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Introduccion y objetivos. Evaluar la respuesta simpa-
tica desencadenada por microinyeccién de NaCl 1,5 mol
(2 pl) en la region anteroventral del tercer ventriculo cere-
bral de ratas alimentadas con fructosa a largo plazo.

Métodos. Se usaron ratas macho de la cepa Sprague
Dawley. El grupo control (n = 12) recibié dieta convencio-
nal y el grupo experimental, fructosa al 60% en comida
convencional (n = 12) durante 6 meses.

Resultados. La fructosa produjo aumento de peso cor-
poral, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hiperurice-
mia, hiperinsulinemia e hipertension arterial, sin cambios
en la frecuencia cardiaca basal. La respuesta hipertensi-
va por microinyecciéon de 2 pl de NaCl 1,5 mol/l en la re-
gion anteroventral del tercer ventriculo cerebral (AV3V)
fue mayor en las ratas alimentadas con fructosa; la pre-
sion arterial sistdlica (PAS) aument6 44,64, + 3,6 mmHg
y la diastdlica (PAD) 19,9 + 2,4 mmHg (p < 0,01); en el
grupo control la PAS aumenté 28,33 + 3,10 mmHg y la
PAD 13,0 + 1,9 mmHg sobre los valores basales (p <
0,01). La frecuencia cardiaca aumenté 23,0 = 5,0 lat/min
en el grupo control y 66,2 + 8,4 lat/min (p < 0,01) en el
grupo con fructosa.

Conclusiones. La administracion de fructosa a largo
plazo en la dieta produce hiperreactividad simpatica del
area AV3V al cloruro de sodio hipertdnico, asociada con
el desarrollo de hipertension y resistencia insulinica.

Palabras clave: Hipertension. Sistema nervioso auténomo.
Glucosa. Insulina.

Este trabajo recibié apoyo financiero del Consejo de Desarrollo Cientifico
y Humanistico (CDCH) de la Universidad Central de Venezuela a través
del Proyecto de Investigacién N.° PG 0900-5761-2004 y a través de
Proyecto de Investigacion del Consejo de Investigacion de la Universidad
de Oriente.

Correspondencia: Dr. F.J. Rosa.

Universidad Central de Venezuela. Facultad de Medicina. Los
Chaguaramos. 1050 Caracas. Venezuela.

Correo electrénico: frankrosa29 @yahoo.com;garciel @ucv.ve

Recibido el 4 de octubre de 2006.
Aceptado para su publicacién el 21 de mayo de 2007.

952 Rev Esp Cardiol. 2007;60(9):952-8

Cardiovascular Responses to Hypertonic NaCl
Injection Into the Anteroventral Third Ventricle
Region in Rats With Fructose-Induced
Hypertension and Insulin Resistance

Introduction and objectives. To investigate the
hemodynamic sympathetic response evoked by NaCl
microinjection into the third ventricle anteroventral brain
area (AV3V) in rats long-term fed with high fructose diet.

Methods. Twelve male rats received 60% fructose
enriched diet for 6 months. Control rats (n=12) received
regular diet.

Results. Fructose diet increased (P<.01) body weight;
plasma glucose, triglycerides; cholesterol, insulin; systolic
(SBP) and diastolic blood pressure (DBP). Basal heart
rate (HR) did not change. AV3V microinjection of 2 pL of
hypertonic 1.5 M NaCl in fructose fed rats increased SBP
44.64(3.6) mm Hg, DBP 19.9(2.4) mm Hg and HR
66.2(8.4) beats/min over basal values (P<.01). In control
rats, smaller responses were observed, SBP increased
28.33(3.10) mm Hg, DBP 13.0(1.9) mm Hg and HR
23.0(5.0) beats/min over basal values (P<.01).

Conclusions. Long-term fructose diet in rats induces
cardiovascular hyperactivity of AV3V neurons to sodium
chloride, and is associated to hypertension and insulin-
resistance.

Key words: Hypertension. Autonomic nervous system.
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INTRODUCCION

Con el objetivo de inducir en animales de experi-
mentaciéon cambios parecidos al sindrome metabdli-
co observado en humanos, se ha ensayado la admi-
nistracién a largo plazo de una dieta con alto
contenido en fructosa', una dieta con alto contenido
de sacarosa® y una dieta enriquecida en lipidos®. El
modelo de dieta enriquecida en fructosa suministra-
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ABREVIATURAS

AV3V: regién anteroventral del tercer ventriculo
de ratas.
FC: frecuencia cardiaca.
HOMA: evaluacion metabdlica homeostatica.
NacCl 1,5 mol: cloruro de sodio hiperténico 1,5 mol.
PAD: presion arterial diastdlica.
PAS: presioén arterial sistdlica.

da a roedores por periodos de una semana*a un
mes® induce cambios similares a los observados en
el sindrome metabdlico humano, como obesidad, re-
sistencia a la insulina, hiperinsulinemia, hipertrigli-
ceridemia e hipertension®.

Los pacientes con sindrome metabdlico presentan
un incremento del riesgo de eventos cardiovascula-
res’8. Estos pacientes presentan dislipemia, obesidad
abdominal, hipertension, hiperuricemia y mayor sen-
sibilidad a la ingesta de sal como resultado de una re-
duccién de la excrecidon renal de sodio®!; también
muestran incremento de la reactividad vascular a la
noradrenalina! y resistencia a la insulina asociada
con el incremento de la actividad simpética. Todos
ellos son factores que contribuyen al desarrollo de hi-
pertension arterial'> observada en estos casos. La re-
sistencia a la insulina se acompafa casi siempre de
concentraciones plasmadticas elevadas de esta hormo-
na, la cual posee actividad mitogénica en las fibras
musculares lisas de las arterias y contribuye al au-
mento de la resistencia periférica y el desarrollo de
aterosclerosis'*!5, Igualmente, en el sindrome meta-
bdlico se ha observado una reduccién de la ganancia
de los barorreceptores, lo cual contribuye a sostener la
hipertensién arterial'®. Los pacientes con sindrome
metabdlico también muestran hipertrigliceridemia, re-
duccién de la concentracién de colesterol unido a li-
poproteinas de alta densidad (cHDL) y aumento de
las particulas de colesterol unido a lipoproteinas de
baja densidad (cLDL) pequefias y densas'™°. Todos
estos factores estan asociados con la presencia de dis-
funcion endotelial, 1o cual reduce la funcion vasodila-
tadora arterial y aumenta atin més el riesgo de ateros-
clerosis?®2!,

La estimulacién con cloruro de sodio hiperténi-
co del drea anteroventral del tercer ventriculo
(AV3V) cerebral de la rata produce elevacién de la
presién arterial y la frecuencia cardiaca a través
de eferencias simpdticas??; esta respuesta a la esti-
mulacion de areas cerebrales sensibles al NaCl,
moduladoras de la presion arterial, no ha sido ex-
plorada en roedores alimentados con dieta enri-
quecida en fructosa. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la magnitud de la respuesta antes mencio-

nada en ratas con sindrome metabdlico experi-
mental inducido por la administracién a largo pla-
zo de una dieta enriquecida en fructosa durante 6
meses, un tiempo mayor al utilizado por otros in-
vestigadores.

METODOS

Se emplearon ratas macho de la cepa Sprague-Daw-
ley, con un peso inicial de 200-250 g, mantenidas en
jaulas de acuerdo con las normas éticas de investiga-
cion en animales, con ciclos de 12 h de luz. El peso
corporal fue registrado semanalmente con una balanza
para animales pequefios.

Dieta

A un grupo de 12 ratas se les suministré una dieta
especial enriquecida con fructosa al 60% mezclada en
la comida comprimida (Catarina®) durante 6 meses y
libre acceso al agua corriente filtrada. Al grupo control
de 12 ratas se lo aliment6 con comida comprimida co-
mercial (Catarina®) sin fructosa, en las mismas condi-
ciones antes descritas.

Ensayos bioquimicos

Se tomaron muestras sanguineas al final del sexto
mes de la administracién de las dietas, se separd el
plasma y se realizaron las siguientes determinaciones
bioquimicas: glucosa, triglicéridos, colesterol total y
acido urico, los cuales fueron analizados con un méto-
do estandarizado y automatizado de laboratorio (Spin
React Lab®. Model 180).

La concentracion sérica de insulina plasmatica fue
determinada con un kit especial ultrasensible de tipo
analisis del inmunoadsorbente unido a la enzima (1,3
Ultrasensitive kit ALPCO®, Estados Unidos). La resis-
tencia a la insulina se calcul6 de acuerdo con la ecua-
ci6n usada en humanos, conocida como evaluacion
metabdlica homeostitica (HOMA)*-2° después de 12 h
de ayuno.

Determinacion de la presion arterial
y la frecuencia cardiaca

La presién arterial y la frecuencia cardiaca fueron
medidas mensualmente de forma no invasiva con un
pletismégrafo digital de cola (Letica, Modelo 5001°,
Espaiia).

Después de 6 meses de suministrar la dieta con
un alto contenido de fructosa, las ratas que mos-
traron hipertensién, hiperinsulinemia y dislipe-
mia fueron utilizadas para evaluar los efectos he-
modindmicos producidos por la microinyeccién
de NaCl hiperténico en la regién AV3V del cere-
bro.

Rev Esp Cardiol. 2007;60(9):952-8 953
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Efectos hemodinamicos producidos por la
microinyeccion de NaCl hiperténico en AV3V

Las ratas alimentadas con ambas dietas fueron anes-
tesiadas con pentobarbital 35 mg/kg, y la arteria y la
vena femorales derechas, canuladas con catéteres de
polietileno PE-50. El catéter arterial permitio el regis-
tro continuo de la presioén arterial sistélica (PAS) y
diastdlica (PAD) mediante un transductor tipo strain-
gauge; el catéter venoso fue usado para la administra-
cioén de soluciones o farmacos. La frecuencia cardiaca
fue registrada con un tacégrafo (Letica, Modelo CAR
300, Espaia) activado por las ondas de pulso de la pre-
sidn arterial.

La cabeza de la rata fue sostenida en un aparato es-
tereotdctico (David Kopf Instruments®, Estados Uni-
dos), y las coordenadas para ubicar la region AV3V
utilizadas, tomando como referencia el bregma, fueron
las siguientes: anteroposterior 1,0 mm, lateral 0,5 mm,
profundidad 7,5 mm?,

Las microinyecciones de NaCl 1,5 mol fueron reali-
zadas en 2 min con un aguja de acero inoxidable de
0,2 mm de diametro, en un volumen de 2 pl con una
jeringa Hamilton®; el espacio muerto fue considerado
para el volumen de inyeccion.

La presién arterial y la frecuencia cardiaca fueron
registradas en forma continua antes y después de la
microinyeccién del NaCl hipertonico hasta el regreso
de las variables a los valores basales. Se efectuaron ex-
perimentos de control con microinyecciones de 2 ul de
liquido cefalorraquideo artificial isoténico, como ha
comunicado previamente nuestro laboratorio?, lo cual
no induce ningin cambio hemodindmico (resultados
no mostrados).

Anadlisis estadistico

Los datos estdan expresados como la media + error
estdndar. Las diferencias estadisticamente significa-
tivas entre las medias fueron evaluadas con la prue-
ba de la t de Student para datos no apareados. La t
de Student para datos apareados se utilizé para
comparar las diferencias entre los grupos inmediata-
mente antes y después de la microinyeccidén de
NaCl. La prueba de ANOVA fue utilizada para eva-
luar las posibles diferencias significativas entre las
mediciones de los distintos grupos. Se utilizé el
programa estadistico SPSS versioén 11 para agilizar
los célculos estadisticos.

RESULTADOS

Después de 6 meses de suministrada la dieta
enriquecida en fructosa, el peso de 12 ratas au-
mentd significativamente (p < 0,05) hasta 505 =
37 g, en comparacién con los 375 + 26 g regis-
trados en las que recibieron dieta convencional.
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Las ratas alimentadas con dieta enriquecida en
fructosa mostraron los siguientes cambios plas-
méticos, después de 12 h de ayuno: glucemia,
110,2 £ 5,1 frente a control 63,0 + 2,2 mg/dl; in-
sulina plasmética, 42,9 = 8,3 frente a control
18,3 + 7,4 pU/ml; triglicéridos, 175,5 + 4,68
frente a control 65,5 = 7,8 mg/dl; colesterol to-
tal, 106,2 + 16,4 frente a control 40,3 + 3,8
mg/dl, y acido trico, 2,8 + 0,3 frente a control
1,4 £ 0,4 mg/dl; estos cambios bioquimicos fue-
ron estadisticamente significativos (p < 0,01). El
indice HOMA, calculado segiin la siguiente
ecuacién:

insulina plasmdtica en ayunas (uU/ml)
x glucemia en ayunas (mmol/l)

HOMA = 7.5

fue significativamente mayor (p < 0,01) en el grupo
alimentado con fructosa; 11,63 frente a 2,78 en el gru-
po control.

Presion arterial y frecuencia cardiaca basal

La presién arterial al final del periodo de alimenta-
cién con fructosa fue la siguiente: PAS, 152,0 + 2,0
mmHg (grupo control, 120,4 + 3,5 mmHg) (p < 0,01);
PAD, 1164 + 2,13 mmHg (grupo control, 74,58 +
2,49 mmHg) (p < 0,01).

La frecuencia cardiaca basal no difiri6 significativa-
mente (p > 0,05) entre controles (344 + 6,70 lat/min)
y ratas alimentadas con fructosa (345,5 + 7,67
lat/min).

Cambios hemodinamicos por la
microinyeccion de NaCl 1,5 mol en AV3V

Después de 6 meses de la administracion de 2,0 pl
de NaCl 1,5 mol en AV3V, la PAS aument6 28,33 +
3,1 mmHg sobre el valor basal en las ratas control. La
misma microinyeccién de NaCl administrada en las
ratas alimentadas con fructosa indujo un incremento
mayor y significativo de la PAS de 44,64 + 3,6 mmHg
(p < 0,01) (fig. 1) sobre el valor basal. En las ratas
control, la PAD aument6 13,0 + 1,9 mmHg sobre el
valor basal y 19,9 + 2,4 mmHg (p < 0,01) en las ratas
alimentadas con fructosa (fig. 2).

Después de 6 meses, la frecuencia cardiaca aument6
23,0 += 5,0 lat/min sobre el valor basal en las ratas con-
trol y 66,2 + 8,4 lat/min en las ratas alimentadas con
fructosa con la microinyeccién de NaCl 1,5 mol en
AV3V (p <0,01) (fig. 3).

La respuesta hipertensiva y la taquicardia fueron
de mayor duracién en las ratas alimentadas con fruc-
tosa (70 = 7 min), al compararla con las ratas que re-
cibieron dieta convencional (45,5 + 5,5 min) (p <
0,01).
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Fig. 1. Efecto de la microinyeccion de
2 pl de NaCl 1,5 mol en la region ante- 50
roventral del tercer ventriculo sobre la
presion intraarterial sistolica (PAS) del
grupo control (n = 12) y de ratas ali- 04

mentadas con dieta enriquecida al 60%
en fructosa (n = 12). Las barras mues-
tran el promedio y las lineas verticales
el error estandar de la media.

*p < 0,01 frente a valor basal preinyec-
cion de NaCl 1,5 mol.
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Fig. 2. Efecto de la microinyeccion de
2 pl de NaCl 1,5 mol en la region ante-
roventral del tercer ventriculo sobre la 207
presion intraarterial diastélica (PAD) del

grupo control (n = 12) y de ratas ali- 0-
mentadas con dieta enriquecida al 60%
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en fructosa (n = 12). Las barras mues-
tran el promedio y las lineas verticales

M Control pre-NaCl 1,5 mol [ Control post-NaCl 1,5 mol
el error estandar de la media. [ Metabdlicas pre-NaCl 1,5 mol [ Metabdlicas post-NaCl 1,5 mol

*p < 0,01 frente a valor basal preinyec-

cién de NaCl 1,5 mol.

DISCUSION

La administracién de la dieta enriquecida con fruc-
tosa durante 6 meses indujo cambios metabdlicos en el
plasma mayores que los encontrados por los investiga-
dores que la administraron entre 2 semanas y un mes.
La administracion mds prolongada se basa en que la
ingesta de macronutrientes en la dieta humana se lleva
a cabo durante largos periodos de la vida, y 6 meses de
suministro de esta dieta en las ratas corresponden

aproximadamente a 1/5 parte de la vida de este roedor.
Este tiempo mayor de exposicién a la fructosa aumen-
t6 la glucosa plasmadtica un 74,6% sobre el grupo con
dieta convencional. Dicho aumento es mucho mayor
que el obtenido con tiempos mads cortos de administra-
cién; es decir, un 9,5% en dos semanas* y un 11,5-
12% después de un mes de suministrar la dieta rica en
fructosa®?. Obviamente, el tiempo mas prolongado de
administraciéon constituye un estimulo mayor y mads
prolongado para las células beta del pancreas'**?’. Por

Rev Esp Cardiol. 2007;60(9):952-8 955
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Fig. 3. Efecto de la microinyeccion de
2 pl de NaCl 1,5 mol en la region ante-
roventral del tercer ventriculo sobre la

frecuencia cardiaca (FC) del grupo con-
trol (n = 12) y de ratas alimentadas con

M Control pre- NaCl 1,5 mol

[ Control post-NaCl 1,5 mol
[] Metabdlicas pre-NaCl 1,5 mol [J Metabdlicas post-NaCl 1,5 mol

dieta enriquecida al 60% en fructosa (n
=12). Las barras muestran el promedio
y las lineas verticales el error estandar

de la media. *p < 0,01 frente a valor ba-
sal preinyeccion de NaGl 1,5 mol.

esta razén, probablemente, el aumento de insulina
plasmadtica fue mayor en nuestros experimentos; es de-
cir, 2,3 veces mayor que en el grupo control, a diferen-
cia de lo obtenido con 7-30 dias de dieta rica en fruc-
tosa, la cual produce aumentos de insulina en el rango
del 0,41 al 2,16%, respectivamente',

El aumento de la concentracién plasmatica de insu-
lina no fue suficiente para normalizar los valores de
glucemia en los animales debido al desarrollo simulté-
neo de resistencia a la insulina, un hallazgo parecido al
observado en la diabetes tipo 2%

La resistencia a la insulina fue demostrada en nues-
tros experimentos por el incremento en el indice
HOMA a pesar de las limitaciones que presenta este
indice como medida para estimar la sensibilidad a la
insulina®*, Otros investigadores han demostrado re-
sistencia a la insulina en ratas alimentadas con dieta de
alto contenido en fructosa, y han utilizado un tiempo
mas corto de administracién de dicha dieta's.

El incremento de los triglicéridos plasméticos es el
resultado de la mayor ingesta de hidratos de carbono y
del estado de resistencia a la insulina, como se ha ob-
servado en modelos experimentales y en el sindrome
metabdlico de los humanos. El mecanismo subyacente
es la disminucién de la sintesis y el almacenamiento
de triglicéridos en el tejido adiposo, provocado por re-
duccién de la actividad de la lipoproteinlipasa en este
tejido y el deterioro de la sintesis hepatica de glucége-
no’!.

El aumento de colesterol plasmatico obtenido en
nuestros experimentos es similar al observado en ratas
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sometidas a una dieta enriquecida en hidratos de car-
bono?2.

La dieta con un alto contenido de fructosa incre-
ment6 el peso corporal debido a la acumulacién de
grasa en el tejido adiposo. Al final de los experi-
mentos, la autopsia revelé macroscépicamente la
acumulacion extensa de tejido adiposo visceral que
rodea los érganos abdominales en las ratas que reci-
bieron la dieta enriquecida en fructosa, en compara-
cién con lo observado en el grupo control. En con-
cordancia con este hallazgo, se ha encontrado una
mayor actividad simpdtica en pacientes obesos con
disposicién de grasa predominantemente visceral®®.
Este mecanismo contribuye al desarrollo de hiper-
tension arterial en humanos y es probable que expli-
que la hipertension arterial encontrada en las ratas
que reciben dieta enriquecida con fructosa durante
largo tiempo.

La dieta con un alto contenido en fructosa puede in-
ducir resistencia a la insulina por estimulacién repetiti-
va de las células beta pancreaticas, lo cual produce un
incremento de las concentraciones de insulina en plas-
ma. La interaccién incrementada de la insulina con sus
receptores en los tejidos diana, como el muscular y el
adiposo, altera el receptor y provoca autofosforilacién
de los residuos de tirosina en los dominios internos del
receptor**y cambios en la expresién y distribucién de
los transportadores celulares de glucosa®-¢,

Otros mecanismos que pueden explicar la hiper-
tension observada en las ratas alimentadas con dieta
rica en fructosa incluyen los siguientes: incremento
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de la reabsorcién de sodio en el rifién inducido por
la hiperinsulinemia®’-*, reactividad arterial incre-
mentada a la endotelina?>?*, reduccién de la accidon
vasodilatadora endotelial'®?! e hiperactividad simpa-
tica provocada por el sodio al alcanzar las neuronas
de la regién AV3V, como hemos demostrado en este
trabajo. Este aumento de la descarga simpatica, in-
ducido por el cloruro de sodio, es probablemente
uno de los mecanismos que mantiene la elevacion de
la presion arterial en las ratas con dieta elevada en
fructosa. El mecanismo por el cual los circuitos neu-
ronales de AV3V se tornan hiperactivos al cloruro de
sodio no estd claro; una posibilidad podria ser un
efecto sensibilizador provocado por la insulina ele-
vada en el plasma al pasar en mayor concentracién
al area AV3YV, la cual estd exenta de barrera hemato-
encefélica. El &rea AV3V incluye el 6érgano subforni-
cal y el 6rgano vasculoso de la lIdmina terminal, que
poseen una permeabilidad incrementada a sustancias
de alto peso molecular debido a la ausencia de la ba-
rrera antes citada***!, En concordancia con este argu-
mento, experimentos en los cuales se aplicaron mi-
croinyecciones de insulina en el érgano subfornical
y en las cercanias del drea AV3V han demostrado te-
ner un efecto hipertensor*.

CONCLUSIONES

1. La dieta con un alto contenido de fructosa admi-
nistrada a largo plazo generd en los animales un cua-
dro metabdlico de resistencia a la insulina e hiperten-
sién arterial.

2. Nuestros experimentos demuestran que la dieta
con alto contenido de fructosa induce una respuesta hi-
pertensora exagerada a la estimulacién del drea AV3V
con NaCl hiperténico (NaCl 1,5 mol).
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