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RESUMEN.

La ingesta excesiva de azUcar comercial, sacarosa y fructosa provoca
consecuencias que repercuten en la salud de los individuos. Esta relacionada
con enfermedades crénico degenerativas como respuesta a concentraciones
altas de lipidos y glucosa en sangre, originando, alteraciones estructurales y
funcionales en los vasos sanguineos; éste exceso produce acumulacion de

acidos grasos en los adipocitos.

En ratas hembras, Wistar de 2509, se administré sacarosa o fructosa al
30% P/, en el agua de beber. A las diez semanas se valoré: a) reactividad de
aortas con y sin tejido adiposo; b) glucosa, colesterol, triglicéridos, LDLc y urea,
c) presion arterial media (PAM) y frecuencia cardiaca (FC) y d) histologia del
adipocito. Los resultados muestran que existe una participacion activa de la
grasa perivascular en la contraccion y en la relajaciéon de anillos aorticos. Se
observé diferencias significativas en los niveles de glucosa, triglicéridos,
colesterol y LDLc entre los grupos sacarosa y fructosa con respecto al grupo
control y no asi en urea. No se observaron diferencias significativas en PAM; la
FC aumentd considerablemente en sacarosa y fructosa. El tamafio de los
adipositos de sacarosa y fructosa fue significativamente diferente, mas no asi

en el deterioro de la microarquitectura vascular y de musculo cardiaco.

Estos resultados sugieren que la grasa perivascular, no solo tiene un
papel como reservorio de energia, si no mas bien, como un 6rgano endocrino
capaz de liberar sustancias bioactivas, propiciando asi, que resultaria de suma
relevancia su evaluacion en tratamientos agudos como crénicos, mas alla de
un periodo de 10 semanas que comprendio este estudio, y de las alteraciones

hemodinamicas que se presentan por una ingesta alta en carbohidratos.
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l. FUNDAMENTO TEORICO.

A. TEJIDO ADIPOSO.

La grasa 0 tejido adiposo es un tipo especializado de tejido conjuntivo,
en el que se observa gran predominio de células adiposas, que se caracterizan
por el metabolismo y acumulo de sustancias grasas neutras (mezcla de
ésteres de glicerina con los acidos oléico, palmitico y estearico). Estas células
pueden hallarse aisladas o en pequefios grupos en el tejido conjuntivo comun,
pero la mayoria de ellas se agrupa en el tejido adiposo distribuido por el

cuerpo. !

Los adipocitos son las células en donde se acumulan las grasas
(triglicéridos, fosfolipidos y colesterol principalmente) en su citoplasma, en
forma de gotas mas o menos grandes, que se consideran inclusiones, es decir,
no estan rodeadas por una membrana con estructura equivalente a la

membrana celular.

Ademas de ésta funcion, el tejido adiposo, por localizarse debajo de la
piel, moldea la superficie corporal, siendo en parte responsable de las
diferencias de contorno entre el cuerpo de la mujer y el hombre. Forma también
almohadillas amortiguadoras, principalmente en las plantas de los pies y la
palma de las manos. Como las grasas son malas conductores de calor, el tejido
adiposo contribuye al aislamiento térmico del individuo. Ademas, llena los
espacios entre otros tejidos y ayuda a mantener ciertos 6rganos en su posicion

normal.

Atendiendo a la distribucién anatémica y fisiologia del tejido adiposo, asi
como a la morfologia y metabolismo de los adipocitos, en los vertebrados se
distinguen dos variedades de tejido adiposo, identificables por la estructura de
sus células y por su localizacion, color, inervacion, vascularizacion y funciones:

el tejido adiposo blanco o unilocular y tejido adiposo pardo o plurilocular, que


javascript:top.loadImage('AdiposoBlancoHemlPicroindRata40X750.htm',0)
javascript:top.loadImage('TejidoAdiposoPardoRataGoldner100X750.htm',0)

hacen referencia a la presencia de un solo (uni) sitio (locus) principal o de

varios (pluri) sitios de acumulo (gotas) de grasa en cada adipocito.

El tejido adiposo unilocular (TAU) varia entre el blanco y el amarillo
oscuro, ésta coloracion se debe principalmente al acumulo de carotenoides
disueltos en la grasa; estd constituido por adipocitos uniloculares, los cuales
pueden aparecer dispersos en cualquier parte del cuerpo que contenga tejido
conjuntivo laxo o reticular, pero en el TAU forman el parénquima,
disponiéndose apretados unos contra otros, mientras que el estroma, formado
por tejido conjuntivo reticular y abundantes capilares sanguineos, es mas

escaso.?

Las células adiposas uniloculares maduras son células esféricas y
grandes, midiendo en general mas de 100 micrometros de diametro, cuyo
citoplasma esta ocupado en su mayor parte por una Unica gota de grasa, a
veces acompafada de otras de menor tamafio. Cada célula adiposa esta
envuelta por una capa de glucoproteinas (glucocalix) y su membrana
plasmatica muestra numerosas vesiculas de pinocitosis. El citoplasma
localizado en torno del nucleo de las células adiposas contiene el complejo de
Golgi, algunas mitocondrias, vesiculas de reticulo endoplasmico rugoso y
ribosomas libres. El citoplasma que rodea la gota lipidica presenta vesiculas de
reticulo endoplasmico liso, mitocondrias y escasas vesiculas del reticulo
endoplasmico rugoso; cuando estan aisladas estas células son esféricas y
adoptan una forma poliédrica en el tejido adiposo a causa de la compresion

reciproca.’

El TAU esta dividido por septos de tejido conjuntivo que contiene vasos
y nervios (Figura 1-1.) De estos septos parten finas fibras reticulares que
envuelven las células adiposas. El tejido adiposo no parece estar muy
vascularizado, pero en realidad lo esta si se considera la pequefia cantidad de
citoplasma funcionante. De esta manera, la relacion de volumen de capilar
sanguineo/volumen de citoplasma es mas elevada en el tejido adiposo que en

el musculo estriado.
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En los cortes histolégicos con técnicas de fijacion e inclusion de rutina
cada célula s6lo muestra una capa delgada de citoplasma, los adipocitos
aparecen deformados y forman mallas hexagonales con los nucleos situados
en los nudos de la red, debido a la extraccion de la grasa. Cuando se utilizan
fijadores con osmio (Figura 1-2), podemos ver que los adipocitos mantienen su
forma esférica y puede observarse con claridad el aspecto de las gotas de
grasa, que aparecen homogéneas y oscuras debido a la presencia del osmio
complejado a los lipidos. La tincién de los lipidos para microscopia Optica

requiere del uso de colorantes liposolubles, como los Sudanes. 3

Figura 1-1. Representacion esquematica Figura 1-2. Tejido adiposo comdun,
de la organizacion histolégica del tejido unilocular, preparado por métodos de
adiposo unilocular. Modificados de Junquiera fijacion con osmio, técnica para fijar lipidos.
y Carneiro. 2005. Estructura a microscopia optica.

Esta variedad de tejido adiposo esta especializada en acumular grandes
cantidades de grasas que actian como sustancias de reserva, de forma que,
en las fases de ingesta, los lipidos que pasan a la sangre son transportados a
los adipocitos como quilomicrones y la glucosa es utilizada para sintetizar

acidos grasos por las células adiposas. *

El tejido adiposo plurilocular (TAP) llamado también tejido adiposo
pardo, debido a su color caracteristico. Este color se debe a la elevada

cantidad de citocromos de las mitocondrias de las células; est4 formado por
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los adipocitos pluriloculares, tienen forma poligonal, son de menor tamafo que
los uniloculares (hasta 50 micrémetros en humanos), y se caracterizan por
contener en su citoplasma una multitud de pequefias gotas de grasa; contienen
numerosas mitocondrias esféricas cuyas crestas son particularmente largas,
pudiendo ocupar todo el espesor de la mitocondria, mientras que el nucleo
ocupa una posicién central en la célula (Figura 1-3.). El reticulo endoplasmatico
en las formas lisa y rugosa esta poco desarrollado.*

Figura 1-3. Tejido adiposo plurilocular, con numerosas inclusiones lipidicas
pequefias. lzquierda: (ultra estructura) muestra una abundante vascularizacién e
inervacion de fibras nerviosas a cada adipocito. Derecha: organizacion histolégica,
tincién H-E, aumento mediano. Izquierda Cortesia de Villena AJ. Curso de docencia de
citologia e histologia 2005-2006. Derecha tomado de Leeson T y Leeson R. 1990.

En el tejido adiposo pardo las células adoptan un aspecto epiteloide,
formando masas compactas en asociaciones con capilares sanguineos,
recordando las glandulas endocrinas. Septos de tejido conjuntivo dividen el
TAP en Iébulos mejor definidos que en el TAU. El TAP esta especializado en la
produccion de calor y muestran una localizaciébn anatoémica delimitada vy
caracteristica para cada especie al ser estimulado por la liberacion de
noradrenalina en las terminaciones nerviosas abundantes en torno a sus
células, el TAP acelera su lipdlisis y oxidacion de acidos grasos. Las

mitocondrias de éste tejido son poco activas en el proceso de la fosforilacién



oxidativa, de modo que la energia producida por los acidos grasos oxidados se
libera en forma de calor, con formacion de una cantidad de ATP pequefia. El
calor calienta la sangre contenida en la extensa red capilar existente y la
distribuye a todo el cuerpo. En el hombre, la funcién de éste tejido parece que
esta restringida a los primeros meses de la vida postnatal; periodo, en donde el

TAP produce calor, protegiendo de hipotermia a los neonatos. **

A. 1. HISTOGENESIS E HISTOFISIOLOGIA DEL TEJIDO ADIPOSO
UNILOCULAR.

Los histoldgicos del siglo pasado consideraban que el tejido adiposo era
simplemente una forma de tejido laxa en el que muchos de los fibroblastos
habian acumulado cantidades excesivas de lipidos. Segun esta interpretacion,
cualquier tejido conjuntivo podria convertirse en tejido adiposo siempre y
cuando la ingesta alimentaria superara al gasto de energia. Posteriormente, se
demostrd que los adipocitos se diferencian a partir de las células precursoras
especiales de origen mesenquimal llamadas lipoblastos o preadipocitos, *
células parecidas a los fibroblastos, pero diferenciadas por acumular grasa en
su citoplasma y que son las precursoras inmediatas de las células adiposas

(Figura 1-5.)

Figura 1-5. Origen de las células adiposas. La célula superior es una mesenquimatosa
indiferenciada, que, ademas de formar otros tipos celulares, da origen a los fibroblastos
(izquierda) y los lipoblastos (derecha). Los lipoblastos se diferencian en células adiposas.
Modificado de Junqueira y Carneiro, 2005.



En la actualidad, la posibilidad mas aceptada es la de que existen dos
procesos de formacion del tejido adiposo. En el primero de ellos, que tiene
lugar en fases relativamente precoces del desarrollo fetal y que se denomina
formacién de grasa primaria, aparecen agrupaciones con aspecto glandular
formadas por células precursoras epiteloides en localizacion especifica. Estas
células acumulan mdultiples gotas de grasa y se convierten en tejido adiposo
pardo. En fases mas avanzadas del desarrollo fetal y en la primera parte del
periodo postnatal, se diferencian otras células precursoras fusiformes en
muchas zonas del tejido conjuntivo, y estas células acumulan lipidos que, en
dltima instancia, dan lugar a una gran gota lipidica en cada célula. Este
segundo proceso en la formacion del tejido adiposo, denominado formacion de
grasa secundaria, es el responsable de los depdésitos ampliamente distribuidos

de grasa unilocular que presenta el ser humano adulto.?

Fisiolégicamente, el tejido adiposo almacena en las células adiposas
principalmente grasas neutras (ésteres de acidos grasos y glicerol) o

triglicéridos; estos acidos grasos almacenados se originan del siguiente modo:

Tras la ingesta del alimento, las grasas de la dieta son degradadas en el
duodeno por la enzima pancreética lipasa, formandose acidos grasos y glicerol.
Estos compuestos son captados por las células epiteliales intestinales, en cuyo
interior se recombinan y forman grasas neutras (triglicéridos). A su vez, los
triglicéridos son liberados a través de la membrana basolateral de la célula y
transportados por la linfa hasta el torrente sanguineo en forma de gotitas
diminutas llamadas quilomicrones (Figura 1-6). Al llegar a los capilares del
tejido adiposo, los quilomicrones quedan expuestos a la enzima lipoproteina
lipasa, que permanece unida a la superficie luminar de las células endoteliales

gue revisten éstos capilares.

La lipoproteina lipasa degrada los quilomicrones liberando acidos grasos
gue son captados por las células adiposas y combinados con glicerol endégeno
para formar triglicéridos; por su parte, éstos se afiaden a la gota de lipido para
su almacenamiento. Los triglicéridos también pueden ser sintetizados por las

células adiposas a partir de glucosa, proceso acelerado por la glucosa y



aminoéacidos transportados por la sangre, procedentes de la digestion de los

carbohidratos y proteinas de la dieta.

Figura 1-6. Representacion esquematica del transporte de grasa desde la luz intestinal
hasta el almacenamiento en los adipocitos. Cortesia de Villena AJ. Curso de docencia de
citologia e histologia 2005-2006.

Los lipidos se movilizan mediante mecanismos neurogénicos Yy
humorales que conducen a la liberacion de acidos grasos y glicerina, los cuales
pasan posteriormente a la sangre. El tejido adiposo al ser estimulado por la
adrenalina, mediador quimico, liberado por las terminaciones posganglionares
de los nervios simpético del tejido adiposo, activa a la enzima lipasa, que
hidroliza inicialmente a los triglicéridos superficiales de la gotita lipidica. Los
acidos grasos, que son casi insolubles en el plasma, se unen a moléculas de

albumina y son transportados a otros tejidos, donde seran utilizados como



fuente energética. La glicerina, muy soluble en el plasma, es captada por el

higado y es reutilizada.

El metabolismo del tejido adiposo es complejo, intervienen también, la
hormona del crecimiento, los glucocorticoides, la insulina y la hormona tiroidea.
La eliminacion de los lipidos en caso de necesidad no se hace con igual
intensidad en todos los lugares del organismo. Primero, se movilizan los
depdsitos subcutaneos, los del mesenterio y los retroperitoneales, mientras que
en el tejido adiposo localizado en las almohadillas de las manos y de los pies

puede resistir grandes periodos de desnutricion.

A. 2. EL ADIPOCITO COMO ORGANO ENDOCRINO.

La consideracion del tejido adiposo como reservorio de energia ha
venido cambiando con los afios y desde 1987 se consider6 como el principal
sitio de produccién de esteroides sexuales.” Posteriormente, en 1994, se
identific la leptina, una hormona producida principalmente en el adipocito, que
condujo al establecimiento del tejido adiposo como érgano endocrino.® Este
tejido no solo estd conformado por adipocitos maduros, sino también por
fibroblastos, células endoteliales y macréfagos, los cuales constituyen cerca del
50% de su contenido celular total. Todas son células altamente activas y

funcionan como una unidad integrada.

El concepto de tejido adiposo en la actualidad lo reconoce como un
organo multifuncional, con alta actividad metabdlica y como un o6rgano
endocrino importante, capaz de establecer comunicacion con el resto del
cuerpo mediante la sintesis y la liberacion de moléculas activas llamadas
adipocinas, las cuales actuan localmente y a distancia por medio de efectos
autdcrinos, paracrinos y endocrinos.’ El tejido adiposo es muy activo, produce
distintos tipos de citocinas o péptidos de regulacion; entre las sustancias que
libera se encuentran: la leptina, adiponectina, resistina, interleucina 6 (IL-6), IL-
18, angiotensinégeno, hormonas esteroidales, adipsina y el Factor de Necrosis

Tumoral alfa (TNF-a por sus siglas en ingles) entre otras.®
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Para mantener las funciones normales del cuerpo cada uno de los
adipocitos secreta diversas citocinas y sustancias bioactivas a los alrededores
cercanos. Aunque cada adipocito produce una pequefia cantidad de
adipocitocinas, como tejido adiposo se regula como cualquier otro érgano en el
cuerpo humano, su impacto es de gran importancia en funciones corporales.
Ademas, como el tejido adiposo es abastecido por un abundante flujo

sanguineo libera en él, adipocinas que fluyen a la circulacion sistémica.

Hasta ahora, muchas adipocinas han sido identificadas (Figura 1-7) y
determinadas en cuanto a su funcidon en el organismo, todas ellas integradas
en una red de comunicaciones con otros tejidos y 6rganos semejantes como el
musculo esquelético, corteza adrenal, cerebro, sistema nervioso simpatico;
participando de forma activa en el control del apetito, sensibilidad a la insulina,
balance de energia, regulaciébn inmune, angiogénesis, presion sanguinea,

metabolismo de los lipidos y homeostasis entre otras.’

Figura 1-7. Hormonas, citocinas y otras moléculas que se producen y secretan por el tejido adiposo blanco, implicadas
en procesos de regulacién metabolica, neuroendocrina, inmunolégica y cardiovascular. Abreviaturas: ASP, proteina
estimuladora de acilacion; Apo E, apolipoproteina E; Adipo Q, proteina del adipocito relacionada al complemento;
CETP, proteina translocadora de ésteres de colesterol; FABP, proteina que se une a acidos grasos; IGF-1, factor de
crecimiento similar a insulina; IL-6, interleucina 6; LPL, lipasa de lipoproteinas; PAI-1, inhibidor del activador del
plasminégeno tipo 1; PG, prostaglandina; PPARy, receptor gamma para el activador del proliferador del peroxisoma;
RBP, proteina que se une a retinol; Rs, receptores; TGF B, Factor de crecimiento transformante beta; TNF-a, Factor de
necrosis tumoral alfa. Las flechas de un solo sentido indican efectos endocrinos y las de doble sentido efectos
autocrinos y paracrinos.
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Asi, por ejemplo, los adipocitos son capaces de expresar y secretar un
namero considerable de hormonas, citocinas y péptidos que ayudan al
mantenimiento de la homeostasis; péptidos vasoactivos cuyos productos
proteoliticos regulan el tono vascular; la leptina que tiene un rol central en la
regulacion del balance energético. También son capaces de producir hormonas
esteroidales activas, incluyendo estrégenos y cortisol, por la conversién de los
precursores androgénicos y los glucocorticoides inactivos respectivamente;
ademas, libera una variedad de factores proinflamatorios e inflamatorios,
incluyendo en éstos procesos a la leptina, adiponectina, resistina y visfatina, asi
como citocinas y quimiocinas tales como el TNF-a, IL-6, monolitos entre

otros.}0 !

Por otro lado, el tejido adiposo esta estrechamente regulado por la
actividad metabolica de muchas hormonas. Cada hormona tiene un efecto
peculiar de acuerdo a la expresion de su respectivo receptor y esto varia segun
la edad y el género y expresa un comportamiento diferente en la distribucion
del tejido adiposo. Estas particularidades regulan dos procesos notoriamente
importantes como lo son la sintesis y acumulacién del tejido adiposo
(lipogénesis) y su degradacion y gasto (lipdlisis). Hay también muchas
diferencias entre estos dos procesos en posiciones anatdmicas diferentes
como lo es la grasa subcutanea y la grasa visceral. Estos efectos dependen en
gran medida de la actividad de la lipoproteina lipasa y lipasa sensible a

hormona (LPL y HSL por sus siglas en ingles respectivamente).*
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B. LOS CARBOHIDRATOS COMO FUENTE DE ENERGIA EN LA DIETA
DIARIA.

El estudio de los factores nutricionales y su influencia sobre la salud ha
cobrado gran auge en las ultimas tres décadas. Se ha hablado mucho sobre las
virtudes terapéuticas o preventivas de los principios activos de ciertos
alimentos funcionales. Los alimentos funcionales son aquellos que se
consumen en la dieta diaria e independientemente de sus caracteristicas
nutricional y esencial, contienen uno o varios compuestos con efecto benéfico
para la salud, o ciertas propiedades terapéuticas y/o preventivas que reducen
el riesgo de llegar a padecer problemas de salud.’® Los nutrimentos son
substancias quimicas de los alimentos que procuran energia, y elementos para
la formacion de nuevos componentes corporales, o facilitan los procesos del
organismo. Existen seis clases de nutrimentos: carbohidratos, lipidos,

proteinas, minerales, vitaminas y agua. **

Los carbohidratos (también conocidos como azuUcares) se consumen
como parte de la dieta, de manera particular, son un enorme grupo de
compuestos organicos muy diversos presentes en el organismo, cumplen
varias funciones importantes aparte de proveer la mayor parte de las calorias
de la dieta. Asi mismo sabemos que, si se consume fructosa 6 azlcar
comercial en cantidades recomendables (100g/dia/adulto) contribuye a la
densidad energética global de la dieta promoviendo un balance energético
positivo que sirve como reserva (glucogeno) del organismo. Ademas de éstas
propiedades importantes, la mayoria de ellos que asimila el organismo cumplen
con una actividad biolégica, por ejemplo, se biotransforman para producir otros
metabolitos como son: las grasas (un exceso de glucégeno puede
transformarse en acidos grasos y glicerina), aminoacidos esenciales, los no
esenciales y/o en otros carbohidratos como moléculas fundamentales para

diversos fenémenos genéticos y en la sintesis de proteinas.** *°

Los carbohidratos constituyen la principal fuente de energia en la dieta
de la mayoria de los individuos. Son considerados como nutrientes no

esenciales, ya que pueden ser sintetizados en el organismo a partir de otros
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compuestos. Se recomienda que entre el 50 y el 60% de las calorias totales de
la dieta provengan de la oxidacion de los carbohidratos, sin embargo este
porcentaje varia ampliamente entre diferentes poblaciones segun sus patrones
de alimentacion. Aunque el hombre puede sintetizar la mayor parte de los
carbohidratos, una buena parte los obtiene de fuentes vegetales. La cantidad
minima requerida por el organismo para suplir las necesidades de las células
nerviosas, los globulos rojos y la médula ésea es de aproximadamente 180g,
de los cuales el organismo puede sintetizar unos 130g/d, por lo que los

restantes 50g deben ser suministrados en la dieta.

De la variedad de polisacaridos del mundo biol6gico, el hombre solo
digiere unos cuantos: almidén, sacarosa, glucosa, lactosa y fructosa, entre
otros. De éstos, los que actualmente forman parte importante de la dieta, son la
sacarosa y la fructosa que son preferidas por la poblacién debido a su
caracteristica edulcorante que dan al consumirse. *° La sacarosa se encuentra
en muchos jugos de plantas como la cafia o la remolacha azucarera; 0
refinados como por ejemplo el azucar blanco cristalizado, azucar glass, azucar
morena, piloncillo, bebidas carbonatadas, entre otros derivados. La fructosa, se
encuentra en frutas maduras como manzanas, uvas, naranjas, sandias, en la
miel y sus derivados, asi también, juntas en los distintos alimentos, en los
vegetales se puede contener 1 6 2% de fructosa libre y arriba del 3% de

sacarosa. '

Al igual que la sacarosa, la fructosa se encuentra en el grupo de
edulcorantes nutritivos reconocidos por la FDA (Food and Drug Administration).
Estos edulcorantes tienen propiedades funcionales de acuerdo a sus
caracteristicas fisicas (cristalizacion, viscosidad), microbianas (preservacion,
fermentacion) y quimicas (caramelizacién, antioxidante).’® Ambos azlcares
proveen de 4 kcal/g; sin embargo, una de las caracteristicas principales de la
fructosa es su poder edulcorante de 173%, en tanto para la glucosa es de 74%
y de 100% para la sacarosa, ademas de que presenta sinergia con otros

edulcorantes.*®
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B. 1. DIGESTION Y ABSORCION DE LOS CARBOHIDRATOS.

Los alimentos que se consumen por lo regular contienen carbohidratos
de grandes cadenas (polisacaridos) 6 como disacéaridos y en menor cantidad
como monosacaridos, que entran a la boca, y durante la masticacion, los
alimentos se mezclan con la saliva que humedece y lubrica el bolo alimenticio,
ademas provoca la separacion de las cadenas de polisacéridos a disacaridos
por medios de una hidrélisis enzimatica producida por la enzima amilasa que
forman parte de la composicion de la saliva. Luego, los disacaridos son
hidrolizados produciendo los monosacéridos respectivos (por ejemplo, la
sacarosa produce una glucosa y una fructosa) en el borde del cepillo de las

células del epitelio intestinal, que luego las absorben.®

Ademas, de la velocidad de absorcion de los monosacaridos, intervienen
otros fendbmenos, entre ellos, la simple difusion. Por ejemplo, la velocidad de
absorcion de estos monosacaridos no guarda relaciéon con su cantidad o su
concentracion en el intestino, como seria el caso si la absorcion se debiera a la
difusion solamente. Por lo que, se cree que, ademas de la difusion, intervienen
hasta cierto grado un sistema de transporte para la absorcion de la glucosa y la
galactosa. Un sistema de transporte exige la existencia de portadores, que
lleven a cabo el paso de substancias de un lado de una membrana al otro, con

un gasto de energia.

Este proceso de transporte activo, depende del sodio, compartido por la
glucosa y la galactosa; la fructosa y la manosa se absorben por procesos
diferentes. La absorcién de las hexosas (azucares de seis atomos de carbono)
es impedida por compuestos que disminuyen la disponibilidad de energia en
las células 6 los desacopladores de la fosforilaciébn oxidativa (dinitrofenol). El
proceso de fosforilacion de las hexosas no es el principal factor que determina
la velocidad de transporte de la misma; asi, algunas hexosas que no se pueden
fosforilar son transportadas por un proceso activo mientras que otras como la

manosa, que es fosforilada, no se transporta activamente.?*
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Si la alimentacion y la funcion intestinal son normales, la absorcion de
monosacaridos en el intestino delgado es casi completa. Los monosacaridos
pasan a la sangre porta, que llega directamente al higado. En éste 6rgano, son
oxidados para producir energia, o se transforman en acidos grasos u otras
sustancias, se almacenan como glucégeno en los musculos, 0 pasa a la
circulacién general para ser utilizada por otros tejidos (Figura 2-1).2° En otras
palabras el higado ejerce un control muy importante sobre el nivel sanguineo
de azucar y el metabolismo de carbohidratos en el organismo, pues de él

depende la eleccion inicial de la via que habran de seguir los monosacaridos.

TUBO DIGESTIVO
carbohidratos

Glucosa (SANGRE)
Glucogeno HIGADO Pentosas, CO,
» Intermediarios

COMUNes T i
Acidos aminados/ "0, €O, energla

Esenciales

) Acidos grasos
Acidos aminados

MO esenciales

Glucosa (SANGRE)

L

MUSCULO

i

Intermediarios
COmunes

i

Acido lactico H.0, CO,, energia

«— Glucdgeno

Figura 2-1. Resumen general del proceso de digestion, absorcion y metabolismo de
los carbohidratos. EI monosacéarido expresado es la glucosa, sin embargo puede ser
otro tipo de monosacarido. Modificado de Toporek M. 1983.
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B. 2. LA SACAROSA.

B.2.a. Propiedades fisicoquimicas. La sacarosa, mejor conocida
como azucar de cafia, sucrosa 6 azucar comun es un disacéarido de la glucosa
y la fructosa. Tiene una formula quimica C1,H2,011, un peso molecular de 342.3
g/mol y su nombre quimico es B-D-fructofuranosil-a-D-glucopirandsido. Son
cristales brillantes incoloros o blancos, masas o terrones blancos cristalinos o
polvo cristalino, blanco. Estable al aire; muy soluble en agua, mas en agua
hirviendo, ligeramente soluble en etanol; casi insoluble en cloroformo y éter. Al
contrario de muchos disacaridos y oligosacaridos, la sacarosa no contiene
atomo de carbono anomérico libre; los de ambos azlcares se encuentran
unidos entre si. La sacarosa no es, por tanto, ni un hemiacetal ni un hemicetal.
No experimenta mutarrotacion ni reacciona con la fenilhidracina para formar
osazonas, Y no es un azlcar reductor. Tiene una rotaciéon 6ptica de [o]p?°=
+66.2° a +66.8°.%

B.2.b. Metabolismo. La sacarosa como disacérido para su
metabolismo tiene que ser primeramente hidrolizada por enzimas apropiadas
(lipasa como ya se mencion6 6 amilasa pancreatica) provenientes de la saliva o
de las superficies mucosas del intestino delgado quedando como productos de
la hidrdlisis la fructosa y la glucosa (Figura 2-2). Los monosacaridos derivados
de ésta reaccion hidrolitica son entonces absorbidos por las células epiteliales

del yeyuno.
CH,OH
CH,OH
v/ QH 0 CH,OH
OH H\‘ / H H(} LIPASA >
H( 0 H - +
i O GLUCOSA FRUCTOSA
SACAROSA

Figura 2-2. Hidrdlisis de la sacarosa por medio de la lipasa que la divide en dos

monosacaridos derivados de esta reaccion.
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Dos mecanismos son responsables de la absorcion de los
monosacaridos, por un lado, para la glucosa es un transporte activo contra un
gradiente de concentracion en donde existe un gasto de energia, y por el otro,
para la fructosa (que se vera mas adelante), la simple difusion. Las causas por
las que la glucosa tiene que pasar por medio de un transporte activo son
debidas a sus caracteristicas quimicas, ya que ésta presenta un anillo

pirandsico y un grupo metilo sustituido en el carbono cinco.

Para explicar la absorcion activa de la glucosa ha sido postulado un
portador movil que se combina tanto con la glucosa como con el Na* en sitios
separados transportando a los dos a través de la membrana plasmética de la
célula intestinal; éste transporte lo realizan dos grupos de proteinas: los
transportadores SGLT (sodium-glucose transporters) de los que actualmente se
han identificado tres y los transportadores GLUT ( lucosa transporters) que se
han identificado hasta ahora 13.>> El Na' es transportado siguiendo su
gradiente de concentracion; al mismo tiempo el portador transporta a la glucosa
contra su gradiente. La energia libre requerida para éste transporte activo se
obtiene de la hidrdlisis del ATP vinculado a una bomba de sodio que expele
Na® de la célula (Figura 2-3). Posteriormente, la glucosa entra por un
mecanismo de transportadores de GLUT 4 que es dependiente de insulina, en

tanto que la fructosa entra via GLUT 5 sin requerir de insulina.

Capilares

— [
— | )
) Espacio Ma
- intercelular > ATPasa
—— T
p ATP  ADP
2Na™—» | * Na*
SGLT 1
Glucosa —p . &b GLWT 2 |—» | GLUT 4
o
=
C:—_-;
TUT s |
Fructosa —» | GLUTS __ s Fructuosa —{ GLUT 2 l—b |‘-_JLLT 5 i
Lumen
intestinal Borde en cepillo Celulas

Figura 2-3. Mecanismo de transporte. Diferencias en el transporte de glucosa y fructosa a
través del epitelio intestinal y su entrada a las células. Modificado de Pérez CE y col.
(Endocrinologia y Nutricion. 2007; 15(2): 69).
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Los GLUT presentan una conformacion proteica similar; son
glicoproteinas de 45 a 55 kDa, con doce dominios transmembranales en
estructura a hélice. Los extremos N y C terminales, al igual que una gran asa
central, se localizan en el citoplasma. Ademas, presentan un sitio de
glicosilacidon en la region externa de la membrana. Cada una de las diferentes
isoformas de los GLUT tiene ubicacion y caracteristicas cinéticas propias,
adaptadas a las necesidades metabodlicas de los distintos tejidos del
organismo. Al parecer los segmentos transmembranales 3, 5, 7 y 11 son
hidrofilicos en una cara del cilindro a hélice e hidrofébicos en la otra, por lo que
forman un poro y, de esta manera, permiten el paso del monosacarido a favor
de un gradiente de concentracion. Para que se efectle el ingreso de la glucosa,
se deben formar previamente uniones débiles (tipo puentes de hidrégeno) entre
los grupos hidroxilo y carbamino del GLUT vy los grupos hidroxilo de la glucosa.
La glucosa ingresa a la célula en cuatro etapas: 1) se une al transportador en la
cara externa de la membrana; 2) el transportador cambia de conformacion y la
glucosa y su sitio de unidon quedan localizados en la cara interna de la
membrana; 3) el transportador libera la glucosa al citoplasma, y 4) el
transportador libre cambia nuevamente de conformacion, expone el sitio de

unién a la glucosa en la cara externa y retorna a su estado inicial (Figura 2-4).%*

() GLUCOSA EXTERIOR

TAAI

GLUTS
CITOPLASMA

Figura 2-4. Mecanismo propuesto para el ingreso de glucosa a la célula. Modificado
de Diaz HD y col. (IATREIA. 2002; 15(3): 183).
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Posteriormente, la glucosa puede seguir otras vias de utilizacion en el
organismo como es su transformacién en otros metabolitos (Figura 2-1), 6
oxidarse para obtener energia (metabolismo aerobio y anaerobio) en donde el
primer paso es la fosforilacion de la glucosa en el higado o en el interior de
todas las células del organismo dando como resultado la glucosa-6-fosfato a
base de una cinasa la cual permite mantenerla dentro de la célula,
transfiriéndole un grupo fosfato del ATP a la glucosa. En éste punto puede
tomar el camino de la glucogénesis; propiciando asi, en un momento de

escasez, el proceso de glucogendlisis para solventar el déficit de glucosa.®

Ademaés, a partir de la glucosa-6-fosfato puede desdoblarse hasta
piruvato o lactato (éste Ultimo es en caso de las levaduras) y una pequeia
cantidad de energia (en ésta etapa la glucosa es metabolizada bajo
condiciones anaerobias). Y finalmente puede seguir el metabolismo aerdbico
(ciclo de Krebs) que es la ultima etapa por la que pasa la glucosa ya que se
oxida completamente en H,O y CO,, que produce una cantidad de energia

mucho mayor.?

B.3. LA FRUCTOSA.

B.3.a. Propiedades fisicoquimicas. La fructosa 6 azlcar de las
frutas es un azacar simple 6 monosacarido con formula quimica CgH1206, UN
peso molecular de 180.16 g/mol y su nombre quimico es B-D-Fructosa. Son
cristales brillantes incoloros o blancos, se reduce facilmente a sorbitol tanto in
vitro como in vivo; la fructosa difiere por la presencia de un grupo ceto unido al
carbono 2 de la molécula, en tanto la glucosa presenta un grupo aldehido en el
carbono 1. Presenta mutarrotacion y se convierte rapidamente de piranosa a
furanosa y viceversa. Tiene una rotacién éptica de [a]p?°= -132° como piranosa

y de -92° como furanosa. Muy soluble en agua.?

B.3.b. Metabolismo. Como se menciong, la fructosa al estar en
contacto con las células epiteliales del intestino atraviesa la membrana

plasmatica de la ceélula intestinal por medio de un mecanismo de difusion
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facilitada, que le confiere una velocidad mayor para ingresar a la sangre portal
que posteriormente la conducird al higado 6 a las células, en donde entraran

por un mecanismo de transporte GLUT 5 6 GLUT 2 para poder asi

metabolizarse.?®

El GLUT 2 es una proteina de 522 aminoéacidos. A diferencia de otros
GLUT su afinidad por la glucosa es baja (Kn,: 17mM). Transporta ademas de la
fructosa a la galactosa; se expresa en células B pancreaticas, hepatocitos,
enterocitos y en células tubulares renales. El GLUT 5 es una proteina de 501
aminoacidos practicamente es un transportador de fructosa, ya que su afinidad
por otros monosacaridos, incluyendo la glucosa, es minima. Se localiza en el
yeyuno, los espermatozoides, las células tubulares renales y las células de la

microglia.?’

Asi, para su metabolismo, la fructosa puede ser fosforilada para formar
fructosa-6-fosfato, catalizada por la enzima fructocinasa, también puede ser
catalizada por la hexocinasa, que lleva a cabo la fosforilacién de la glucosa; sin
embargo, la afinidad de la enzima por la fructosa es muy pequefia comparada
con su afinidad por la glucosa. La fructocinasa se encuentra en el higado, la
cual efectua la transferencia del fosfato desde el ATP a la fructosa, formando
fructosa-1-fosfato. Esta enzima no fosforila a la glucosa y, a diferencia de la
glucosinasa, su actividad no es afectada por el ayuno o por la insulina, lo que
puede explicar porqué la fructosa desaparece de la sangre de los paciente
diabéticos, a una tasa normal. La K, de la fructosa de la enzima en el higado

es muy baja, indicando una gran afinidad de éstos por su sustrato.?® %

La fructosa-1-fosfato es desdoblada por la aldosa B, enzima que se
encuentra en el higado. La enzima también ataca a la fructosa 1,6-bisfosfato en
D-gliceraldehido y fosfato de dihidroxiacetona (la ausencia de ésta enzima
produce intolerancia a la fructosa). ElI D-gliceraldehido puede entrar en una
serie de reacciones de la glucdlisis por tres rutas posibles. Una es por accion
de la alcohol deshidrogenasa para formar glicerol, el cual en presencia de
glicerosinasa, forma glicerol-3-fosfato. Una segunda alternativa implica a la

aldehido deshidrogenasa que forma D-glicerol a partir del D-gliceraldehido.
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Otra enzima que se haya en el higado, la triosinasa, cataliza la fosforilacion
del D-gliceraldehido en gliceraldehido-3-fosfato. Esta parece ser la via principal
para el metabolismo ulterior del D-gliceraldehido. Los dos triosafosfatos, el
fosfato de dihidroxiacetona y el gliceraldehido-3-fosfato, pueden ser
degradados por la via Embder-Meyerhof (glucdlisis) o puede combinarse por la
influencia de la aldolasa y ser convertida en glucosa. Esta Gltima substancia es
el destino de mucha de la fructosa metabolizada en el higado (Figura 2-5). Hay,
ademas, la posibilidad de que la fructosa-1-fosfato pueda ser fosforilada
directamente en la posicion 6 para formar fructosa-1,6- bisfosfato, un
intermediario de la glucdlisis. La enzima que cataliza ésta reaccion, 1-

fosfofructosinasa, se encuentra en el masculo e higado.” #

Los estudios han indicado que la fructosa es metabolizada activamente por
el tejido adiposo y que es metabolizada independientemente de la glucosa. En
concentraciones bajas la fructosa es utilizada por el tejido adiposo mas
lentamente que la glucosa; en concentraciones altas, la fructosa es
metabolizada a una velocidad mas alta que la glucosa. Ademas, tiene una
menor respuesta (en concentraciones normales) glucémica, insulinogénica,
mayor velocidad de vaciamiento gastrico,* anticetogénica, media la resistencia
a la insulina, muy lipogénica (aumento de triglicéridos, uratos y lactatos) y en
un abuso en el consumo puede contribuir al desarrollo de patologias crénico
degenerativas como obesidad, diabetes, hipertensién, sindrome metabdlico,
estrés oxidativo, insulina resistencia, hiperglucemia, enfermedades en los

rifones, alteraciones cardiovasculares, entre otros. 3132
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Figura 2-5. Metabolismo de la fructosa. Tomado de Harper HA y col. 1978.
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B. 4. IMPLICACIONES FISIOPATOLOGICAS DEL ADIPOCITO
SOBRE LA HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA.

A pesar de la ingesta intermitente de carbohidratos en la dieta, los
niveles de glucosa sanguinea permanecen relativamente estables durante el
dia, lo que requiere de acciones concertadas de diferentes tejidos. Como
respuesta a la elevacion de glucosa que ocurre después de comer, las células
pancreaticas secretan insulina, la cual promueve el depoésito de glucosa en el
tejido adiposo y en el musculo como glucdgeno, e inhibe la produccion de
glucosa por el higado, por supresibn de la glucogendlisis y de la
gluconeogénesis.*® De otra parte, los bajos niveles de insulina en el estado de
ayuno, combinados con una elevacion de las hormonas contra regulatorias
como el glucagon producido por el pancreas, la adrenalina producida por la
médula de la cépsula suprarrenal y los glucocorticoides producidos por la

corteza suprarrenal, promueven la produccién hepética de glucosa.?

Posteriormente con la consolidacion del tejido adiposo como dGrgano
endocrino y como regulador de procesos fisioldégicos se planted inicialmente, la
idea de que el tejido adiposo pudiese tener un considerable efecto en el control
glucémico global, aunque no fue facil de aceptar, pero los estudios iniciales
determinaron que el tejido adiposo sbélo representaba una fracciéon de la
distribucion después de una comida (cerca del 10% al 15%), siendo captada
por el misculo la mayor parte.** Sin embargo, se fue haciendo evidente que las
alteraciones en la adiposidad tenian profundas implicaciones en la homeostasis
de la glucosa: demasiada grasa (obesidad) y muy poca (lipodistrofia) se
asociaban con insulino resistencia y con hiperglucemia. Ahora, ya se entiende
que el profundo efecto de los adipocitos en el balance de glucosa esta mediado
por varios mecanismos, dentro de ellos el papel vital de las adipocinas, ya sea
ejerciendo efectos antihiperglucémicos como lo hacen la leptina, la
adiponectina, la visfatina y la omentina, o bien, con efectos prohiperglucémicos
como lo hacen la resistina, el TNF-a, la IL-6 y el RBP-4 (proteina que se une a
retinol).
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La leptina tiene capacidad en el ratén Ob/Ob*® (ratén genéticamente
obeso debido al gen Ob) de revertir la hiperglucemia, incluso antes de corregir
el exceso de peso y mejora la homeostasis de glucosa en el raton lipodistrofico
y en humanos con lipodistrofia, o con deficiencia congénita de leptina. Las
acciones antihiperglucémicas de la leptina estan mediadas por diferentes
organos. Es asi como mejora la insulino sensibilidad, al disminuir los lipidos en
el musculo esquelético, en el higado y en las células beta pancreaticas, por una
activacion directa de la proteina quinasa activada por AMP y por la inhibicion
de la malonil coenzima-A y por acciones indirectas mediadas en las vias
neurales simpéticas, estimulando receptores adrenérgicos que incrementan el

transporte de los Acidos grasos a la mitocondria para la beta oxidacién.*

La adiponectina mejora la sensibilidad a la insulina, desciende el flujo de
acidos grasos libres e incrementa su oxidacion, inhibe las principales enzimas
gluconeogénicas hepaticas, reduce la liberacion hepatica de glucosa y en el
musculo, estimula el uso de glucosa y la oxidacién de los acidos grasos,
efectos que en parte estan mediados por la activacion de la AMPK (adenosin
monofosfato protein quinasa)®. Ademas, favorece el desplazamiento de los
transportadores de glucosa, sobre todo de GLUT 4 a la superficie. La visfatina
promueve la acumulacion de triglicéridos, acelera la sintesis de triglicéridos
desde glucosa; ademas, mediante una reduccion en la liberacion de glucosa de
los adipocitos y el estimulo de su utilizacion en la periferia, disminuye también
la glucemia.®® La dltima de las adipocinas con efecto positivo sobre la
homeostasis de glucosa es la omentina, que al igual que la visfatina tiene
efectos positivos en la captacion de glucosa, aunque funciona como un

sensibilizador de insulina y tiene propiedades insulina miméticas.*’

Los niveles de TNF-a en el higado, suprimen la expresion de genes
comprometidos en la captacién y metabolismo de glucosa y en la oxidacion de
acidos grasos e incrementa la expresiéon de genes comprometidos en la
sintesis de novo de colesterol y de &cidos grasos. La IL-6 también influye en la
tolerancia a la glucosa mediante una regulacién negativa de vifastina.®®
Mientras que la resistina podria estar implicada en la reduccion de la captacion

de glucosa por los masculos y la grasa, pero con un efecto menos vigoroso que
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en el higado, en donde incrementa su liberacion.*® La angiotensina Il inhibe la
lipdlisis, promueve la lipogénesis, desciende la captacibn de glucosa
dependiente de insulina e incrementa la gluconeogénesis hepatica y la
glucogendlisis.*® La Gltima de las adipocinas que influye negativamente el
metabolismo de glucosa es la RBP-4, cuya sobre expresion desmejora la
accion de la insulina en el musculo y en el higado. Su mecanismo de accién no
esta dilucidado y no es claro si el proceso compromete un ligando retinoide, o

algin otro mecanismo.**

C. GENERALIDADES DEL APARATO CIRCULATORIO.

El aparato circulatorio comprende los sistemas vasculares sanguineos y

linfaticos. El sistema vascular sanguineo esta formado por:

e Corazon: organo central del sistema circulatorio, cuya funcion es la de
hacer circular la sangre por todo el organismo.

e Arterias: vasos eferentes que disminuyen de calibre a medida que se
ramifican profusamente. Transportan la sangre y, por medio de ella,
llevan el alimento y el oxigeno a los tejidos.

e Capilares: una red difusa de tubulos delgados que se anastomosan
profusamente; a través de cuyas paredes se realiza el intercambio
metabdlico entre la sangre y los tejidos.

e Venas: vasos aferentes al corazén, en donde los capilares se fusionan

gradualmente y canalizan su contenido.

Con el corazdén como punto de partida, los vasos sanguineos conforman
dos circulaciones de las cuales la circulacion pulmonar o pequeia circulacion
transporta la sangre hacia los pulmones y de regreso al corazén, mientras que
la gran circulacion transporta la sangre hacia todos los demas tejidos del

organismo y de regreso al corazén.>
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C. 1. ANATOMIA E HISTOFISIOLOGIA DEL CORAZON.

Es un 6rgano muscular hueco que bombea la sangre a los vasos
sanguineos. Esta situado en sentido oblicuo entre los pulmones, en el
mediastino, y unos dos tercios de éste 6rgano se encuentra a la izquierda de la
linea media del cuerpo (Figura 3-1). La forma del corazon es la de un cono
trunco, y su tamafio equivale al del pufio cerrado, es decir, unos 12 cm de
largo, 9 cm de ancho y 6 cm de profundidad. El 4pice (vértice), o extremo
puntiagudo del corazon se proyecta en sentido anteroinferior, y hacia el lado
izquierdo esta situado por arriba de la zona central del diafragma. En direccion
anterior, el 4pice se localiza a nivel del quinto espacio intercostal, a unos 7.5 a

8 cm de la linea media del cuerpo.*?

Figura 3-1. El corazon esta situado en la parte central del térax (mediastino), entre los dos
pulmones, apoyandose sobre el musculo diafragma y precisamente sobre la parte central
fibrosa de este musculo; esta en una situacion no totalmente medial, ya que en su parte inferior
esta ligeramente inclinado hacia el lado izquierdo (cerca de un cuarto a la derecha y tres
cuartos a la izquierda de la linea medial). Modificado de Fuentes SR. 2006.
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Aunque el borde izquierdo estd formado en su mayor parte por el
ventriculo izquierdo, también incluye el atrio del mismo lado. La base del
corazon sobresale en sentido posterosuperior, hacia el lado derecho del
cuerpo, y esta formado por los dos atrios, sobre todo por el izquierdo; su parte
posterior esta por delante de las vértebras toracicas quinta a novena, y en
sentido anterior, se localiza por debajo de la segunda costilla. El borde derecho
corresponde a una linea curva trazada desde la articulacion esternal inferior

hasta la parte media del tercer cartilago costal derecho.*?

La pared del corazdn esta dividida en tres capas: el epicardio o externa,
el miocardio o media, y el endocardio o interna; el epicardio, la capa mas
externa y es la membrana serosa del corazén, que forma el revestimiento
visceral del pericardio. Se presenta cubierto externamente por un epitelio
pavimentoso simple (mesotelio), apoyado en una delgada capa conjuntiva. Una
capa subepicardica constituida por conjuntivo laxo contiene vasos, nervios y
ganglios nerviosos. En esta capa se acumula el tejido adiposo que
generalmente recubre ciertas regiones del corazéon. El miocardio, que esta
compuesto por el musculo cardiaco, constituye la mayor parte de éste 6rgano.
Las fibras musculares cardiacas son involuntarias, estriadas y ramificadas, y
estdn dispuestas en haces que se entrelazan; el miocardio efectia las

contracciones del corazon.

El endocardio, por su parte, es una delgada capa de endotelio que
recubre a otra de tejido conectivo, que estad perforada por pequefios vasos
sanguineos y haces de musculo no estriado (liso). El endocardio constituye un
recubrimiento interno del miocardio y cubre a las valvulas del corazon y a los
tendones que las mantienen en posicion adecuada; la capa endotelial es
continuacion de la estructura similar de los grandes vasos que llegan al

corazén o salen de é1.4>43
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C. 2. ANATOMIA E HISTOFISIOLOGIA DE LA AORTA.

Emerge de la porcion superior del ventriculo izquierdo, algo a la derecha
y atrds de la arteria pulmonar. Este origen marcado en su interior por la
presencia de las valvulas sigmoideas que interceptan los senos aorticos (de
Valsalva), los que en su superficie externa se manifiestan como una dilatacion,
por encima de los cuales la aorta origina las dos arterias coronarias derecha e
izquierda. A partir de la 42 vértebra toracica desciende verticalmente en el torax
para situarse delante de las vértebras toracicas inferiores (Figura3-2). Atraviesa
el diafragma y desciende en el abdomen delante de la columna lumbar, en el
retroperitoneo, y termina a la altura de la 42 vértebra lumbar, originando dos
arterias iliacas comunes y la arteria Sara mediana. De acuerdo con el trayecto
de la aorta se describen tres segmentos: cayado adrtico, aorta toracica 6

descendente y aorta abdominal. **

Figura 3-2. Esquema general de la ubicacién de la aorta. La aorta es la principal arteria del
cuerpo humano. Sale directamente del ventriculo izquierdo del corazén y, formando un
arco, desciende hacia el abdomen donde, a la altura de la IV vértebra lumbar, se bifurca en
dos arterias mas pequefias, las iliacas primitivas. Modificados de Latarjet M y Ruiz LA.
2006.
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La aorta es una arteria elastica que posee un diametro superior a 10mm;
de modo general, estd compuesta por tres capas concéntricas: tlnica intima,
tunica media y tunica adventicia. La tanica intima (tUnica interna) presenta una
capa de células endoteliales que revisten la superficie interna del vaso. Este
endotelio se apoya en la capa subendotelial, que consiste en tejido conjuntivo
laxo, muy delicado y que puede presentar, a veces, células musculares lisas
dispersas; la capa intima presenta también una membrana limitante elastica
interna, que es la capa mas externa de la intima, que la separa de la media. La
limitante elastica interna es tubular y perforada, lo que permite la difusion de los
metabolitos de la sangre a través de los orificios para nutrir las células de la
pared arterial, situadas externamente. Debido a la desaparicion de la presion
sanguinea y a la contraccién de los vasos en el momento de la muerte, la
tdnica intima generalmente se presenta con aspecto ondulatorio en los cortes
(Figura 3-3).12

Figura 3-3. Corte transversal que muestra parte de una arteria elastica con una tunica
media bien desarrollada que contiene varias ladminas elasticas. Tincion de
pararrosanilina y azul de toluidina. Aumento mediano. Tomada de Junqueira y
Carneiro, 2005.
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La tdnica media estd formada principalmente por células musculares
lisas, dispuestas circularmente, a las que se agregan cantidades variables de
elastina, colagena y proteoglicanos. En ese lugar, las células musculares lisas,
metabdlicamente muy activas, son responsables de la sintesis del material
extracelular (colagena, elastina y proteoglicanos). La tanica media también

posee una lamina elastica externa, que la separa de la capa adventicia.*®

La tdnica adventicia consta principalmente de fibras colagenas y
elasticas (Figura 3-3). Hay en ella pequefios vasos sanguineos; en cortes
adecuados pueden observarse como penetran hasta las capas mas externas
de la capa media. Reciben el nombre de vasa vasorum (vasos de los vasos),
gue son arteriolas y vénulas que se ramifican profusamente y desempefian una
funcién nutricional de las tlunicas adventicia y media, a donde los metabolitos
no llegarian por difusion a partir de la luz del vaso, debido al gran espesor de

la pared.t?444°

C. 3. FLUJO SANGUINEO.

El flujo sanguineo es la cantidad de sangre que pasa por un punto
determinado en la circulacion en un periodo dado. Habitualmente, el flujo
sanguineo se expresa en mililitros o litros por minuto o en otra unidad de flujo.
El flujo sanguineo global en la circulacion de un sujeto adulto en reposo es de
aproximadamente 5000mL/minuto; esto se conoce como gasto cardiaco,
porque es la cantidad de sangre bombeada por el corazén en una unidad de

tiempo.*°

Cuando la sangre fluye a una velocidad constante a través de un vaso
liso y largo, lo hace en corrientes continuas, permaneciendo cada capa de
sangre a la misma distancia de la pared. Ademas, la porcién central de la
sangre permanece en la porcién central del vaso. Este tipo de flujo se
denomina flujo laminar o de corriente continua y se opone al flujo turbulento,
que es la sangre que fluye en todas las direcciones mezclandose

continuamente dentro del vaso.
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El control del flujo sanguineo puede dividirse en dos fases: 1) control
agudo, y 2) control a largo plazo. El control agudo se logra mediante
variaciones rapidas del grado de constriccion de las arteriolas, metarteriolas y
esfinteres precapilares que se producen en segundos 0 minutos, como método
rapido de control de un flujo sanguineo local adecuado. Por otra parte, el
control a largo plazo brinda un control mucho mejor del flujo en proporcioén a las
necesidades de los tejidos. Estas alteraciones se producen como resultado de
un aumento o disminucion del tamafio fisico y del nimero de vasos sanguineos

que irrigan los tejidos.*

C. 4. PRESION ARTERIAL Y FRECUENCIA CARDIACA.

La presion arterial (PA) o tension arterial, se define como la fuerza que
ejerce la sangre contra de cualquier unidad de area de la pared del vaso. *’
Esta presion es imprescindible para que circule la sangre por los vasos
sanguineos y aporte el oxigeno y los nutrientes a todos los 6rganos del cuerpo
para que puedan funcionar. En adultos jovenes y sanos es de
aproximadamente de 120 mmHg durante la sistole (contraccion del corazdén)
mientras que desciende aproximadamente a 80 mmHg con la diastole
(relajacion del corazon). La presion arterial media (PAM), esta determinada por
el gasto cardiaco (GC), las resistencias vasculares periféricas (RVP), y

responde basicamente a la ecuacion:

PAM = GC X RVP

Ademas del GC y RVP, existen otros dos factores directos como son: la
independencia (resistencia vascular al flujo), y el volumen arterial diastélico. El
GC depende del volumen sistdlico y de frecuencia cardiaca (FC). A su vez, el
volumen sistdlico varia segun la contractilidad cardiaca y el retorno venoso. Por
su parte, el RVP estan reguladas por factores nerviosos, humorales y locales.*®

Dentro de los mecanismos que controlan la presion arterial se

encuentran: mecanismos centrales (reflejo barorreceptor 6 presorreceptores),
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mecanismos hormonales (sistema renina-angiotensina-aldosterona) vy
mecanismos locales (6xido nitrico, prostaciclinas, endotelina-1, factor

hiperpolarizante derivado del endotelio). *¢*’

La frecuencia cardiaca (FC) es el numero de veces que el corazén se
contrae en un minuto y se expresa como latidos por minuto (lat/min).*® La FC
es regulada por los nervios simpaticos y parasimpaticos para el corazén, por
los barorreceptores en cambios reflejos y por estimulos (ejemplo: coraje,
excitacion, temor, pena, etc.) que se acomparfian de alza y baja de la FC; es
digno de notarse que en general, los estimulos que incrementan la FC también
elevan la presion sanguinea, mientras que los que disminuyen la frecuencia,
abaten la presion. Asi también, cuando se eleva la temperatura corporal, la FC
crece, pero los vasos cutaneos se dilatan y la presién sanguinea no cambia o
baja. Las hormonas tiroideas elevan la presion del pulso y aceleran el corazén
potenciando la accién de las catecolaminas y posiblemente por una accion
directa sobre el corazén. La adrenalina actia directamente sobre el corazén
elevando su frecuencia, pero la noradrenalina por estimulacion de los

barorreceptores marca una respuesta presora. 8

C. 5. HISTOFISIOLOGIA DEL ENDOTELIO.

Dentro del sistema circulatorio existe una delgada capa celular de poco
menos de un micrémetro de grosor, llamado endotelio, 6rgano multifuncional
necesario para la fisiologia vascular normal. Las células endoteliales, de 0.2 a
0.5mm de diametro, son de tipo fusiforme, cuyo eje mayor tiene la misma
direccién que el eje longitudinal del vaso.* Esta firmemente adherida entre si
mediante firmes complejos de unién intracelular, los cuales regulan la
permeabilidad y la comunicacién de las células entre si y entre éstas y las
capas mas externas del vaso. La estructura y funcion de los complejos de
union es muy importante para entender algunos mecanismos basicos en
relacion con el transito de moléculas y de células sanguineas de la luz arterial

al espesor de la pared vascular.

33



La capa subendotelial esta formada por fibras elasticas y conectivas, en
particular proteoglucanos, pero también de colagena y elastina, que sirve como
cimiento a la capa endotelial, con la que se unen por medio de moléculas de
adhesién. La region subendotelial es mas evidente en los grandes vasos
elasticos (como la aorta) y puede no existir en arterias de mediano y pequefio
calibre. Esta capa delgada aumenta su grosor y su contenido de fibras

conectivas al avanzar la edad.>%>!

Maya Simionescu® establece que el endotelio es una monocapa celular
que media las interacciones dindmicas y complejas entre la circulacion y los
diversos tejidos y érganos del cuerpo, con lo que subraya la funcién principal
de éste tejido heterogéneo, cuyo peso total es de 3Kg y cuya estructura,
fisiologia y bioquimica son diferentes de un 6rgano a otro. De acuerdo con
Simionescu, las células endoteliales tienen un frente o cara luminal, bafiada
por la corriente sanguinea, y la capa abluminal, opuesta en relacion con la
lamina basal y el espacio subendotelial. Las células endoteliales estan
contenidas por la membrana plasmalémica o plasmalema que tiene diferentes
funciones y caracteristicas, segun los dominios del interior de la célula que
estan relacionados con el lumen o el espacio subendotelial. La funcion del
plasmalema luminar, en relacién con la corriente sanguinea, son regular el
funcionamiento y transmigracion de los leucocitos y el flujo bidireccional de
multiples sustancias que se establecen entre las células endoteliales y la
corriente sanguinea. El plasmalema est4 formadas por dos capas: dos partes
de glucocalix, la lamina externa y la cubierta de superficie, y la verdadera
membrana celular o plasmalema. Esta est4d compuesta por dos capas de
lipidos, principalmente de fosfolipidos, los cuales estan orientados de tal
manera que sus porciones compuestas de fosfatos, de naturaleza hidréfila,
estan dispuestas hacia el exterior o al interior de la célula, y las porciones
formadas por radicales de acidos grasos, de naturaleza hidréfoba, estan

orientados hacia el centro de la membrana.>°

Una de las caracteristicas del endotelio sano es su impermeabilidad
relativa tanto a las moléculas simples como complejas. Esta funcion se debe a

las firmes uniones entre células y células debido a los llamados complejos de
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unién, que sellan practicamente el espacio intercelular en ciertas areas del
plasmalema de union. En la unién intercelular hay tres zonas diferentes, cuya
naturaleza estructural depende de las proteinas que las forma. En la porcion
cercana al lumen vascular, se encuentra la unién estrecha; esta region es un
area en donde las membranas celulares de las dos células contiguas se

fusionan a tal punto que no permiten siquiera el paso de pequefias moléculas.

La segunda zona recibe el nombre de brecha de unién, y esta formada
por proteinas tubulares que permiten la comunicacion intercelular y el paso de
sefales eléctricas o0 sustancias quimicas muy pequefias, ya que los claros que
forman tienen diametro de alrededor de 20 A. Finalmente, la unién adherente, a
pesar de que mantiene muy cercana las superficies laterales de las células
endoteliales, deja un espacio detectable de alrededor de 40 A (Figura 3-4). Las
uniones intercelulares del endotelio de las grandes arterias muestran los tres

tipos de éstas en forma intercalada.®

Lumen Plasmalema de unién

Figura 3-4. Plasmalema lateral o de unién (modificado de Meaney E, 1999). Las uniones
intercelulares del endotelio son estructuras complejas formadas por moléculas de adhesion
ligadas a una trama de proteinas endocelulares que son parte del citoesqueleto celular. Este
arreglo estructural permite la impermeabilidad relativa del endotelio, pero también transito
controlado de intercambio entre la pared vascular y la luz arterial.
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C.5.a. Papel del endotelio en funciones cardiovasculares. El
endotelio tiene una localizacién anatémica estratégica en la pared vascular que
le permite interaccionar con las diferentes células que componen el entorno
microvascular tanto fisicamente como mediante diferentes mediadores
hormonales y agentes vasoactivos.>® La monocapa de células endoteliales (CE)
gue tapiza las paredes vasculares controla la comunicacién entre la sangre y
los vasos, ejerciendo un papel dual como sensor y transmisor de sefiales. El
endotelio vascular no es simplemente una barrera que separa la sangre de la
pared vascular, sino también un importante 6érgano que esta implicado en
numerosas actividades por su capacidad de modificar su funcionalidad. Las CE
son capaces de detectar cambios tanto de tipo fisico, relacionados con el
estrés mecanico producido por el flujo sanguineo, la presion arterial o la
distension de la pared, como de tipo quimico, debidos a la liberacion de
sustancias por parte de las células sanguineas o de los tejidos. Su capacidad
de adaptarse funcionalmente a estos estimulos le confiere un papel clave en la
regulacion de la homeostasis vascular a la cual contribuye mediante la
liberacién de muiltiples sustancias activas.> Asi, participa en diversas funciones

para mantener la fisiologia cardiovascular, como las siguientes:

» La capacidad de expresar moléculas de adhesion que a su vez controlan el

reclutamiento de leucocitos al subendotelio, donde seran activados

participando en el proceso inflamatorio.>*>°

* El mantenimiento del tono vascular y, por tanto, de la presion arterial,

mediante la liberacién de sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras.’*®

» La creacién de una superficie no trombogénica por la presencia de cargas

eléctricas negativas y por la sintesis de inhibidores de la agregacion

plaguetaria.®®°2

* La sintesis y liberacion de sustancias reguladoras del crecimiento del fenotipo

de la migracion de las células musculares lisas.>*®?
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En estas funciones tienen un papel especialmente importante los factores
sintetizados por el endotelio vascular. Asi en el tono vascular participan
vasodilatadores como la PGl,, el NO o el factor hiperpolarizante derivado del
endotelio (FHDE) especialmente importante en vasos pequefos, y también
sustancias vasoconstrictoras como el tromboxano A, (TXA),*** la endotelina-1
(ET-1) o radicales libres de oxigeno (ROS).>® No hay que olvidar tampoco
gue una buena parte de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) y la produccion de angiotensina Il esta asociada a las membranas

plasmaticas de las células endoteliales.

En la actividad antiagregante y antitrombogénica participan el NO y la
PGl,, asi como moléculas como el heparan sulfato, la proteina C y el factor
activador del plasmindgeno (t-PA). Con actividad opuesta se pueden citar al
TXA,, factor Von Willebrand (FvW),*® factor tisular (FT) y el inhibidor del
activador de plasminégeno (PAIl). La proliferacién de las células de la pared,
especialmente las Células del Mdasculo Liso Vascular (CMLV), esta
especialmente regulada de manera inhibidora por el NO y la PGI, y activadora

por la endotelina 1y la angiotensina 11.°%>°

Por tanto, la fisiologia vascular es dependiente de la integridad del
endotelio porque mantiene un equilibrio entre la actividad biol6gica de sus
factores y la de aquellos otros del mismo o distinto origen que la alteran. Entre
las situaciones que mas afectan a la estructura y actividad del endotelio, la

aterosclerosis es, sin duda, la mas importante.

Desde un punto de vista clinico, existe una gran diversidad de alternativas
para determinar el diagnéstico de patologias relacionadas con enfermedades
cardiovasculares, en donde se puede plantear y desarrollar un historial clinico
gue comprende aspectos fisioldgicos, bioquimicos, ambientales, hereditarios,
entre otros, para comprender y poder realizar un diagnéstico diferencial que
pueda culminar en la mejor farmacoterapia del paciente para su pronta
rehabilitacion. Asi, por ejemplo, la aterosclerosis de las arterias coronarias y
cardiopatia isquémica que es la causa mas comun de muerte en Estados

Unidos, ya que provoca alrededor de 600 000 muertes anualmente;
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comprende, dentro de su perfil de historia clinica parametros antropomeétricos y
fisiologicos como: estatura, peso, indice de masa corporal, presion arterial,
frecuencia cardiaca, entre otros; y estudios de laboratorio como: triglicéridos,
colesterol total, HDLc, LDLc, Folato sérico y urinario, Homocisteina, Bi,, K,

Na*, Ca**, Mg"", glucosa, entre algunos mas adicionalmente.

Por otro lado, para pacientes hipertensos O sospechas de desarrollar
hipertension para su historia clinica se determina: estatura, peso, indice de
masa corporal, dolor de cabeza, patron de presion arterial; y de estudios de
laboratorio, se determinan: arteriograma renal, placa de térax, ultrasonido renal,
urografia intravenosa, electrocardiograma, albumina, prealbumina, colesterol
(proporcion HDL:LDL), nitrégeno ureico, creatinina, glucosa, deshidrogenasa

lactica, acido urico, K*, Na*, Ca™, Mg™™, CI', entro muchas otras.

Como podemos ver, es muy importante contemplar y relacionar la fisiologia
con las alternativas que existen para el analisis y diagndstico de patologias que
tienen una mayor incidencia en la actualidad; ya que esto dard pauta para
poder determinar la integridad del organismo, y asi mantener un equilibrio entre
la actividad biolégica de sus factores que la originan de los que la alteran, para
el bienestar del individuo; dando como resultado una farmacoterapia adecuada,
recomendaciones nutricionales y educacion del paciente, que influyen

directamente en la salud del paciente.

Por lo anterior, muchos de las investigaciones y diagnoésticos de
enfermedades se sustentan la gran mayoria en pruebas adicionales que
relacionan los cambios fisicos, quimicos, bioquimicos, estructurales,
moleculares vy fisioldgicos para poder asi, aparte de comprender a la misma
enfermedad o alteracion, proponer alternativas para mejorar la condiciéon de los

pacientes u objetos de estudio segun sea el caso.
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D. TECNICAS EMPLEADAS PARA EL ANALISIS DE PARAMETROS
BIOQUIMICOS.

D.1. DETERMINACION CUANTITATIVA, in vitro, DE: GLUCOSA.

El objetivo de esta prueba es descubrir cualquier alteracion en el
metabolismo de la glucosa, principalmente diabetes, y se usa como auxiliar en
el tratamiento de la diabetes. Esta molécula es el glicido de uso comun en el
organismo, el cual presenta concentraciones que como siempre, es el resultado
de un equilibrio entre la entrada y la salida, la sintesis y el catabolismo de ésta
molécula.®® La prueba para azlicar en la sangre se utiliza para identificar

alteraciones del metabolismo que resulta de alguna de diversas causas:

1. Incapacidad de las células B de los islotes pancreaticos para producir
insulina.

2. Numero reducido de receptores insulinicos e incapacidad de los intestinos
para absorber la glucosa.
Incapacidad del higado para acumular y romper la molécula de glucégeno.

4. Cantidades aumentadas de hormonas.

Esta determinacion es un método enzimatico donde se utiliza la glucosa
oxidasa para catalizar la oxidacion de glucosa (CsOgHi2) a perdxido de
hidrégeno (H,0-) y &cido glucénico.®* El peréxido de hidrégeno que se forma
es medido por la oxidacién del cromdgeno. ElI cromégeno formado no es
cancerigeno, toxico e inestable. Trinder y Emerson desarrollaron un sistema de
fenolaminofenazona peroxidasa para medir perdoxido de hidrogeno por
formulacibn de un colorante rojo quinoneimina. Este método es poco
influenciado por las interferencias de sustancias y el método que utilizamos se
basa en el principio anterior pero utiliza un sustituto de fenol no corrosivo para

afiadir seguridad y conveniencia.®®
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Glucosa oxidasa

1. Glucosa + Oz + H,0 > Acido glucénico + H,0,

Peroxidasa
2. H,O, + HBA + 4-AAP > Tinte de quinonimina + H,0

D. 2. COLESTEROL

El colesterol es un compuesto de estructura esferoidal, esencial para el
funcionamiento normal del organismo, con base a que realiza las siguientes
funciones: es un componente estructural esencial de las membranas de las
células animales y las particulas subcelulares, es precursor de los acidos
biliares, precursor de las hormonas esteroidales, como las hormonas sexuales
y adrenales. En el caso del ser humano el colesterol puede ser obtenido por via
endogena (lg/dia) y exdégena (0.3g/dia). La sintesis del colesterol ocurre
principalmente a nivel hepatico pero también se realiza en otros tejidos como la

corteza suprarrenal, aorta, piel, intestino y testiculos.

Los jugos biliares y pancreaticos son necesarios para la digestion y
absorcién del colesterol en el intestino. Los quilomicrones y las lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL), representan el colesterol obtenido en la dieta.
Cerca de las ¥ partes del colesterol sérico total es esterificado por el higado y
transportado en la sangre con las lipoproteinas de baja densidad (LDL), para su
distribucién mistica. La determinacion del colesterol es una de las herramientas
mas importante para el diagnéstico y clasificacion de las lipemias. Estudios
epidemioldgicos demuestran que el aumento del nivel de colesterol es uno de

los principales factores de riesgo cardiovascular.®®®’

El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado segun

la siguiente reaccion:

. CHE o
Esteres de colesterol+H,O ____ |  Colesterol + Acidos grasos
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Glicerol quinasa
Colesterol + O, » 4-Colestenona + H,0,

POD
2H,0, + 4-AF + fenol » Quinonimina + 4H,0

D.3. TRIGLICERIDOS.

Los triglicéridos representan las principales grasas presentes en la
naturaleza y su funcién primaria consiste en proporcionar energia a las células.
Las células consumen acidos grasos para transformarlos por combustién en
CO; y HO, un gramo de &cidos grasos libera aproximadamente 9 Kcal. El
organismo humano almacena una gran cantidad de &cidos grasos en uniones
ésteres con el glicerol en el tejido adiposo. Esta forma de almacenamiento de
energia, es altamente eficaz debido a la magnitud del intercambio de energia

que se produce cuando los &cidos grasos son catabolizados.?*

Debido a su insolubilidad en agua, los triglicéridos son transportados en
el plasma combinados con otros lipidos mas polares (fosfolipidos) y proteinas,
asi como también con colesterol y en las macromoléculas lipoprotéicas
complejas. La concentracion de triglicéridos en el plasma en un momento dado
representa un equilibrio entre la velocidad de ingreso al plasma y su velocidad
de remocion. Durante el proceso de digestion que se lleva acabo en el lumen
intestinal, se hidrolizan los triglicéridos dando &cidos grasos libres y
monoglicéridos; estos son absorbidos por las células intestinales vy
resintetizados en triglicéridos, los cuales son liberados en los linfaticos como

lipoproteinas denominados quilomicrones.*?

El higado es el segundo sitio de liberacion de triglicéridos hacia el
plasma y ésta fuente depende del estado nutricional. Asi, en el ayuno los
acidos grasos son movilizados desde los depdsitos del tejido adiposo y
transportados en el plasma en forma no esterificada, fijados a la albumina
plasmatica. En su mayoria son trasportados directamente a los tejidos como los

muasculo y utilizados como fuente primaria de energia. Otra cantidad de
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triglicéridos ingresa al higado donde una parte es oxidada, a CO, y H,O, o0 a
cuerpos cetdnicos, mientras que otra parte es reesterificada en el higado y
liberada nuevamente en el plasma como triglicéridos. Si el individuo ingiere una
dieta pobre en grasas y rica en carbohidratos, parte de éstos ultimos se

convierte en acidos grasos por el proceso de lipogénesis.*

En la determinacion de triglicéridos, estos son incubados con
lipoproteinas (LPL) liberando glicerol y acidos grasos libres. El glicerol es
fosforilado por glicerolfosfato deshidrogenado (GPO) y ATP en presencia de
glicerol quinasa (GK) para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-
difosfato (ADP). El G3P es entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato
(DAP) y peroxido de hidrégeno (H.O,) por GPO. Al final el peréxido de
hidrogeno reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-clorofenol, reaccién

catalizada por la peroxidasa (POD) dando una coloracion roja.®°

Triglicéridos + H,O__LPL | Glicerol + Acidos grasos libres

Glicerol quinasa

Glicerol + ATP » G3P + ADP
GPO
G3P + O » DAP + H,0,
H,O, + 4-AF + p-Clorofenol POD » Quinona + H)0
D. 4. UREA

Los aminoéacidos y los nucleétidos de purina y de pirimidina son los
compuestos de nitrégeno que constituyen los “ladrillos de construccion” de las
grandes moléculas informativas: las proteinas y los acidos nucleicos. La
principal fuente de nitrogeno de los animales corresponde a las proteinas que
consume en su dieta, aun cuando también pueda utilizar el amoniaco en la
sintesis de sus compuestos que contienen nitrégeno. Las proteinas se

hidrolizan enzimaticamente a aminoacidos en el tracto gastrointestinal; éstos se
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absorben y pasan al torrente sanguineo y llegan al higado. Dicho érgano
selecciona algunos aminoacidos para tareas biosintéticas especificas y permite
que pase el resto a los tejidos extra hepéticos en donde pueden utilizarse en la
sintesis de las proteinas. El higado es, entonces, el sitio en que se efectia la
sintesis de varias proteinas sanguineas (la alboumina del plasma, las globulinas,

el fibrinégeno y la protrombina).”

Cuando estan satisfechas las necesidades hepéticas de sintesis
proteica, el higado metaboliza cualquier aminoacido en exceso convirtiendo a
los atomos de nitrégeno en urea y el esqueleto de carbono en los
intermediarios del metabolismo de los carbohidratos y de los lipidos. Asi, la
urea se forma en el higado y constituye el principal producto final nitrogenado
no proteico del catabolismo de las proteinas. La urea llega a los rifiones a

través del torrente sanguineo para excretarla en la orina.

La prueba para determinar nitrégeno de urea sanguinea (BUN por sus
siglas en ingles), se utiliza como un indice macroscépico de la funcién
glomerular y de la produccion y excrecion de urea. El catabolismo rapido de las
proteinas y un impedimento de la funcién renal provocaran una elevacioén de
BUN. El grado al cual aumenta el BUN depende del grado de necrosis tisular,
catabolismo proteinico y velocidad a la cual los riflones excretan el nitrégeno
ureico. EI BUN es menos sensible que las pruebas de eliminacién de creatinina
y puede ser anormal hasta que la eliminacion de creatinina sea
moderadamente anormal. Las cifras aumentadas de BUN estan relacionadas
con: funcion renal menoscabada, choque, deshidratacion, hemorragia GI,
infeccion, diabetes, infarto agudo de miocardio, gota crénica e ingestion

excesiva de proteinas.’®

El ensayo de urea estd basado en la reaccion de la urea presente en la
muestra con el o-ftalaldehido en medio acido originando un complejo coloreado
que puede cuantificarse espectrofotométricamente. La intensidad del color
formado es proporcional a la concentracién de urea en la muestra analizada.”*

+
Urea + o-ftalaldehido L, isoindolina
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D.5. COLESTEROL DE LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD
(LDLc)

Las particulas de LDLc son lipoproteinas que transportan el colesterol a
las células. Niveles elevados de colesterol LDL es un factor de riesgo de
desarrollo en enfermedades cardiovasculares. Como el LDLc cumple la funcién
de distribuir el colesterol, con la particularidad de que su baja densidad hace
que se deposite con mucha facilidad en las capas medias e intimas de las
arterias, formando capas ateromatosas que estrechan la luz de las arterias.
Niveles altos de colesterol LDL estan relacionados con obesidad, diabetes y
nefrosis.’” "2 La determinacién de LDLc se puede realizar sin necesidad de pre-

tratamiento o centrifugado de la muestra, y se realiza en dos pasos:

1. Eliminacion de lipoproteinas no-LDL

Esteres de colesterol —CSHE . colesterol + 4cidos grasos

Colesterol + O, CHOD | 4-Colestenona + H,0,
Catalasa
2H,0,———3» 2 H,0 + O,

2. Medicion de LDLc

. CHE }
Esteres de colesterol —— > Colesterol + Acidos grasos

CHOD
—_—

Colesterol + O, 4-Colestenona + H,O»

2H,0, + TODS + 4-AA POD Quinonimina + 4H,0
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los cambios de la situacion demogréfica y epidemiologica observados
en nuestro pais durante los dltimos 20 afios muestran una prevalencia
creciente de enfermedades cronicas no transmisibles en el adulto, donde los
estilos de vida relacionados con la forma de comer y la nutricion constituyen
uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de estas patologias.
El sedentarismo y el estrés son cada vez mas frecuentes en la poblacion actual
tanto para adultos como para nifios, en donde los habitos alimenticios no son
balanceados y saludables como se recomiendan. En la eleccion de los
alimentos se prefieren aquellos més ricos en calorias y grasas, especialmente
grasas saturadas, azucares refinados, aquellos con altos contenidos en sal y
en menor grado aquellos ricos en fibra e hidratos de carbono complejos, por
ejemplo, el almidén que se encuentra en el arroz, la avena, harinas integrales
de centeno y trigo, entre otras. Todo esto, se ha traducido en un nuevo perfil
epidemioldgico, es decir, nos enfermamos y nos morimos por causas distintas

gue la generacion de nuestros padres.

Hoy en dia una ingesta alta en carbohidratos presenta, en diferentes
estadios, alteraciones hemodinamicas en humanos, que se asocia con el
desarrollo de la obesidad y ésta con un alto riesgo de complicaciones como
diabetes, enfermedades cardiovasculares, enfermedades metabdlicas,
arterosclerosis, cancer, etc. Esto ha despertado el interés de diversos grupos
de investigacion, pero los reportes son poco constantes y en algunos casos
contradictorios. Por lo anterior expuesto, nuestro interés a nivel experimental,
es el estudio comparativo de una ingesta alta de dos carbohidratos, azucar y
fructosa, para determinar la participacion del tejido adiposo en las alteraciones
del tono vascular de vasos de conductancia (aorta), diametro de los adipocitos,
microarquitectura vascular y ademas, evaluar los factores bioquimicos que
participan en dichos cambios que se asocian con enfermedades cronico

degenerativas.
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. HIPOTESIS.

De los carbohidratos con una alta ingesta en nuestra poblacion esta la
Sacarosa Yy la fructosa que se encuentran en una gran variedad de alimentos
(refrescos, pastelillos, caramelos, jugos con néctar de frutas, entre muchos
otros). Dada la importancia de esta situacion alimenticia que forma parte de
factores de riesgo para muchas patologias como consecuencia de ingesta alta
de dos carbohidratos: azlcar y fructosa; proponemos que el exceso de grasa
subcutanea abdominal y perivascular modificara la reactividad vascular, la
PAM, FC, la microarquitectura de corazon y/o vasos de conductancia, didmetro
de los adipocitos y el perfil bioquimico de ratas hembra de la cepa Wistar, como
resultado de las alteraciones ocasionadas en la estructura y en la funcién de

los vasos sanguineos.
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IV. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la participacion de la grasa perivascular y subcutanea
abdominal en la alteracion de la reactividad vascular, y de factores que
contribuyen a dichos cambios en ratas hembra de la cepa Wistar con

una ingesta al 30% P/, de fructosa, 30% P/, de azlcar refinada y controles.

V. OBJETIVOS PARTICULARES.

Evaluar las variaciones del perfil bioquimico (glucosa, colesterol,
triglicéridos, urea, colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDLc))
después de una ingesta rica en fructosa 6 azucar refinado durante 10
semanas mediante la técnica de diagndéstico clinico in vitro comparados

con sus controles.

Evaluar la presion arterial media (PAM) y la frecuencia cardiaca (FC)
de los grupos tratados y control mediante canulaciébn de la arteria

femoral.

Evaluar la contraccidon con noradrenalina en una curva dosis-efecto,
seguida de la relajacion a la acetilcolina en anillos de aorta de las ratas

tratadas y control, cony sin tejido adiposo perivascular.

Estimar la modificacion en el didmetro de los adipocitos de las ratas
control, fructosa al 30% y Sacarosa al 30%, por medio de cortes

histopatoldgicos.
Determinar el deterioro de la microarquitectura vascular en aortas y/o

corazones de ratas tratadas contar el control por medio de cortes

histopatolégicos
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VI. MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPOS.

A. Farmacos y reactivos.

Azucar refinada comercial
Fructosa refinada comercial
Agua desionizada.

Anhidrido carbonico

Alcohol al 100, 96, 80,70 y 60%

Baytril® (enrofloxacina), solucién inyectable al 10%

Bicarbonato de Sodio

Carbdégeno (95 % O,y 5 % COy)
Cloruro de Acetilcolina

Cloruro de calcio dihidratado

Cloruro de potasio

Cloruro de sodio

Cloruro de Magnesio heptahidratado
Eosina alcohdlica

Formol al 10%

Gelatina bacterioldgica

Gelatina glicerinada

Glucosa

Hematoxilina de Harris

Heparina

Ketamina (Ketalin), solucion inyectable al
Mezcla Alcohol-Xilol 1:1

Mezcla Alcohol-acido 9:1

Matacresa en aerosol

Noradrenalina

Parafina refinada especial para histologia.

Resina sintética

SIGMA-ALDRICH
BAYER

J.T. Baker
PRAXAIR
SIGMA

J.T. Baker

Merck

Merck

J.T.Baker
SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH
Bioxon de México
Bioxon de México
J.T.Baker
SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH
Probiomed

PFIZER
SIGMA

PISA

Reactivo para determinacion cuantitativa “n Vitro” de:

a) Glucosa

b) Colesterol

AccuLine plus®
SPINREACT®
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c) Urea SPINREACT®

d) Triglicéridos SPINREACT®
e) LDLc SPINREACT®
Rojo Sudan SIGMA-ALDRICH
Xilacina (Procin Equus), solucién inyectable al 10% PISA
Xilol grado reactivo. SIGMA-ALDRICH
B. Equipo.

Analizador automatizado de pruebas de laboratorio MERCK MICROLAB-100.

Balanza Analitica SARTORIUS® TE2101.

Bafio maria POLYSTAT®.

Deshidratador automético HISTOKINETTE WAS BATH® Mod. E7606.
Equipo para 6rgano aislado Poligrafo GRASS® Mod. 7D.

Estufa MAPSA ® Mod. HDP 334.

Micropipetas GILSON® capacidades de 2-20 uL , 50-200 pL y 200-1000 uL.
Microcentrifuga SPROUT®.

Microscopio éptico.

Microtomo para cortes por congelacion LEICZ®.
Microtomo de cortes por parafina LEICZ®.

Tacografo GRASS® Mod.794

C. Material.

Cénula modelo PE-50

Eppendorf de 1.5mL.

Estuche de diseccion.

Equipamiento habitual de laboratorio (guantes, puntas de pipetas, gasas).
Matraz aforado de 1000 y 2000mL

Frascos ambar de 25mL.
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Porta y cubre objetos.

Probetas graduadas de 200, 500 y 1000mL.

Vasos de precipitados de 25, 50, 100 y 500mL.
Jeringas desechables de plastico de 1, 3,5y 10mL.
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VIl. METODOLOGIA.

A. Poblacién.

Ratas de la cepa Wistar hembras de 12 a 14 semanas de edad, de entre
200 a 250g de peso, las cuales se mantienen en un bioterio con jaulas
especiales, bajo condiciones de temperatura y humedad controladas, bajo
ciclos de luz-oscuridad (12/12 hrs.), recibiendo alimento estandar LabDiet®
5008 y de beber, agua comun, disoluciones de agua-fructosa 6 azucar refinado
al 30% P/, ad limitum correspondiente a cada grupo (control y tratados

respectivamente).

B. Alimento estdndar LabDiet ® 5008.

Los animales contaron con alimento estandar en todo momento con un

suministro abundante de agua 6 tratamiento.

Tabla nutricional

Proteina cruda, minimo 23.0%
Grasa cruda, minimo 6.5%
Fibra cruda, maximo 4.0%
Cenizas, maximo 8.0%
Minerales agregados, maximo 2.5%

C. Anestesia.

Los animales fueron anestesiados con una combinacion de Ketamina
(50mg/kg) y Xilazina (10 mg/kg) por via i.m. La mezcla de estos dos agentes
inductores de anestesia deberan ser utilizados maximo 2 dias después de su

preparacion, mas de este tiempo se presenta oxidaciéon de los compuestos.
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D. Método general de coleccién y conservacion de la muestra.

La muestra de sangre para la determinacion de glucosa se extrajo por
decapitacion en tubos eppendorf de ratas de la cepa Wistar, adultas, hembra,
de diez a doce semanas de tratamientos correspondientes a cada grupo (A:
control, B: azucar comercial al 30% y C: fructosa al 30%); se separo el suero
por centrifugacion durante 5 minutos a 3000rpm, en una centrifuga para
eppendorf marca SPROUT®; posteriormente se almacend a una temperatura
de 2-8 °C para su posterior analisis (se realiz6 antes de un tiempo limite de 24
horas debido a la degradacion de los parametro bioquimicos a este maximo de
tiempo). Para todas las determinaciones se rotularon perfectamente con un
plumon indeleble los tubos de prueba, tanto para controles, estandar y muestra
desconocida.

E. Determinacién cuantitativa de parametros bioquimicos in vitro.

E.1. GLUCOSA.

Después de haber obtenido la muestra para realizar el andlisis de
glucosa (ver método general de coleccion y almacenamiento de la muestra), se
adicioné por medio de una micropipeta P-1000, 1000 pL de reactivo Glucosa
oxidasa/Trinder (liquido) marca AccuLine plus® (compuesto de: Glucosa
Oxidasa >15u/mL, Peroxidasa de rdbano >1.0u/mL, 4-Aminoantipirina 0.38mM,
Buffer de fosfatos p-Hidroxibenzoato de sodio 5mM, estabilizadores y otros
compuestos no reactivos pH 7.4+0.2 a 25 °C) en cada tubo de prueba, se

encuba a 37° C durante 10 minutos en una bafo maria.

Posteriormente se agrega 10 pL con una pipeta P-20, de estandar
(100mg/dL), muestra y/o suero control a su correspondiente tubo de prueba.
Mezclar mientras se mantiene constante la temperatura e incubar todos los
tubos a 37°C durante 10 minutos. Después se determinan los parametros del

analizador de quimica clinica automatizado, a una temperatura de 37°C, con
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longitud de onda (A) cercana a 500nm y tipo de ensayo de punto final, con un

volumen de aspirado de 500 pL, las unidades en mg/dL, estandar de 100

mg/dL y finalmente el intervalo de concentracion estimados como normales

para la prueba. Finalmente se precede a leer y registrar lasa concentraciones

de los tubos de prueba conforme lo marca el aparato (muestra de agua, blanco

de reactivos, estandar y muestra a determinar).

Observaciones generales de uso:

a)

b)

f)

9)

h)

Después de calibrar el aparato con el estandar se puede determinar “n
cantidades de muestras hasta que el equipo lo vuelva a requerir.

La integridad de la reaccion debe ser valorada con el uso de dos niveles
de control con valores conocidos de la prueba a realizar.

Este ensayo requiere el uso de un suero calibrador o estandar
apropiado.

Este reactivo es sélo para uso de diagndstico “in vitro”.

Para el reactivo de glucosa evite verter a la tarja, ya que contiene azida
de sodio en 0.02% lo cual puede reaccionar con cobre o tuberias de
plomo.

No utilice el reactivo si desarrolla turbidez, crecimiento microbiano o falla
en recuperar los valores de control conocido.

La glucosa se oxida aproximadamente 7% por hora en sangre completa,
por eso es recomendable analizarla antes de las 24hrs después de su
obtencion.

Evite ingerir el reactivo. Irrita la piel. En caso de contacto, lave

abundantemente las areas afectadas con abundante agua.
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E.2. COLESTEROL.

DETERMINACION DE
COLESTEROL POR PUNTO FINAL

Parametros del equipo:

A= 500nm, T= 37° C, unidades= mg/dL

Introducir muestra de agua
para ajustar a cero

CATIBRRACTION

Introducir blanco de reactivo

10uL de muestra, estandar y/o suero calibrador
+

1000pL de reactivo RT*

Mezclar

Incubar 5 minutos a 37°C

Leer

Tratamiento de la muestra

Registrar las concentraciones de
las muestras

* Reactivo RT: Disolver reactivo R; (compuesto de PIPES pH 6.9, 90mmol/L y Fenol 26mmol/L) y
reactivo R, (compuesto de Colesterol esterasa 300U/L, Colesterol oxidasa 300U/L, Peroxidasa 1500U/L,

4- Aminofenazona 0.4 mmol/L).
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E.3. TRIGLICERIDOS.

( DETERMINACION DE )
:r"_ TRIGLICERIDOS POR PUNTO FINAL
| & J
|
|
% | ( Parametros del equipo: )
= A= 505nm, T= 37° C, unidades= mg/dL
3 | N y
|
|
= Introducir muestra de agua
d : para ajustar a cero
5 |
: s B
o Introducir blanco de reactivo
& J
( 10uL de muestra, estandar y/o suero calibrador
- +
: L 1000pL de reactivo R* .
|
: ™
© | Mezclar
& J
= |
S w
e Incubar 5 minutos a 37°C
o S Y,
o |
|
@ e N
% i Leer
® | N ~
=
! 4 . . N
l Registrar las concentraciones de
L las muestras
& J

* Reactivo R: Compuesto de GOOD pH 7.5 50mM/L, p-Clorofenol 2 mM/L, LPL 150000U/L, GK
500U/L, GPO 3500U/L, 4-AF 0.1 mM/L y ATP 0.1 mM/L.
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DETERMINACION DE
T UREA POR CINETICA
!
|
% : ( Parametros del equipo:
3 | A=510nm, T= 37° C, unidades= mg/dL
!
R
ol : ( Introducir muestra de agua
5 I para ajustar a cero
! N
U
| s
L Introducir blanco de reactivo
-
( 50uL de muestra, estandar y/o suero calibrador
——— +
: L 1000uL de reactivo R.*
|
| .
: Mezclar e incubar 1 minutos a 37°C
o | -
P
5 ¢
E : Adicionar 1000puL de reactivo Ry**
|
© | h
S | g
o | Mezclar e incubar 1 minutos mas a 37°C
C
8 | S
£
i g
< | Leer a 1 minuto y a los 2 minutos
|_
: N
|
: ( Registrar las concentraciones de
L——— las muestras
-

* Reactivo R;: Compuesto de o-ftalaldehido 4,8mmol/L.

** Reactivo R,: Compuesto de solucion de boratos 87mmol/L.



E.S. LDLc.

DETERMINACION DE
LDLc POR PUNTO FINAL

Parametros del equipo:
A= 600nm, T= 37° C, unidades= mg/dL

Introducir muestra de agua
para ajustar a cero

AT IR R ACTON

Introducir blanco de reactivo

4uL de muestra, estandar y/o suero calibrador
+

300uL de reactivo R+*

Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C

Adicionar 100puL de reactivo Ry**

Mezclar e incubar 5 minutos mas a 37°C

Tratamiento de la muestra

Leer

Registrar las concentraciones de
las muestras

* Reactivo R;: Compuesto de GOOD pH 7.0 50mmol/L, colesterol esterasa 380U/L, Colesterol oxidasa

380U/L, Catalasa 400U/mL, N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina 0.45 mmol/L.

** Reactivo R,: Compuesto de GOOD pH 7.0 50mmol/L, 4-Aminoantipirina (4-AA) 1.00mmol/L,

Peroxidasa (POD) 1000U/L.
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F. Registro de la presion arterial media y la frecuencia cardiaca en ratas
anestesiadas.

Después de haber cumplido con el tiempo estimado del tratamiento de
cada grupo de ratas, se anestesiaron con una mezcla de farmacos de
Ketamina (50mg/kg) y Xilazina (10 mg/kg) por via i.m; posteriormente se realizé
una cirugia en la zona interior de la pierna de la rata, para poder aislar a la
arteria femoral; después, se realizé una incision para canular a la altura de la
ramificacion arterial femoral (arteria femoral profunda y arteria femoral externa).
Se introdujo una canula PE-50 con solucion salina isotonica heparinizada
(0.5UI/mL). La canula fue conectada a un transductor de presién P23 acoplado
a un poligrafo Grass, modelo 7D (Grass Instrument Co. Quince, Mass, USA)
para obtener un registro de la PAM; el cual permiti6 a su vez la captura y
registro de la FC pero con un cardiotacografo activado por onda de presién
(modelo 7P4F, Grass instrument Co. Quince, Mass, USA). Los resultados

fueron expresados en mmHg.

G. Preparaciones in vitro de 6érgano aislado de anillos aérticos.

Los estudios de reactividad vascular se realizaron en anillos de aorta de
ratas de los diferentes grupos experimentales. Los animales fueron sacrificados
por decapitacion. A continuacion se extrajo la aorta desde la parte toracica
hasta la lumbar y colocada en solucion de Krebs compuesta de: (en mM) NaCl
122, Glucosa 11, NaHCOj3; 15, KCI 5.9, CaCl,.2H,0 1.25, MgCl, 1.25, a 37°C y
oxigenada por un flujo continuo de carbdgeno (mezcla de 95% de 0, y 5% de
CO,). Con la finalidad de evaluar la participacion del tejido adiposo perivascular
en la respuesta vascular losa anillos se dividieron en dos secciones: la primera
se le limpié de tejido perivascular (tejido adiposo y tejido conectivo) y la
segunda seccion conservo éste tejido. La aorta fue cortada aproximadamente

en anillos de 2 a 3mm de longitud.

Cada anillo se suspendid entre dos ganchos de nicrom y se coloco

dentro de una camara para 6rgano aislado que contenian 10 ml de disolucién
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de Krebs a 37°C, pH 7.4 y con un burbujeo constante de carbogeno. Los anillos
con y sin tejido adiposo perivascular se fijaron por un extremo al fondo de la
camara y por el otro a un transductor de tensién Grass FT03C, que se acopl6 a
un poligrafo de la misma marca, permitiendo el registro isométrico de la fuerza

de contraccion.

Posteriormente bajo una tension inicial de 2g y previo periodo de
estabilizacién, se indujo una pre-estimulo con Noradrenalina (10° M), una vez
alcanzada la fase de meseta se administrara acetilcolina (10° M) para relajar
hasta que alcance su relajacion maxima, después se procedio al lavado (hasta
estabilizar la linea basal) y finalmente la preparacion se sometié a una curva de
contraccion dosis-respuesta de noradrenalina con concentraciones crecientes
de 10° a 10° M con % l4g., seguidas de una curva de relajacién a la

acetilcolina de 10 a 10° M con ¥ l6g.

H. Técnicas histoldgicas.

H.1. AORTAS Y CORAZONES.

Esta técnica se desarrollé en el laboratorio de histologia de la Facultad
de Estudios Superiores Zaragoza, Campo | (L-211), bajo la tutoria del TH.
Angel Tovar Luna. En donde las muestras extraidas de los distintos grupos
experimentales se sometieron a un conjunto de operaciones destinadas para

demostrar la disposicién estructural de los tejidos involucrados.

Para poder procesar las muestras de aortas y corazones extraidas de
los animales de experimentacion, se seleccioné de manera aleatoria para
obtener muestras representativas de cada uno de los grupos. La técnica
realizada fue Hematoxilina-Eosina (H-E), para la cual, las muestras se tuvieron
que fijar en formol al 10% para ser sometieron posteriormente a una

deshidratacion automatica por medio de un aparato llamado HISTOKINETTE
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(WAS BATH® Mod. E7606), el cual consta de 12 pasos de una hora cada uno

y son:

Alcohol al 60%.
Alcohol al 70%.
Alcohol al 80%.
Alcohol al 96%.
Alcohol al 96%
Alcohol al 100%.
Alcohol al 100%.
Alcohol al 100%.

. Alcohol-Xilol 1:1 al 100%.
10. Xilol al 100%.
11.Parafina a 56-58°C.
12.Parafina a 56-58°C.

CoNooG~WNE

Posteriormente se realizé la inclusion en parafina, que consiste en hacer
penetrar un liquido solidificable que tenga la consistencia del tejido; en este
caso seria la parafina refinada especial para histologia a un punto de fusion de
56-58°C, en donde se colocé la muestra de tal forma que los cortes salieran
transversalmente en un contenedor, donde posteriormente se llend con
parafina liquida y poder asi sacar blogues que se colocarian en el microtomo.
La técnica empleada para obtener el tejido que se montard y fijara mas
adelante fue la de cortes por parafina en un microtomo (LEICZ®), que
consistié en hacer rebanadas en serie de un grosor de 5-6 micras, las cuales
se recogieron en portaobjetos de un bafio a una temperatura de 56°C con
gelatina bacteriolégica marca Bioxon® previamente disuelta en el agua (1g/L).
Las laminillas se colocaron en canastillas metalicas y se colocaron en una
estufa (MAPSA ® Mod. HDP 334) previamente calentada a una temperatura de
56-58°C para desparafinar. Posteriormente, las preparaciones se sometieron al

desparafinado que es como sigue:

2 Xiloles 5min /.
Alcohol al 100%.
Alcohol al 100%.
Alcohol al 96%.
Alcohol al 96%.
Alcohol al 80%.
Alcohol al 60%.
Agua comun.

ONoOhWNE
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Los cortes se pasaron a tefiir después de estos pasos a tefiir en un tren
de tinciones con la técnica H-E (Hematoxilina de Harris y Eosina alcohdlica) de

la siguiente manera:

1. Hematoxilina de Harris de 6-10 minutos (tifie nucleos).

2. Lavar con agua comun durante 3 minutos, cambiando el agua.

3. Decolorar con alcohol-4cido de manera rapida (quita exceso de
colorante)

4. Lavar con agua comun hasta que los cortes viren a azul.

5. Eosina alcohdlica durante 3 minutos (tifie el resto del tejido).

6. Alcohol al 80%.

7. Alcohol al 96%.

8. Alcohol al 100%.

9. Alcohol al 100%.

10. Alcohol-Xilol 1:1 al 100%.
11. Xilol al 100% (aclarante).

Finalmente las preparaciones se montar en resina sintética para observar al

microscopio.

H.2. GRASA (ADIPOCITOS).

Esta técnica se desarrolld en el departamento de patologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, en la Universidad Nacional
Autonoma de México, bajo la tutoria del PhD. MC. MVZ. Laura P. Romero
Romero, MC. MVZ. Gerardo Salas Garrido y PMVZ. Oralia Medina
Rodriguez, jefe del departamento, profesor asociado y ayudante de profesor
del departamento de patologia respectivamente. En donde las muestras
extraidas de los distintos grupos experimentales se sometieron a un conjunto
de operaciones destinadas para demostrar la disposicion estructural de los

adipocitos.

Para poder procesar las muestras de grasa perivascular y subcutanea
abdominal se tuvieron que fijar en formol al 10% y hacer una seleccion de
manera aleatoria de cada grupo. Posteriormente para poderlas cortar, se lavod
con abundante agua para quitar el exceso de fijador. Luego se colocé una
pequefia porcion de tejido graso de 0.5-1cm, en la platina del microtomo de
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congelacion, sobre un trozo de papel filtro humedecido. Se enfrid
suficientemente con anhidrido carbonico, de manera que le tejido quedd
congelado hasta la parte superior (esto se hace abriendo a intervalos breves la

llave de salida del gas).

Con éste paso, la muestra adquiere suficiente dureza para poder ser
cortada; Los cortes se realizaron por la técnica de cortes por congelacion en un
microtomo (LEICZ®), el grosor de los cortes fueron de 9-10 micras, las cuales
se recogieron con un pincel y se colocan en un bafio con agua destilada y
gelatina bacteriolégica marca Bioxon® previamente disuelta (1g/L), donde se
extienden y se colectan en portaobjetos para ser tefiidas.

Después de que las colectamos en los portaobjetos, se paso por un tren

de tinciones que es como sigue:

Tefir con hematoxilina de Harris, durante 15 minutos.
Lavar con abundante agua destilada.

Lavar con agua comun hasta que los cortes viren a azul.
Lavar con agua destilada, por 5 minutos.

Sumergir los cortes en Sudan IV durante 5 minutos.

Lavar con agua destilada.

N o gk wDbdE

Cubrir con gelatina glicerinada

Finalmente las preparaciones se montaron en fijaciones

semipermanentes para observarse al microscopio.

Andlisis estadistico de los datos.

El andlisis estadistico de los datos se realizd6 con una ANOVA de 1 via
seguida de una prueba de Tukey (cuando se compararon todos contra todos).
Las diferencias entre las medias fueron consideradas estadisticamente

significativas con un valor de p<0.05.
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VIIl. RESULTADOS.

A. Andlisis del efecto producido en parametros bioquimicos por una

ingesta alta en carbohidratos.

Después de diez a doce semanas de tratamiento a los diferentes grupos
experimentales (Control (C), Azucar comercial al 30% (se utiliza la palabra
Sacarosa (Sa.) como sinénimo de azucar comercial) y fructosa al 30% (Fr), se
valoraron cinco parametros bioquimicos (glucosa, colesterol, triglicéridos, urea,
LDLc); en donde la glucosa presentd diferencia significativa mayor (p<0.05)
para los grupos Sa y Fr con relacion a el grupo C, pero no asi entre los grupo
Sa. y Fr (Figura 7-1). Para la determinacion de colesterol el analisis estadistico
mostré una diferencia significativa mayor (p<0.05) para el grupo Sa con
respecto al grupo C, pero no entre C vs. Fr y Sa vs. Fr (Figura 7-2). En la
determinacion de triglicéridos presentaron diferencias significativas (p<0.05) los
tres grupos experimentales, mayor para Sa con relacion a C y menor para Fr
con respecto a éste (Figura 7-3). Para la determinacion de urea no existieron
diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes grupos experimentales
(Figura 7-4). Y finalmente para la determinacion de LDLc no se presentd
diferencias significativas (p<0.05) de los diferentes grupos experimentales
(Figura 7-5).
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CONCENTRACION (mg/dL)

CONTROL FRUCTOSA

Figura 7-1. Determinacion de la concentracién de glucosa plasméatica (mg/dL).

Animales con tratamiento experimental de 10 a 12 semanas: Control (m), Sacarosa al

30% (m), y fructosa al 30% (m). Las barras representan la media + error estandar. n=6

por tetraplicado; ANOVA 1 via, * p<0.05.

100 *
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60

40

CONCENTRACION (mg/dL)

20 4

CONTROL FRUCTOSA

Figura 7-2. Determinacion de la concentracion de colesterol plasmatico (mg/dL).

Animales con tratamiento experimental de 10 a 12 semanas: Control (®), Sacarosa al

30% (m), y fructosa al 30% (). Las barras representan la media + error estandar. n=6

por tetraplicado; ANOVA 1 via, * p<0.05.
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Figura 7-3. Determinacién de la concentracion de triglicéridos plasméaticos (mg/dL).

Animales con tratamiento experimental de 10 a 12 semanas: Control (®), Sacarosa al

30% (m), y fructosa al 30% (). Las barras representan la media + error estandar. n=6

por tetraplicado; ANOVA 1 via, * p<0.05.
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Figura 7-4. Determinacién de la concentracion de urea plasmética (mg/dL).

Animales con tratamiento experimental de 10 a 12 semanas: Control (®), Sacarosa al

30% (m), y fructosa al 30% (). Las barras representan la media + error estandar. n=6

por tetraplicado; ANOVA 1 via, * p<0.05.
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Figura 7-5. Determinacion de la concentracion de LDLc plasmética (mg/dL).

Animales con tratamiento experimental de 10 a 12 semanas: Control (m), Sacarosa al
30% (m), y fructosa al 30% (m). Las barras representan la media + error estandar. n=6

por tetraplicado; ANOVA 1 via, * p<0.05.
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B. Efecto del tratamiento alto en carbohidratos sobre lala FC y PAM en ratas

anestesiadas.

Los resultados obtenidos para la frecuencia cardiaca en los tres grupos
experimentales nos permiten observar que los grupos de Sa y Fr presentan
diferencias significativas (p<0.05) al compararse con el grupo C; por el
contrario, el grupo Sa vs. Fr no mostraron diferencias significativas (Figura 7-
6A). Para la presion arterial media (PAM) los grupos control, azicar comercial
al 30% (Sacarosa) y fructosa al 30% no presentan diferencias significativas
(p<0.05).

A) *

240 ~

220 4

200

= 180

160 -

140

FRECUENCIA CARDIACA
(Lat/min.)

120 1

100 -
CONTROL SACAROSA FRUCTOSA

B)

120 A

110 A

100 +

90 A

PRESION ARTERIAL MEDIA
(mmHg)

80

70

CONTROL SACAROSA FRUCTOSA

Figura 7-6. Efecto del consumo alto de carbohidratos sobre: A) frecuencia cardiaca
(Lat/min.) y B) Presion arterial media (mmHg). Control (W), Sacarosa al 30% (M), y fructosa
al 30% (m). Las barras representan la media + error estdndar; n=6. ANOVA 1 via, * p<0.05.

66



C. Reactividad vascular en anillos adrticos con y sin tejido adiposo
perivascular de ratas control, fructosa al 30% y Sacarosa al 30%.

El estudio de la respuesta contractil (curva concentracion-respuesta) en
anillos de aortas de los diferentes grupos experimentales (Control (C),
Sacarosa al 30% (Sa) y fructosa al 30% (Fr)) mostraron, que para anillos sin
tejido adiposo perivascular, la contraccion no presenté diferencias significativas
(p<0.05) entre los diferentes tratamientos (Figura 7-7); sin embargo, para
anillos con tejido adiposo perivascular sobre ésta respuesta, el efecto
producido por las Sacarosa fue significativamente (p<0.05) menor, con
respecto a el grupo C y de Fr (Figura 7-8) en las ultimas concentraciones de

administracion de noradrenalina; pero no asi entre el grupo Cy el grupo de Fr.

Rx VASCULAR (°/ TEJIDO ADIPOSO)

12

10 +

CONTRACCION (mN)
D

9 8 7 6
NORADRENALINA (-log M)

Figura 7-7. Curvas concentracién-respuesta a noradrenalina en anillos de aorta sin
tejido adiposo perivascular. Se observa el efecto de los diferentes tratamientos

experimentales (Control (O, C-SG), Sacarosa al 30% (m, Sa-SG), y fructosa al 30%

(®, Fr-SG)) sobre la respuesta contractil a 10 semanas de tratamiento. ANOVA 1 via, *
p<0.05 C-SG vs. Sa-SG, * p<0.05 C-SG vs. Fr-SG, * Sa-SG vs. Fr-SG.
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Figura 7-8. Curvas concentracién-respuesta a noradrenalina en anillos de aorta con
tejido adiposo perivascular. Se observa el efecto de los diferentes tratamientos
experimentales (Control (O, C-CG), Sacarosa al 30% (m, Sa-CG), y fructosa al 30% (e,
Fr-CG)) sobre la respuesta contractil a 10 semanas de tratamiento. ANOVA 1 via, *
p<0.05 C-CG vs. Sa-CG, * p<0.05 C-CG vs. Fr-CG, * Sa-CG vs. Fr-CG.

Para el estudio de la reactividad vascular en relacién a la respuesta
vasorelajadora en anillos aodrticos de los diferentes grupos experimentales
mostraron, que para anillos sin tejido adiposo perivascular (Figura 7-9), el
efecto producido en las primeras concentraciones de acetilcolina en anillos del
grupo Sa presentaron una diferencia significativa (p<0.05) en relacién a los
grupo C y Fr, mostrando un comportamiento de respuesta mayor que los otros
grupos a concentraciones iniciales, que posteriormente se disminuye llegando
a tener porcentajes de respuesta igual que los otros dos grupos sin diferencia
estadisticas significativas. Por el contrario, para los anillos adrticos con tejido
adiposo perivascular (Figura7-10), el efecto de relajacion producido por la
acetilcolina a las udltimas concentraciones de prueba, mostraron diferencias
estadisticas significativas (p<0.05) para anillos de los grupos Sa y Fr con
relacion al grupo C; mostrando un comportamiento de respuesta mayor a
concentraciones altas de acetilcolina de Sa y Fr contra el C, pero no asi entre
ellos (Sa -CG vs. Fr-CG).
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Figura 7-9. Curvas concentracidn-respuesta a la acetilcolina en anillos de aorta sin tejido adiposo
perivascular. Se observa el efecto de los diferentes tratamientos experimentales (Control (O, C-SG),
Sacarosa al 30% (m, Sa-SG), y fructosa al 30% (e, Fr-SG)) sobre la respuesta contractil a 10
semanas de tratamiento. ANOVA 1 via, * p<0.05 C-SG vs. Sa-SG, * p<0.05 C-SG vs. Fr-SG, * Sa-

SG vs. Fr-SG.
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Figura 7-10. Curvas concentracion-respuesta a la acetilcolina en anillos de aorta con tejido adiposo
perivascular. Se observa el efecto de los diferentes tratamientos experimentales (Control (O, C-CG),
Sacarosa al 30% (m, Sa-CG), y fructosa al 30% (e, Fr-CG) sobre la respuesta contractil a 10
semanas de tratamiento. ANOVA 1 via, * p<0.05 C-CG vs. Sa-CG, # p<0.05 C-CG vs. Fr-CG, * Sa-

CG vs. Fr-CG.

69



D. Efecto del tratamiento alto en carbohidratos sobre la microarquitectura de aortas y corazones de ratas hembra, Wistar.

A) B) C)
<\.
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Figura 7-11. Micrografias de cortes de arterias elasticas (aortas) de los diferentes tratamientos experimentales. A) Grupo Control, B) Grupo Sacarosa al
30% y C) Grupo Fructosa al 30%. Fragmento de cortes transversales. Las flechas negras muestran la tinica intima (células endoteliales) que revisten la
superficie interna del vaso. La lamina elastica interna no se identifica facilmente en ninguno de los grupos debido a que la intima es rica en fibras elasticas.
La tdnica media (TM) esté constituida por células de musculo liso, cuyos nucleos (N) se ven claramente. La tdnica adventicia (TA) que consta principalmente
de fibras de colagena y elasticas, so6lo se muestra parcialmente en los diferentes grupos. La grasas perivascular (GP) que se encuentra en la arteria revisten
la superficie externa de los vasos regulando la reserva de energia y termogénesis, entre otras funciones. Tincién H-E, 40X. 6 micras.
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Figura 7-12. Micrografias de cortes del ventriculo izquierdo de rata. Los tratamientos experimentales son: A) Grupo Control, B)
Grupo Sacarosa al 30% y C) Grupo Fructosa al 30%. Fragmento de cortes transversales. Las flechas muestran el nucleo de
células endoteliales de una microarteria continua, rodeada de fibras musculares. Los capilares presentan globulos rojos (GR) como
consecuencia del transporte de sangre y nutrientes a las capas externas del musculo cardiaco. Tincion H-E; 40X. 6 micras.
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E. Efecto del tratamiento alto en carbohidratos sobre el incremento y las diferencias morfolégicas de los adipocitos de

grasa perivascular, de ratas hembra, Wistar.

e GRUPO CONTROL.

Figura 7-13. Micrografia de un corte de tejido adiposo perivascular, ratas
del grupo control, coloreado con Sudan 1V, técnica especial para grasa; los
cortes fueron de 9-10 micras de grosor por medio de cortes por congelacion.
Obsérvese el adipocito, los nucleos se tifien de azul, mientras que la grasa se
tiie de rojo-rosado debido al colorante liposoluble. ElI promedio del tamafio
de los adipocito fue de 38um (10 células x campo x 10 campos, 40X).
Tincidn rojo sudan. Cortes de 10 micras de grosor.

Figura 7-14. Fotografia de ratas controles que muestran la grasa
abdominal (flechas rojas) desarrollada después de 10 semanas de
tratamiento experimental. Obsérvese la cantidad de grasa que
recubre a los intestinos y las arterias mesentéricas (flecha azul).
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e GRUPO SACAROSA AL 30%.

Figura 7-15. Micrografia de cortes de tejido adiposo perivascular, ratas
del grupo Sacarosa al 30%, coloreado con Sudan 1V, técnica especial para
grasa; los cortes fueron de 9-10 micras de grosor por medio de cortes por
congelacion. Obsérvese los adipocito, muestran una pequefia necrosis
(flecha roja), los nucleos se tifien de azul, mientras que la grasa se tifie de
rojo-rosado debido al colorante liposoluble. El promedio del tamafio de los
adipocito fue de 338um (10 células x campo x 10 campos, 40X). Tincién
rojo sudan. 10pum de grosor.

Figura 7-16. Fotografia de ratas con tratamiento con Sacarosa al
30% en el agua de beber. Se muestran la grasa abdominal (flechas
rojas) desarrollada después de 10 semanas de tratamiento
experimental. Obsérvese la cantidad de grasa que recubre a los
intestinos, las arterias mesentéricas practicamente no se notan
(flecha azul).
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e GRUPO FRUCTOSA AL 30%.

Figura7-17. Micrografia de cortes de tejido adiposo perivascular, ratas del
grupo fructosa al 30%, coloreado con Sudan 1V, técnica especial para grasa;
los cortes fueron de 9-10 micras de grosor por medio de cortes por
congelacion. Obsérvese los adipocito, muestran necrosis (flecha roja) los
nucleos se tifien de azul, mientras que la grasa se tifie de rojo-rosado debido
al colorante liposoluble. Se muestran gotas de grasa que se arrastraron al
momento de tefiir (G). El promedio del tamafio de los adipocito fue de 74um
(10 células x campo x 10 campos, 40X). Tincién rojo sudan. 10um de grosor.

Figura 7-18. Fotografia de ratas con tratamiento con fructosa al 30%
en el agua de beber. Se muestran la grasa abdominal (flechas rojas)
desarrollada después de 10 semanas de tratamiento experimental.
Obsérvese la cantidad de grasa que recubre a los intestinos, las
arterias mesentéricas practicamente estan rodeadas de grasa (flecha
azul).
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IX.  DISCUSION.

Los carbohidratos (CHOS) a lo largo de la historia han formado parte
fundamental en la dieta de los seres humanos; siendo éste en la actualidad un
componente importante del requerimiento energético total del organismo. Sin
embargo, hoy en dia se ve relacionada con el desarrollo de una gran variedad
de enfermedades crénico degenerativas, principalmente por una concentracion
alta de glucosa en sangre que se obtiene después de su ingesta a lo largo del
tiempo; enfermedades como hiperglucemia, diabetes, hipertension, resistencia
a la insulina, sindrome metabdlico, entre otras. Asi también, muchas de las
enfermedades de las que forma un factor de desarrollo, es por su alta facilidad
de biotransformarse en lipidos para formar reservas de energia, dando lugar a
la manifestacion clinica de colesterol, triglicéridos, HDLc, LDLc y VLDLc
elevados, que dan como resultado enfermedades como la obesidad, elevacion
de la presion arterial, arterosclerosis, entre otras; que en determinado caso se
combinan con otras patologias siendo factores de predisposicion uno del otro
como es el caso de la obesidad y las enfermedades cardiovasculares

(coronarias, cerebrovasculares, arterioscleréticas) u obesidad y diabetes.”

Actualmente cada afio las enfermedades cardiovasculares causan 4.35
millones de muertes en Europa y 1.9 millones de muertes en la Unién Europea
(UE) de las cuales el 55% son hombres y el 43% son mujeres, 48 millones de
adultos en Europa y 23 millones de adultos en la UE tienen algun tipo de
diabetes y la cifra sigue incrementandose. Del 15 al 20% de la poblacion de
Estados Unidos tiene presion arterial por encima de los 160/95 mmHg; en
México ocupamos el segundo lugar a nivel mundial en sobrepeso y obesidad
s6lo después de Estados Unidos."*

Con base a éstos antecedentes, el proposito de éste trabajo fue el
estudio de las alteraciones en la vasculatura derivada de una ingesta alta de
los dos CHOS de mayor demanda en la poblacién, como es el caso de la
sacarosa (azucar comercial) y la fructosa; poniendo de manifiesto la importante
participacion del tejido adiposo perivascular mediando las respuestas

vasodilatadores inducidas por acetilcolina. Asi mismo resultdé interesante
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investigar las alteraciones que produce el consumo excesivo de CHOS en la
estructura de los adipocitos y el dafio en la microarquitectura vascular

relacionada con los cambios de algunos parametros bioquimicos.

En diferentes estudios se ha observado que, el consumo alto de CHOS
como: glucosa, sacarosa, fructosa; produce cambios en parametros
bioquimicos como la glucosa,* el colesterol, los triglicéridos,® lipoproteinas de
baja y muy baja densidad.*>’" Los resultados obtenidos en el presente trabajo
sobre ratas Wistar, hembras, demuestran que realmente existe un incremento
de glucosa, colesterol y triglicéridos del grupo con sacarosa con respecto al
grupo control; esto concuerda con lo que se ha reportado en estudios clinicos
de paciente obesos y lo reportado en la literatura; sin embargo, para el grupo
de fructosa hay una elevaciéon en la glucosa, disminucién de la concentracion
de triglicéridos pero no en colesterol con relacion al control. Este evento podria
explicarse por estudios y reportes que sefialan que la fructosa se absorbe por
difusién facilitada mientras que la glucosa por un transporte activo,
determinando asi la disponibilidad al momento de su captacion en las células;*
ademas, estructuralmente, por cada molécula de fructosa que se tiene que
absorber, al romperse los enlaces o(1-5) de la sacarosa, quedan dos moléculas
como consecuencia de este proceso, una glucosa que entra por transporte
activo y una fructosa que lo hace por difusién facilitada en las células, dando

una relacion 2:1 respectivamente.

Con base en lo anterior, es de esperarse que al tener una ingesta
excesiva de fructosa y sacarosa, los niveles de ésta aumentan por la cantidad
de moléculas que estan disponibles en la sangre, sin embargo, la mayoria de
las moléculas de fructosa sufren una serie de reacciones enzimaticas para
poder biotransformarse en glucosa® y asi poder ser utilizada en éste arreglo
estructural por las células, mas que como fructosa. Paraddjicamente, la
fructosa es absorbida de manera mas rapidamente que la sacarosa,?’ entra a
las células con mayor facilidad debido a su no dependencia a la insulina para
ser captada,® pero su tasa de utilizacién es constante y menor que la de la
sacarosa por la gran cantidad de reacciones enzimaticas que sufre para ser

utilizada en la célula o convertirse en reserva de energia (grasa).?*
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Lo anterior, también explica en cierto punto la concentracion de LDLc,
“colesterol bueno”, determinada en los tres grupos, en el cual no existe una
diferencia estadistica significativa; éstos resultados obtenidos difieren con los

resultados de algunos autores,*"""®

realizados en ratas macho, lo cual no
concuerda con nuestro modelo experimental ya que en el presente estudio se
utilizé ratas hembras, y éstas, gran parte de las funciones bioldgicas estan

mediadas por mecanismos hormonales.

Las consecuencias cardiovasculares sobre el consumo alto de CHOS,

3077 en donde se muestra su

ha sido identificado en varios estudios,
participacion en una gran variedad de mecanismos en las alteraciones que se
presentan como es la hipertension, entre otras; el papel de la ingesta elevada
de sal, glucosa en sangre, efectos de la hiperinsulinemia’® o por una liberacién
excesiva de catecolaminas,®® que se desarrollan con dietas ricas en
carbohidratos y que intervienen directamente en la regulacion de la presion
arterial. Sin embargo, los resultados obtenidos muestran que no existen
diferencias de la PAM de los diferentes grupos tratados con respecto a sus
controles. Lo que hace sugerir que la presion arterial es dependiente en estas
condiciones, del sexo ya que las ratas utilizadas en éste estudio fueron jévenes
y no interviene el factor edad® y que el efecto observado, se pudiera deber,
principalmente, a la participacion de las hormonas sexuales siendo un factor
crucial al conferir proteccién contra los efectos de una dieta elevada en fructosa

0 sacarosa y su relaciéon con la presion arterial.

Esta hipétesis se ve corroborada con los trabajos de Galipeau D. y col. 8
donde evaltan los cambios producidos en hiperinsulinemia e hipertension por
una alimentacion con fructosa durante 9 semanas, resultando una ausencia en
cambios significativos de éstos parametros en ratas hembra, Wistar. Por otro

1.8 y Vasudevan H. y col.?* llegan a la misma conclusion en

lado, Song D. y co
ratas hembras y machos con dietas altas en CHOS, adicionando que para que
exista un desarrollo de éstas patologias en las ratas machos es necesario la

presencia de hormonas sexuales androgénicas como la testosterona.

77



Se ha reportado en la literatura que los monosacaridos que se obtienen
de la dieta, al ser transportados a la vena porta por la sangre llegan
directamente al higado. En éste 6rgano, son oxidados para producir energia, o
ser biotransformados para su posterior almacenamiento como glucégeno en
los musculos. Cuando existe un exceso de glucosa en la sangre, ésta tiende a
seguir caminos de biotransformacion a grasas, y almacenarse en los adipocitos
de manera directa con relacion a la cantidad consumida y presente en la
sangre.’*?°?12% | os resultados obtenidos indican que la cantidad de azlcar
ingerido y la cantidad de glucosa presente en la sangre esta estrechamente
ligada al desarrollo de tejido adiposo que se forma en la periferia de los vasos
sanguineos y en los depdsitos mas comunes (para mujeres ginoide y para
hombres androide); ademas que existe una tendencia del depdésito de grasas
con relacion al tipo de CHOS ingerido (figuras 7-13 a 7-18). Los resultados
obtenidos en éste estudio, indican que la concentracion de glucosa presente en
la sangre derivada del tratamiento experimental, ésta ligada directamente con
el incremento del diametro de los adipocitos; siendo mayor en la sacarosa que
en la fructosa; esto debido a sus propiedades estructurales y metabdlicas en el

cuerpo.

También se ha descrito que los adipocitos juegan un papel crucial en el
consumo de los alimentos, tienen una gran capacidad de almacenar energia en
forma de lipidos que pueden ser metabolizados rapidamente y que forman
acidos grasos libre para ser usados en la produccion de energia o en la

termogénesis del cuerpo.

Con base en lo anterior, la relacién que existe entre las dietas ricas en
calorias y la formacién de depoésitos de grasa es proporcional al aumento de

peso; ademas, varios autores afirman’*%%%%

que el propio adipocito participa
en la regulacion de la concentracion de glucosa en sangre. Recientemente se
ha reportado que la participacion de las células adiposas en el organismo es
considerado como un 6rgano endocrino debido a la produccion de sustancias
bioactivas autOcrinas, paracinas y endocrinas en la regulacion de la
homeostasis de la glucosa y las grasas en el organismo, mAas que como

anteriormente se consideraba, como un reservorio de energia.
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Por otro lado, en el organismo existen mecanismos homeostaticos que
en condiciones normales mantienen el tono vascular dentro de estrechos
margenes. Sin embargo, cuando estos mecanismos se pierden, alteran la
funcién vascular. Una de la causa mas comun en los vasos sanguineos de
alterar la disposicion estructural y la funcién vascular es debido a fuerzas
hidromecéanicas por medio del estrés (fuerza de rozamiento), cantidad de roce y
friccion que sufren las células endoteliales ocasionadas por el flujo de sangre
(flujo laminar) y la presion o fuerza que se ejerce en una superficie, modulando

la produccién de éxido nitrico (NO, por sus siglas en inglés).®

Uno de los objetivos planteados en éste trabajo por una ingesta alta en
sacarosa y fructosa, fue el estudio del efecto o deterioro en la microarquitectura
vascular de aortas y corazones de los animales tratados con carbohidratos. Las
micrografias de los cortes histolégicos de los diferentes grupos experimentales
muestran, que no existe realmente una diferencia en el deterioro de la
microarquitectura de las aortas y de las microarterias que irrigan las capas
externas que constituyen el musculo cardiaco del corazoén; lo que indica que las
células endoteliales de los vasos que entran en contacto con la sangre y
modulan el tono vascular, a pesar de que sufren un deterioro constante por el
aumento de la viscosidad y estrés (fuerzas hidraulicas), debido al aumento de
biomoléculas en la sangre (glucosa, colesterol, triglicéridos entre otras) y la
disminucién del flujo sanguineo (aumento de la viscosidad), presenta una
regeneracion constante que revierte éste efecto, pero que en condiciones
cronicas donde la prolongacién del tratamiento por mas tiempo o con
concentraciones elevadas probablemente presentaria un deterioro importante.

° en los

Esto es consistente con reportes e investigaciones previas,®
cuales muestran que, la pared arterial esta expuesta a los efectos de varias
fuerzas mecanicas que resultan del flujo y la presion oscilante, que estiran y
deforman las capas mas internas de la arteria, las cuales estan en contacto
mas estrecho con el lumen, principalmente el endotelio. Uno de los aspectos
sobresalientes de la biologia endotelial es la constante adaptacion de este

tejido a las fuerzas biomecanicas vasculares que impiden a los procesos
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mecanicos afectar la funcién y la estructura del endotelio normal y prevenir

enfermedades que se deriven de una disfuncién endotelial. >*%°

Por otro lado, se ha establecido que el NO desempefia un primordial
papel en la regulacion del tono vascular y la presion sanguinea; asi también, se
ha demostrado que las células endoteliales estimuladas con acetilcolina,
producen NO,*® favoreciendo las respuestas vasorelajantes. EI NO, es
generado dentro del endotelio normal por la enzima o6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS, por sus siglas en inglés), lo que indica que si se llega a
producir una disfuncion endotelial, se producira una alteracion en la regulacion
del tono vascular y la presion sanguinea. Ademas, morfoldgicamente, los vasos
sanguineos presentan una “capa externa” de tejido adiposo perivascular que
los recubre extravascularmente y que funciona como reservorio de energia y
fuente de termorregulacion. Sin embargo, las células adiposas en la actualidad
son consideradas como un 6érgano endocrino con la maquinaria y la materia
prima necesaria para generar sustancias bioactivas, que funcionan de manera
pardcrina, autécrina y endocrina en el organismo; de esta manera se planteé la
hipétesis de la participacion del tejido adiposo perivascular en la modulacion

del tono vascular.

El estudio de determinar la participacibn de la grasa sobre las
respuestas vasculares de la aorta resulta fundamental en este trabajo, por lo
que el modelo experimental planteé evaluar anillos con y sin tejido adiposo
perivascular, observandose una relacion dependiente de las concentraciones a
acetilcolina sobre la respuesta relajante en anillos de aorta de los diferentes
grupos experimentales, en condiciones basales, presentandose, ademas, una
relajacion adicional en los anillos de ratas con tejido adiposo perivascular

principalmente a concentraciones altas.

Los resultados muestran que el tejido adiposo perivascular tiene una
relacion (modulacion del tono vascular) en la relajacion de anillos aorticos
dependiente a la acetilcolina, mas que la dieta rica en sacarosa o fructosa
después de 10 semanas; pero en éste tiempo, la dieta si interviene en el

desarrollo y crecimiento de las células adiposas, lo cual se puede ver en las
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micrografias de los diferentes grupos experimentales. Asi, se puede plantear la
idea de que existe también, una relacién entre el tamafio de los adipocitos y la

respuesta relajante en los anillos aérticos.

Algunos investigadores como Nufiez, GP® demostraron la participacion
del tejido adiposo perivascular en la modulacion del tono vascular derivado de
una dieta rica en acidos grasos monoinsaturados (AGMI) en un modelo de
hipertension; concluyendo que los acidos grasos proporcionados y la grasa
derivada de esta dieta, facilitan la relajacion vascular en respuesta a la

acetilcolina dependiente del endotelio.

Sin embargo, este trabajo no evidencia claramente si el efecto relajante
producido en anillos aérticos derivado de la participacion de la grasa, es por la
grasa misma 6 por el consumo de los &cidos grasos monoinsaturados durante

10 semanas en los diferentes grupos experimentales.

Por otro lado, varios grupos de autores®”®° han demostrado hasta el
momento que, si existe realmente un efecto producido por los adipocitos en
cuanto a la modulacion del tono vascular por medio de un factor transferible
denominado “Factor Relajante Derivado de los Adipocitos” (FRDA 6 ADRF por
sus siglas en ingles) en anillos de arterias mesentéricas; y que este efecto se
lleva acabo por medio de un mecanismo de aperturas de canales de K*
dependientes del ATP (Katp) ¥ que la accién no depende de la sintesis de NO o
del endotelio; ademas, éste efecto no sigue la via de activacion de la
ciclooxigenasa o P450, ni la activacibn de receptores de adenosina o0 es

dependiente de receptores especificos a leptina.

Asi, con base en lo anterior, se ven reforzados los resultados obtenidos
en el presente trabajo; sin embargo, estos no muestran el factor transferible
especifico que produce el efecto de relajacion; pero si afirma que se deriva de
la grasas perivascular, asi la hipotesis de que este efecto de relajacion se
encuentra en relacion directa con el tamafio de los adipocitos; como lo

muestran los resultados obtenidos en este trabajo, no esta fuera de lugar.
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Estos acontecimientos no son todavia muy claros, sin embargo, los
nuevos retos que plantea ésta incognita nos sugieren que los alcances de éste
factor transferible podrian cambiar las perspectivas de las terapias que
actualmente se llevan a cabo para combatir patologias como la hipertension
arterial, obesidad, diabetes ¢ diferentes patologias con una morbilidad alta en

la poblacion mundial.

82



X. CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos del presente trabajo, bajo nuestras condiciones

experimentales, nos permiten concluir que:

* El consumo excesivo de carbohidratos, ya sea fructosa o sacarosa, modifica
la concentracion de glucosa en sangre; sin embargo se ve un mayor
incremento de colesterol y triglicéridos del consumo de sacarosa que de

fructosa.

* La ingesta alta de fructosa y sacarosa, no incrementa la presion arterial, en
comparacion con modelos experimentales publicados en machos, lo que nos

indicaria que ésta depende del sexo.

* La grasa perivascular promueve una menor sensibilidad al estimulo
adrenérgico producido por noradrenalina en aortas de ratas normotensas; que
se podria atribuir a los adipocitos en una relacion directamente proporcional a

su tamaifo.

* La grasa perivascular de las ratas sometidas a los diferentes tratamientos
facilita la relajacion vascular en anillos de aortas en respuesta a la acetilcolina

en contraste con vasos desprovistos de ella'y preserva la funcién endotelial.

* El efecto vasorelajante del factor transferible del tejido adiposo perivascular

se encuentra en relacién directa con el tamafio de los adipocitos.

" La dieta rica en fructosa y sacarosa, no promueve un deterioro significativo en
la microarquitectura vascular (dafio endotelial) de aortas y microarterias del
corazén, que es producido por el estrés de fuerzas hidromecanicas como el

flujo laminar sanguineo.

* El consumo excesivo de sacarosa y fructosa, incrementa de manera directa
el diametro de los adipocitos, determinando asi, que la ingesta cronica da como

resultado el desarrollo de un estado patolégico como es el de la obesidad.
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XI. PERSPECTIVAS.

De acuerdo a los resultados obtenidos donde la grasa perivascular se ve

incrementada después de una ingesta alta de carbohidratos consumidos en la

dieta diaria, sacarosa y fructosa, y que su participacion es relevante en la

reactividad vascular, en el crecimiento de los adipositos asi como en la

alteracion del perfil bioquimico (glucosa, LDLc, triglicéridos, etc.), entre otros,

resultaria interesante investigar en tratamientos crénicos mas alla de 10

semanas:

La potencial participacion de las hormonas sexuales asi como la edad

de los animales en estudio

Determinar las posibles alteraciones en la microarquitectura vascular de

otros 6rganos fundamentales (corazén, higado, etc.).

Identificar el factor transferible liberado por la grasa perivascular y su
nivel de participacion en la relajaciéon y vasoconstriccion de los vasos

sanguineos.

Realizar un estudio comparativo entre ratas hembras y machos bajo las
mismas condiciones experimentales para dilucidar las diferencias de las
alteraciones cardiovasculares de los diferentes carbohidratos entre los

dos géneros.

Alteraciones en parametros bioquimicos como la insulina, &cido arico y
HDLc.
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