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El glicerol incrementa la hipertension inducida
por la ingestion de fructosa en la rata
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RESUMEN

Una dieta enriquecida en fructosa es capaz de producir hipertension arterial en la rata. El obje-
tivo de este trabajo fue potenciar las alteraciones glucolipfdicas que acompanan este proceso y
estudiar su impacto sobre la presi6n arterial (PA). Las ratas se dividieron en cuatro grupos se-
gun la dieta: C, dieta estandar; G, glicerol a15% en la bebida; F, 55% de fructosa en reemplazo de
la dextrina y FG, la misma dieta que F y glicerol al 5%. Al final de dos semanas los valores de PA
fueron mayores en el grupo F con respecto al C y en el FG con respecto a ambos. La insulinemia
se vio incrementada en el grupo FG con respecto a los otros tres grupos. La trigliceridemia fue
superior en los tres grupos experimentales (G, F y FG) con respecto al control. Los anillos de
aorta mostraron una ED50 menor al forbol 12,13-dibutirato (PDBu) en FG con respecto al C, con
una correlaci6n positiva ED 50 PDBu/PA: r = 0,69 (r 2 = 0,48). Se concluye que la administraci6n de
glicerol a ratas alimentadas con una diets rica en fructosa potencia el desarrollo de HTA. Ade-
mas, las correlaciones positivas entre la sensibilidad PDBI.t y la insulinemia por un lado y la PA
por el otro, sugieren la participaci6n de la proteinquinasa C (PKC) entre los mecanismos que
conducen a las alteraciones que se desarrollan en estos parametros. REV ARGENT CARDIOL 2000;
68: 87-92.
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INTRODUCCION
Se ha descripto que una dieta enriquecida en

fructosa es capaz de producir hipertension arterial
(HTA) en la rata, acompanada de hipertrigliceride-
mia, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina e in-
tolerancia a la glucosa. (1-5). Asimismo, se ha suge-
rido que la hiperinsulinemia y/o la resistencia a la
insulina estarian relacionadas con el aumento en la
presi6n arterial (PA). (6, 7). Sin embargo, la hiperin-
sulinemia y la hipertensi6n tambien son procesos que
se desarrollan en forma independiente. (7, 8). La al-
teraci6n en el metabolismo de los lipidos que acom-
pana a la hipertensi6n por sobrecarga de fructosa es
otro de los factores para considerar. Se ha observado
un "circulo vicioso" que se desarrolla entre la hiper-
trigliceridemia y la insulinorresistencia, (9) que hace

dificil establecer con certeza cual de estas alteracio-
nes es responsable de la otra. El hecho es que el me-
canismo responsable de la HTA en este modelo no se
ha esclarecido completamente.

Por otro lado, Prentki y Corkey (10) desarrollaron
una hip6tesis segun la cual la alteraci6n de la secre-
ci6n de insulina en los pacientes diabeticos de tipo II
(diabetes mellitus no insulinodependiente) seria la
consecuencia de alteraciones en el metabolismo de
los glucidos y de los lipidos, que producirian el in-
cremento intracelular de Acil CoA de cadena larga
(CL-CoA). Esto derivaria en la formaci6n de acido
fosfatidico y diacilglicerol, capaces de estimular di-
versas isoformas de la proteinquinasa C (PKC). La
activaci6n de esta enzima tambien podria explicar el
incremento en la resistencia vascular periferica por
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sus conocidas acciones: 1) inhibicion de la oxido ni-
trico sintasa (NOS) de las celulas endoteliales, dis-
minuyendo la disponibilidad de oxido nitrico (NO)
de potente accion vasodilatadora, 2) aumento de la
produccion de radicales libres de oxigeno, que de
manera indirecta harfan descender aun mas el ya de-
ficiente NO por su transformaci6n en peroxinitrito,
3) fosforilacion de proteinas directamente relaciona-
das con la contraccion del musculo liso vascular y 4)
produccion de hipertrofia e hiperplasia de la capa
muscular de los vasos. (11, 12)

En el presente trabajo se estudio el trastorno me-
tabolico producido por una dieta rica en fructosa y
potenciado por el suministro concomitante de glice-
rol en el agua de bebida, sobre el desarrollo de la
presion arterial y su relacion con la PKC vascular.
Este ultimo factor se evaluo a traves de estudios de
contractilidad vascular in vitro bajo estimulo con
12,13 forbol dibutirato (PDBu).

MATERIAL Y METODOS

Animales
Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho, de

180-230 gramos al comienzo del estudio. Los anima-
les se mantuvieron a una temperatura de 22 ± 2°C y
con el aire adecuadamente reciclado. Inicialmente,
todas las ratas fueron alimentadas con una dieta es-
tandar (Asociacion Cooperativas Argentinas) con la
siguiente composicion (P/P): 20% proteina, 3% gra-
sa, 2% fibra, 6% minerales y 69% almidon y suple-
mentos de vitaminas. Luego de dos semanas los ani-
males fueron divididos en cuatro grupos: 1) control
(C) (n = 5), que continuaron con la dieta estandar y
recibieron agua como bebida, 2) glicerol (G) (n = 5),
que recibieron la misma dieta solida y como bebida
una solucion de glicerol al 5% V / V, 3) fructosa (F) (n
= 4), que recibieron una dieta especial compuesta
por los mismos componentes que la dieta comun,
salvo en los hidratos de carbono, en los que el 69%
de almidon se reemplazo por 55% de fructosa mas
14% de almidon, y agua como bebida, y 4) fructosa-
glicerol (FG) (n = 5), que recibieron la misma dieta
que el grupo 3 y la solucion de glicerol al 5% como
bebida. Todos los grupos fueron examinados a los
catorce dias de realizado el manipuleo en las dietas.

Medida de la presion arterial y del peso
Los animales fueron entrenados dos veces por se-

mana a la 1:00 PM para procedimiento de medicion
de la presion arterial (PA), desde la semana previa
al cambio dietetico. La presion sistolica se determi-
no por metodo indirecto en la cola de la rata, con
una celula fotoelectrica conectada a un amplificador
(II TC modelo 47, Woodland Hills, California, USA)
en serie con un osciloscopio (tipo 532 TEKTRONIC
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Inc, Portland Oregon, USA) para visualizar el pul-
so. Como presion sistolica correspondiente a cada
determinacion se tome el promedio de tres lecturas
consecutivas estables. Para las comparaciones esta-
disticas se utilize el promedio de los valores de las
presiones correspondientes a los dias 11 y 13 del es-
tudio. Ademas, se registro el peso de los animales
en cada oportunidad en que se midio la PA.

Determinaciones bioquimicas
El dia 14 desde el comienzo del estudio, los ani-

males fueron mantenidos en ayunas durante cinco
horas y luego anestesiados con pentobarbital sodico
intraperitoneal (60 mg/kg de peso). Luego de 45
minutos, recibieron una dosis de refuerzo de 30 mg/
kg. A los 45 minutos desde esta nueva dosis, se to-
maron muestras de sangre del plexo venoso
retrocular, que inmediatamente se centrifugaron y
se conservaron a -20°C hasta el momento de la de-
terminaci6n de la glucosa, los trigliceridos, la insu-
lina y el nivel de nitratos/nitritos plasmaticos.

Los niveles de glucosa (Kit Winner Glycemia HK,
UV) y trigliceridos (Boehringer Mannheim GPO-PAP,
enzymatic method kit) se determinaron con metodos
espectrofotometricos (Automatic Analizer Abbot
Spectrum CCX). La insulina se determine en mues-
tras de plasma por el metodo descripto por Herbert
y colaboradores. (13) Para la determinacion de nitri-
tos/nitratos, las muestras de suero se desproteiniza-
ron mediante centrifugacion durante 45 minutos a
7500 g utilizando filtros de ultrafiltracion (MSI, MA,
USA). El nivel de nitritos/nitratos se midio por el
metodo de Griess, previa reduccion de los nitratos a
nitritos con la enzima nitrato reductasa de Aspergillus
sp (Boehringer Mannheim). (14) El limite de detec-
cion fue de 5 .tmol/L y el coeficiente de variacion
para dos lecturas consecutivas fue menor del 5%.

Contractilidad de anillos vasculares
Comenzando el dia 15 del estudio, se sacrificaron

conjuntos de cuatro ratas (una de cada grupo). Se
disec6 rapidamente la aorta toracica, para ser colo-
cada en solucion de Krebs fria [(mmol/L) NaCl, 120;
KCl, 4,8; KH 2PO 4 , 1,2; MgSO4 . 7H20, 1,3; CaC1 2 1,6;
NaHC03,25; Dextrosa, 10; EDTA, 0,03], donde se pro-
cedio a la remoci6n del exceso de tejido adventicial.
De cada aorta toracica se obtuvo un anillo de 3 mm
de longitud que se suspendio en un bano de organo
individual de 3 ml. La solucion de Krebs se mantu-
vo a 37 ± 0,2°C y se equilibro a un pH de 7,4 me-
diante burbujeo de carb6geno (5% CO2 - 95% 0 2). La
tension desarrollada por el musculo liso vascular se
registro con transductores de fuerza isometrica (Grass
FTO3) conectados a un amplificador en serie con una
PC con un programa adecuado de grabacion. Los
anillos se mantuvieron a una tension de 2 g durante
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un tiempo de equilibracion de 60 minutos durante
el cual la solucion de Krebs se cambio y la tension se
renovo cada 15 minutos. Luego de este tiempo se
determinaron curvas dosis-respuesta al 12,13 forbol
dibutirato (PDBU, 5,10 -1 mol/L-5,10 -6 mol/L).

Analisis estadfstico
Los datos se expresan como media ± error estan-

dar. Las comparaciones entre los grupos se realiza-
ron utilizando ANOVA y la prueba a posteriori de
Newman-Keuls cuando se obtuvieron diferencias
significativas (p < 0,05).

RESULTADOS
Efectos de la fructosa y el glicerol en la PA y el
peso

Los valores de PA a las dos semanas del suminis-
tro de las dietas experimentales se encuentran
graficados en la Figura 1. Se observaron incremen-
tos significativos en los valores de PA entre los gru-
pos F versus C (p < 0,005), versus G (p < 0,005) y FG
versus C (p < 0,001), versus G (p < 0,001) y versus F (p
< 0,005) (Figura 1). Con respecto al peso de los ani-
males, no se observaron diferencias significativas al
final de las dos semanas de tratamiento (datos no
incluidos).

Determinaciones de glucemia, trigliceridemia,
insulinemia y nitritos/nitratos

Como se observa en la Figura 2, en el dia 14 los
valores de glucemia para los grupos G, F y FG no
fueron significativamente diferentes de los hallados
en el grupo C. Sin embargo, la glucemia fue signifi-
cativamente superior en el grupo F con respecto al
FG (p < 0,05). Las concentraciones de los trigliceri-
dos plasmaticos en los grupos G (p < 0,02), F (p <
0,03) y FG (p < 0,02) fueron significativamente su-
periores a las encontradas en el grupo C, sin que se
encontraran diferencias entre estos tres grupos. Las
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Fig. 1. Presion arterial en los grupos control (C), glicerol (G),
fructosa (F) y fructosa + glicerol (FG); * indica el grupo cuyos
valores resultaron significativamente diferentes.

concentraciones plasmaticas de insulina aumenta-
ron significativamente en los animales del grupo FG
con respecto a los otros tres grupos (p < 0,001).

Por otra parte, los valores nitritos/nitratos (gM)
no mostraron diferencias significativas entre los di-
ferentes grupos: C (n = 5), 39,4 ± 3,6; G (n = 5), 49,2 ±
5,9; F (n = 4), 41,0 ± 8,8; FG (n = 5), 31,9 ± 2,9.

Contractilidad vascular
En la Figura 3 pueden verse las curvas de dosis-

respuesta realizadas con PDBu. Ellas permiten ob-
servar, para una concentracion de PDBu 3,42 10-7M,
una respuesta mayor en los anillos obtenidos de ani-
males del grupo FG con respecto a los otros tres gru-
pos (C: p < 0,005, G: p < 0,001 y F: p < 0,005). En el
punto siguiente de la curva (PDBu 7,27 10 - 'M), los

Insulinemia
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Fig. 2. Glucemia, trigliceridemia e insulinemia en los grupos control (C), glicerol (G), fructosa (F) y fructosa + glicerol (FG); * indica el
grupo cuyos valores resultaron significativamente diferentes.
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Curva Dosis-Respuesta a! PDBu

PDBu (-log M)

Fig. 3. lzquierda: Curvas dosis-respuesta al PDBu. Control (C), glicerol (G), fructosa (F) y fructosa + glicerol (FG). * FG significativamente
diferente versus C (p < 0,001) y F (p < 0,005). t indica diferencias significativas de G (p < 0,05), F (p < 0,05) y FG (p < 0,02), con respecto al
grupo control (C). f indica diferencias significaivas entre los grupos FG (p < 0,05) y G (p < 0,05) respecto de F. Derecha: ED, al PDBu, -log
M (media ± error estandar).
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grupos G (p < 0,05), F (p < 0,05) y FG (p < 0,02) mos-
traron una respuesta mayor a la encontrada en el
grupo C. Asimismo, se observo una ED,0 significa-
tivamente menor (lo que nos habla de mayor sensi-
bilidad) en los anillos de aorta del grupo FG respec-
to de C (p < 0,001), G (p < 0,001) y F (p < 0,002). La
tension maxima desarrollada (Tmj~) se observo in-
crementada en el grupo F con respecto a los grupos
G y FG (p < 0,05), con dosis de PDBu de 1,30 10-6 y
2,05 10-6M.

La Figura 4 muestra las correlaciones entre PA e
insulinemia (correlacion positiva, r = 0,43, r 2 = 0,19),
sensibilidad al PDBu y PA (correlacion positiva, r =
0,69, r 2 = 0,48) y sensibilidad al PDBu e insulinemia
(correlacion positiva r = 0,72, r2 = 0,52). Siendo acep-
tado que la contraccion producida por esteres del
forbol esta mediada por activacion directa de la PKC,
(15) puede verse que existe una vinculacion mas clara
entre la PA y la PKC por un lado y la insulinemia y
la PKC por el otro, que entre PA e insulinemia. Esto
parece sugerir que el origen de la hiperinsulinemia
y de la hipertension se podria explicar por una alte-
racion comun en la que se veria implicada la PKC.

DISCUSION
El suplemento de glicerol en el agua de bebida

en ratas alimentadas con una dieta enriquecida en
fructosa, potenci6 el desarrollo de hipertension y el
incremento de la presi6n arterial se correlacion6 di-
rectamente con una respuesta vascular mayor al
PDBu. Estos hallazgos sugieren una participaci6n de

P U

la PKC en el desarrollo de hipertension en este mo-
delo experimental. Si bien la activacion de la PKC
es capaz de inhibir la NOS y favorecer ademas la
inactivacion del NO, lo cual podria explicar la dis-
funcion endotelial descripta en este modelo, la au-
sencia de cambios en los nitritos/nitratos plasmati-
cos no permiten asociar el desarrollo de hiperten-
sion con una disponibilidad menor de NO. Estudios
previos sugieren que la PKC puede jugar un papel
importante en las alteraciones metabolicas de la dia-
betes. Segun una hip6tesis descripta en diabetes de
tipo II por Prentki y Corkey, (10) se producira un
trastorno glucfdico con incremento de malonil-CoA,
sustancia capaz de inhibir el metabolismo de los aci-
dos grasos incrementando los niveles de CL-CoA,
la formacion de DAG y el estimulo de la PKC. Otros
autores tambien describieron que niveles elevados
de glucosa incrementan la sintesis de DAG y la ac-
tivacion de la PKC en cultivos de celulas vascula-
res, en aorta, coraz6n y otros tejidos de ratas diabe-
ticas por tratamiento con estreptozotocina en un
modelo de diabetes de tipo I. (16-19) Sin embargo,
en la actualidad no existen estudios de relaci6n de
la PKC con la hipertension que se produce por una
dieta enriquecida en fructosa. La razon de suple-
mentar con glicerol a las ratas fructosa fue la de po-
tenciar el trastorno metab6lico que acompana al de-
sarrollo de hipertension. El suministro de glicerol
en la dieta induce hipertrigliceridemia semejante a
la producida por la fructosa debido a una actividad
disminuida de la lipoproteinlipasa. (20) El suminis-
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A fructose-enriched diet is known to promote ar-
terial hypertension in the rats. The aim of this study
was to evaluate blood pressure changes induced
by glycolipidic alterations related to hypertension.
Four groups of rats were studied: 1) controls (C),
fed with a standard diet and tap water; 2) glycerol
(G), maintained on a standard diet with the addi-
tion of 5% glycerol in tap water; 3)fructose (F), fed
with 55% fructose in the diet; and 4) fructose + glyc-
erol (FG), the same diet of F plus 5% glycerol in
tap water. At the end of the second week the re-
sults were as follows: blood pressure and insuline-
mia increased in FG vs. C, G and F groups.
Triglyceridemia increased in FG, F and G groups
vs C one. Aorta rings showed a lower ED,, to
phorbol 12,13-dibutirate (PDBu) in FG vs. C group.
There was a high positive correlation between ED.,
PDBu and BP (r = 0.69 r2 = 0.48). We conclude that
glycerol administration to rats on a diet rich in fruc-
tose, potentiates the development of hypertension.
Furthermore, correlations between ED 50 to PIDBu-
insulinemia, and between ED 50 to PDBU-BP sug-
gests a role for PKC in the mechanisms leading to
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tro de glicerol en la bebida, entonces, es una manio-
bra experimental interesante por su capacidad de po-
tenciar el trastorno lipidico ocasionado por el sumi-
nistro de fructosa, que permite dilucidar la impor-
tancia de la alteraci6n lipidica que acompafia el tras-
torno glt cido en el desarrollo de hipertensi6n. El
hecho de que los animales del grupo G no tuvieran
valores incrementados de PA podria deberse a que
conservaron la capacidad de metabolizar los acidos
grasos libres. En las ratas del grupo F, que presenta-
ron un trastorno lipidico junto con el glucidico, se
ha constatado el incremento de la PA. Los animales
del grupo FG, en los que la alteracinn del metabolis-
mo de los lipidos se ve potenciada, no solo mostra-
ron un valor de PA incrementada con respecto a los
del grupo F, sino tambien un valor de insulinemia
significativamente mayor, que se acompano de una
correlacion significativa entre la insulina y la sensi-
bilidad al forbol. Las altas correlaciones entre sensi-
bilidad al PDBu-insulina y sensibilidad al PDBu-PA
concuerdan con que una mayor activaci6n de la PKC
podria explicar la secrecion inadecuada de insulina
y el desarrollo de HTA en el modelo de ratas-fructosa.

SUMMARY

GLYCEROL INCREASES FRUCTOSE-INDUCED
HYPERTENSION IN RATS

Fig. 4. Correlaciones entre valores de presion arterial e insulinemia,
ED50 y presion arterial al PDBu y ED50 al PDBu e insulinemia.
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