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RESUMEN

Introduccion: La obesidad contribuye a la hipertensiéon por la resistencia
insulinica (RI) e hiperinsulinemia, aumento de la actividad adrenérgica y de las
concentraciones de aldosterona, retencién de sodio y agua e incremento del

gasto cardiaco, alteracién de la funcién endotelial, a través de moléculas como
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leptina y adiponectina y factores genéticos. La insulina es capaz de modificar
mecanismos fisiolégicos que pueden conducir tanto a aumento como a

disminucion de la presién arterial.

Objetivo: Evaluar los efectos del consumo crénico de una dieta alta en grasas 'y
carbohidratos sobre la presion arterial sistélica (PAS) y pardmetros

metabdlicos en ratas Wistar.

Métodos: Se usaron ratas macho de la cepa Wistar de 8 semanas de edad, las
cuales de dividieron en 2 grupos, control o no-obesas que consumieron dieta
estandar y obesas suplementadas con una dieta alta en grasa y sucrosa al 20%
(w/v) ad libitum durante 48 semanas. Al final de la intervencién de dieta se

hicieron las mediciones de la PAS, indice de Lee, glucemia e insulina.

Resultados: Las ratas obesas presentaron una presion arterial sistdlica
significativamente menor que las ratas control no obesas. Las ratas obesas
también presentaron niveles significativamente elevados de insulina en suero

sin cambios significativos en los niveles de glucemia.

Conclusiones: La suplementacion cronica con dieta rica en grasas y
carbohidratos induce obesidad, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina y

disminucion de la presidn sanguinea en ratas Wistar.

Palabras clave: Dieta hipercaldrica; presion sanguinea; parametros

metabdlicos.

ABSTRACT

Introduction: Obesity contributes to hypertension due to insulin resistance and
hyperinsulinemia, increased adrenergic activity and aldosterone
concentrations, sodium and water retention and increased cardiac output,
alterations in endothelial function, through molecules such as leptin. and
adiponectin and genetic factors. Insulin is capable of modifying physiological

changes that can lead to both an increase and a decrease in blood pressure.



Objective: To evaluate the effects of chronic consumption of a high-fat and high-
carbohydrate diet on systolic blood pressure (SBP) and metabolic parameters
in Wistar rats.

Methods: Eight-week-old male Wistar rats were divided into 2 groups, control or
non-obese rats consuming standard diet and obese rats supplemented with a
high-fat, 20% (w/v) sucrose diet ad libitum for 48 weeks. At the end of the diet
intervention, SBP, Lee's index, blood glucose and insulin were measured.
Results: Obese rats had significantly lower systolic blood pressure than non-
obese control rats. Obese rats also had significantly elevated serum insulin
levels without significant changes in blood glucose levels.

Conclusions: Chronic supplementation with high-fat and high-carbohydrate diet
induces obesity, hyperinsulinemia, insulin resistance and decreased blood
pressure in Wistar rats.

Keywords: Hypercaloric diet; blood pressure; metabolic parameters.

Recibido:
Aprobado:

Introduccion

La obesidad es un factor de riesgo para la diabetes mellitus (DM2), sindrome
metabdlico (SM), enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer. El
tejido adiposo visceral se relaciona estrechamente con varios componentes del
sindrome metabolico.(’ La obesidad contribuye a la hipertension por la
resistencia ala insulina e hiperinsulinemia, aumento de la actividad adrenérgica
y de las concentraciones de aldosterona, retencién de sodio y agua e
incremento del gasto cardiaco, alteracion de la funcién endotelial, a través de
moléculas como leptina y adiponectina y factores genéticos.® La insulina

produce reactividad vascular e hipertensiéon arterial;®® por el contrario, la



hiperinsulinemia incrementa la actividad simpatica en el mdsculo sin mayor
vasoconstriccion en la circulacion periférica.®

De igual manera, la inflamacion del tejido adiposo (la obesidad) no esta
relacionada con la resistencia a la insulina en humanos.® Existe un incremento
en la actividad simpatica y en el gasto cardiaco durante la hiperinsulinemia en
humanos que se atribuye a un reflejo de los barorreceptores debida a la
vasodilatacién periférica inducida por la insulina.® El trasladar las condiciones
de la obesidad con resistencia a la insulina y sus implicaciones en la regulacion
cardiovascular a largo término requiere de mucha investigacion. La insulina,
hormona metabdlica que regula el metabolismo de la glucosa, tiene efectos
fisiolégicos sobre los miocitos, hepatocitos y adipocitos en la salud y en la
enfermedad. No obstante, los efectos de la insulina en la regulacion de la
presion arterial no estan bien estudiados.(”” No hay un modelo que pueda imitar
todos los rasgos de la hipertension arterial humana. Por lo tanto, un
conocimiento profundo del modelo animal, y el andlisis riguroso requerido antes
de extrapolar los resultados para los seres humanos, es un desafio, por lo que
surge la necesidad de estrechar lazos entre la investigacion basica biomédica
y la clinica.®

Por este motivo se realiz6 esta investigacion en el que se estudia el efecto de la
obesidad por suplementacién cronica de una dieta hipercalérica en ratas Wistar
sobre la presion arterial sistémica y la posible contribucion de la

hiperinsulinemia en esta variable.

Métodos

En este estudio se utilizaron ratas Wistar macho de 2 meses de edad con un
peso corporal entre 200-250 g, las cuales fueron divididas aleatoriamente en 2
grupos, no-obesos o grupo control (sin dieta hipercalérica) y grupo de obesos
(con dieta hipercaldrica), con una n = 8 por grupo. Las ratas se alojaron en

jaulas individuales de lucita en el bioterio del Centro Universitario de



Investigaciones Biomédicas (CUIB) en condiciones de luz-obscuridad 12h/12h,
y temperatura de 22-24°C, con libre acceso al agua y alimento. En caso del grupo
control fueron alimentados con dieta estandar (13,4 % de grasa, 28,5 % de
proteina y 57 % de carbohidratos) a libre demanda durante 48 semanas. Las
ratas del grupo de obesas, durante 48 semanas fueron suplementadas con dieta
alta en grasa (37,5 % de grasa, 5,5 % de proteinay 57 % de carbohidratos) y agua
con sucrosa al 20 % (w/v) ad libitum para inducir la obesidad © como se ilustra
en la linea del tiempo (Figura 1).

El tamano muestral se calculé con la férmula para medias de muestras
independientes. Se obtuvo una n = 8 considerando las pérdidas, con un total de
2 grupos, (n = 16 ratas). Las ratas para cada grupo se asignaron al azar antes
de iniciar el periodo de intervencion con dieta alta en grasas y carbohidratos.(19
Los experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio de Neuroendocrinologia
del Centro Universitario de Investigaciones Biomédicas (CUIB), de acuerdo con
las normas de la Comision de Bioética y Bioseguridad del Centro Universitario
de Investigaciones Biomédicas (A1-S-8672) y de la Facultad de Medicina (Reg.
2022-03-03) de la Universidad de Colima. Todos los procedimientos se
realizaron en Ratas Wistar con estricto apego a la guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio ("Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”"), y
la Norma Oficial Mexicana (NOM-126-SEMARNAT-2000, NOM-062-Z00-1999 y
NOM-033-Z00-1995).

Determinacion del indice de Lee

La obesidad se evalu6 mediante el indice de Lee calculado por la raiz cubica del

peso corporal (g) dividido entre la longitud hocico-ano (cm).

Determinacion de glucosa en sangre
A ambos grupos de ratas se les tomaron muestras de sangre por corte del
extremo distal de la cola. Las concentraciones de glucosa se midieron con tiras

reactivas en el glucometro Accu-Chek Sensor (Roche DC México).



Determinacion de la Presion Arterial
La medicion de la presion sanguinea se realizé mediante el método de oclusién
no invasiva, esto se logré mediante la colocaciéon de un mango oclusor en la
base de la cola de la rata acoplado a un sensor (MRBP System, modelo IITC Life
Science). Los experimentos se realizaron en un area tranquila, dando tiempo a
que se adaptaran las ratas.("") Previo a la medicion de la presién sanguinea las
ratas fueron colocadas diariamente 5 min en un inmovilizador cilindrico para
lograr su adaptacion y reducir al maximo el estrés. ' Para medir la presion
arterial, el manguito de oclusién se infla a 250 mm Hg y se desinfla durante 20
segundos. El manguito del sensor VPR detecta cambios en el volumen de la
cola a medida que la sangre regresa a la cola durante el desinflado del manguito
de oclusién. Cada sesion de registro consistié en 10 a 15 ciclos de inflacién y
deflacion por serie, de los cuales los primeros 4 ciclos fueron ciclos de
“aclimatacion” y no se utilizaron en el analisis, pero los siguientes ciclos si se

utilizaron.

Determinacion de insulina

Se recolecté muestra sanguinea por puncion cardiaca de cada uno de las ratas
de los dos grupos experimentales y posteriormente se separ6 el suero. La
concentracion de insulina en suero se determiné con el kit de ELISA (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas; Thermo Fisher Scientific, Invitrogen,
Waltham, MA, USA). Los ensayos se realizaron de acuerdo con las instrucciones
de los fabricantes. La intensidad de senal de la reaccién medida como
absorbancia es directamente proporcional a la concentracién de insulina
presente en la muestra original. 12 La concentracion de insulina en cada uno
de las muestras se calculd a partir de una curva estandar de insulina con un R?=
0.99.

Todos los procedimientos de este trabajo se esquematizaron en la figura 1.
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Fig. 1. Linea de tiempo del protocolo utilizado en este trabajo. PAS, presién arterial

sistolica.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa GraphPad prism versién 8.0.2
Para analizar la normalidad de los datos se usé la prueba de Shapiro-Wilk,
ensequida los grupos fueron comparados mediante la prueba t de Student. El

nivel de significancia usado en las comparaciones fue con una p < 0.05.

Resultados

Para saber si las ratas estaban obesas o no, se realizaron la medicién del peso
corporal y el indice de Lee en ambos grupos de ratas. La media del peso corporal
del grupo de ratas no obesas fue de 451 + 7,6 g, y para el grupo de ratas obesas
fue de 645 +12,4 g. La comparacién de los pesos corporales de ambos grupos
de ratas mostré una significancia estadistica por medio de la prueba t de
Student * p= 0.00001 (Figura 2A). Ademas, se midi6 el indice de Lee que es un
indicador fiable de obesidad si éste es mayor a 0,3. (3 La utilizacion de esta
medida nos muestra en el grupo de ratas no obesas un valor de 0,28 + 0,04, y

para el grupo de ratas obesas un valor de 0,35 + 0,1. Este ultimo valor esta por



arriba de 0,3, que es el indice sefialado para considerar como obesas a las ratas;
(13) |a significancia estadistica se realizé por medio de la prueba t de Student *

p=0.000008 (Figura 2B)
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Fig. 2. A) Peso corporal en gramos (g) y B) indice de Lee obtenidos en ambos
grupos de ratas. Los valores son medias + EEM. La significancia estadistica se

realizé por medio de la prueba de t de Student. *p = 0.00001 (A) y *p= 0.000008
(B).

La glucemia se midid en ratas no obesas y obesas dando como resultado los
siguientes valores: 86,5 + 4,3 mg/dL; y 82,8 + 5,1 mg/dL respectivamente (Figura
3A). La diferencia de los valores de las glucemias entre los grupos de ratas no
fue significativa (p= 0.12). También se midié la concentracién de insulina en
suero en ratas no obesas y obesas y se obtuvieron los siguientes valores: 2,6 +
0,8 ng/mLy 6,9 % 1,1 ng/mL respectivamente (Figura 3B). La diferencia de los
valores de la insulina en suero entre los grupos de ratas no obesas y obesas fue

significativa (p= 0.000008).
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Fig. 3. A) Concentracion de glucosa en sangre (mg/dL) y B) Concentracién de
insulina en suero (ng/mL) obtenidas en ambos grupos de ratas. Los valores son
medias + EEM. La significancia estadistica se realizé por medio de la prueba t

de Student. p=0.12 (A) y *p= 0.000008 (B).

La presion arterial sistélica se midié en ratas no obesas y obesas dando los
siguientes valores: 126 + 4,3 mmHg y 113 + 7,5 mmHg respectivamente (Figura
4). La diferencia de los valores de la presiéon arterial sistélica entre los grupos
de ratas fue significativa (p= 0.047), siendo menor, paraddjicamente, en ratas

obesas.
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Fig. 4. Presion arterial sistélica (mmHg) obtenida en ambos grupos de ratas.
Los valores son medias + EEM. La significancia estadistica se realizé por

medio de la prueba t de Student. *p=0.047.



Discusion

Los resultados obtenidos muestran una disminucién de la presion arterial
sistélica en ratas obesas comparada con las ratas no obesas, pero también se
obtuvo un aumento de insulina en suero en ratas obesas comparadas con las
ratas no obesas. La hiperinsulinemia en las ratas obesas sin cambios
significativos en la glicemia es un indicador de la existencia de resistencia a a
insulina. Sin embargo, esta elevacion no se ve reflejada con el aumento en la
presion arterial sistélica esperada. De hecho, parece controversial el que la
presion arterial sistélica haya estado mas elevada en ratas no obesas que en
las ratas obesas, como cabria esperarse. La explicacion posible a estos
resultados pudieran deberse a que la insulina, que en nuestro trabajo esta mas
elevada en las ratas obesas, pudiera causar la disminucidn de la presién arterial
sistolica debido a un efecto vasodilatador de esta hormona a través de la
liberacion del 6xido nitrico en el endotelio (% o de la inhibicion de la liberacion
de vasoconstrictores endoteliales como los tromboxanos, lo que estaria
provocando una disminucion de la resistencia arteriolar periférica, uno de los
factores importantes en la regulacion de la presion arterial sistémica que en

nuestro caso se vio reflejado en una disminucién de la presién arterial sistélica.

(15,16)

La disminucién en la presion arterial sistolica en nuestro trabajo, también puede
deberse al efecto de la insulina sobre los receptores B -adrenérgicos en la aorta
de ratas Wistar normotensas que provoca una vasodilatacion en estas. ('7)
Ademas, se ha descrito un efecto vasodilatador periférico de la insulina al
actuar sobre los receptores a 2-adrenérgicos que incidira en una disminucion
de laresistencia arteriolar periférica y, con ello, en una disminucién en la presion

arterial sistélica. (17

Un estudio reciente mostré que la hiperinsulinemia produjo un incremento en la

actividad nerviosa simpatica que no resultd en vasoconstriccion periférica,
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debido a la accién inhibitoria de la insulina sobre el efecto vasoconstrictor de
los receptores a-adrenérgicos y al incremento de la actividad vasodilatadora de
los receptores B-adrenérgicos ante la hiperinsulinemia en individuos sensibles
a lainsulina (es decir, sin resistencia a la insulina), efecto que llevaria mas bien
a la hipotension por la hiperinsulinemia.® Un efecto similar fue descrito ya
hace tiempo por Lembo et al., en 1997, (1 en el que muestran que la insulina al
actuar sobre los receptores alfa2- y beta-adrenérgicos incrementa la liberacion
de o6xido nitrico en el endotelio vascular, lo que provoca una disminucién en la
resistencia arterial periférica con una disminucion subsecuente de la presion
arterial sistélica. Otro efecto hipotensor de la insulina descrito es que esta
hormona estimula la actividad y el aumento de la expresion de la bomba Na*/K*
- ATPasay con ello la produccién de vasorrelajacion al hiperpolarizar el masculo
liso vascular por salida elevada de los iones sodio y calcio del citosol por via del
intercambiador Na*/Ca2*,(1819) este efecto hiperpolarizante inhibe a los canales
de calcio operados por voltaje, lo que impide la entrada de este ion a la célula

incrementando aun mas la hiperpolarizacion y vasorrelajacion.9

Otro efecto vasorrelajante es la activacion de las bombas Ca2+-ATPasas por la
insulina produciendo una disminucion de Ca2+en el citosol por extrusion del
Ca2+ y por secuestro de este i6n en el reticulo sarcoplasmico del musculo liso
vascular.?) La vasodilatacion, y con ello la disminucién de la presion arterial
sistdlica observada en nuestras ratas obesas y con insulina sérica elevada,
podria deberse a que esta hormona aumenta el consumo de Oz en el mudsculo
esquelético con la correspondiente vasodilataciéon y aumento del flujo
sanguineo en este tejido para suministrar sus necesidades metabdlicas.??
Aunque el grupo de ratas obesas pudieran tener resistencia a la insulina (RI) y
desarrollar sindrome metabdlico (SM), debido a las elevadas concentraciones
de insulina, no podemos establecer este diagndstico debido a que la glucemia
en ayunas en las ratas obesas fue menor que en las ratas no obesas 3 esto
significaria mas bien una ausencia de RI. Sin embargo, podria suponerse que,

con la insulina elevada en ratas obesas, las ratas pudieran tener RI, pero

11



contrariamente, la presién arterial y la glucemia resultaron mas bajas, la primera

significativamente y la segunda sin significancia estadistica.

Se tienen antecedentes de que la obesidad esta asociada con la Rl y con
disfuncion endotelial y vascular, lo que proporciona una explicacién parcial de
como la obesidad puede conducir a la enfermedad cardiovascular.?¥ Sin
embargo, no se han encontrado estudios en los que se vincule la inflamacién
del tejido adiposo con la Rl del tejido adiposo in vivo.®) Estos autores
estudiaron la relacion entre la Rl del tejido adiposo con el contenido de
macroéfagos del tejido adiposo, y encontraron que la inflamacién del tejido
adiposo (la obesidad) no esta relacionada con la Rl en humanos.® Esto podria
explicar por qué en las ratas obesas no se elevo la presion arterial sistdlica,
debido quizas a una falta de Rl demostrada un poco por la glucemia normal en
ratas obesas, inclusive con niveles mas bajos, aunque no significativos, que en
las ratas no obesas (controles). Otro trabajo similar,?® tampoco encontro
cambios en la presidn sanguinea en ratas Zucker obesas con altos niveles de
insulina plasmaticay colesterol en comparacion con las ratas controles, a pesar
de que la asociacion entre obesidad e hipertensién se ha reconocido

clasicamente desde hace tiempo.

Los resultados de Espinosa De Ycaza et al., (2022)®) y los de Zanchi et al.,
(1995)@) coinciden con los resultados de este trabajo, respecto a que la PAS no
se incremento en ratas obesas con elevados niveles de insulina en suero. Por
otro lado, se reporta que a las 28 semanas la presion arterial sistélica de las
ratas obesas es significativamente mayor que la de las ratas delgadas, (29
contrario a lo que se encontré en este trabajo. Con base en estas observaciones,
Kurtz et al, 1989,(2%) sefialaron que las ratas Zucker obesas podrian considerarse
un modelo de obesidad e hipertension. Sin embargo, nosotros en este trabajo
utilizamos ratas de la cepa Wistar. Los resultados de nuestro trabajo nos
indican que las ratas Wistar obesas con dieta rica en grasa y sucrosa (sacarosa)

presentaron una presion arterial sistélica significativamente menor que las

12



ratas control no obesas, lo que podria significar que la obesidad no causé
resistencia a la insulina ® aunque si una hiperinsulinemia, y una glucemia
menor correspondiente, con efectos hipotensores con respecto a las ratas no

obesas.

Como perspectiva se deben realizar mas estudios para tener un mayor
entendimiento de los mecanismos moleculares y celulares involucrados en la
disminucién de presién sanguinea en obesidad crénica (1 afio o mas) en ratas
ya que actualmente muchos de los estudios que publican el desarrollo de

hipertension por obesidad no son de larga duracién.

Nuestros resultados indican que las ratas Wistar obesas suplementadas por
largo tiempo con dieta rica en grasa y sucrosa (sacarosa) desarrollaron
hiperinsulinemia sin cambios significativos en la glicemia y presentaron una
presion arterial sistélica significativamente menor que las ratas control no

obesas.
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