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RESUMEN

Introduccion. El sindrome metabdlico (SM) y la obesidad son un problema de
salud publica del siglo XXI. EI SM es la asociacion de 3 o mas de los siguientes
componentes: hipertension, diabetes, resistencia a la insulina, dislipidemia,
obesidad, inflamacion y estrés oxidante (EOx). El dimorfismo sexual esta
implicado en la manifestacion del SM, observandose incremento del SM y
obesidad post-menopausia, ademas del aumento del EOx debido a la pérdida
de la sintesis endogena de estrogenos, particularmente el 17B-estradiol (Ey)
gue posee propiedades AOx. Objetivo. Evaluar el efecto antioxidante del E;, en
el adipocito de un modelo en rata wistar hembra con SM. Material y método.
Se utilizaron ratas Wistar hembras con peso inicial de 100 £+ 10 g subdivididos
en 4 grupos: Gpo. Control (C), Gpo. SM, Gpo. SM Ovariectomizado (Ovx) y
Gpo. SM Ovx + E». ElI SM se indujo administrando sacarosa al 30% en el agua
de bebida durante 24 semanas. Antes del sacrificio de los animales se registré
el peso y presion arterial sistélica (PAS), después del sacrificio se diseco, peso
la grasa intra-abdominal y se aislaron los adipocitos. En el suero se
determinaron las concentraciones de colesterol, triglicéridos (TG), glucosa,
insulina, HOMA, leptina y E,. En el adipocito se determiné el indice de
lipoperoxidacion, capacidad AOx no enzimética y la actividad de las enzimas
SOD Cu-Zn y Mn, CAT y GPx. Resultados. La actividad de las enzimas SOD
Cu-Zn, Mn, CAT y GPx no present6 diferencia significativa en el grupo C vs.
SM, pero en el grupo SM Ovx la actividad de estas enzimas disminuyo
significativamente vs. SM y SM Ovx+E,. La lipoperoxidacion aumenté y la
capacidad AOx no enzimatica disminuy0 significativamente en SM Ovx, vs. SM
y SM Ovx+E,. Conclusion. Los resultados sugieren que la eliminacion del E;
por la ovariectomia, disminuye la actividad de las enzimas AOx en el tejido
adiposo intra-abdominal de ratas hembras con SM, ademas incrementa la
lipoperoxidacién y disminuye la capacidad AOx no enzimatica.

Palabras clave: Sindrome metabdlico, estrés oxidante, 17(-estradiol,
adipocito.
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1. MARCO TEORICO

1.1 SINDROME METABOLICO y OBESIDAD

El Sindrome metabdlico (SM) se define como el conjunto de alteraciones
metabdlicas (Anagnostis, 2012), que incluyen los siguientes criterios
diagnésticos: hipertension, diabetes, resistencia a la insulina, dislipidemia y
obesidad (Péerez y Banos, 2011), la inflamacion sistémica, también es
considerada por algunos autores como un criterio diagnéstico (Alemany, 2012).
La definicion mas aceptada incluye tres o mas de los criterios diagnésticos
anteriormente referidos; algunas de las definiciones utilizadas parten de
pardmetros establecidos por el Panel de Tratamiento para el Adulto Il (ATP-III),
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y la Federacion Internacional de la
Diabetes (IDF), el parametro mas constante presente en el SM como criterio
diagnostico es la obesidad (Garcia y cols., 2008). Cabe mencionar que la
prevalencia del SM varia en funcién de la poblacion estudiada, determinada por

la edad, genero, raza, asi como la definicion que se utilice (Anagnostis, 2012).

La importancia de este sindrome radica en su elevada y creciente
prevalencia en los paises desarrollados, convirtiéendose en uno de los
problemas de salud publica del siglo XXI. EI SM no se trata de una
enfermedad sino de una asociacion de problemas de salud que pueden
aparecer de forma simultdnea o secuencial en un mismo individuo, causados
por la combinacion de factores genéticos y ambientales asociados al estilo de

vida (Sarmiento y cols.,2008).

El dimorfismo sexual esta claramente implicado en la manifestacion del
SM (Pérez y Banos, 2011) y tiende a aparecer mas a menudo en los hombres
adultos que en mujeres pre-menopausicas, contrario a esto, diversas
investigaciones describen que hay incremento del SM, en mujeres post-
menopausicas en comparacion con hombres de la misma edad (Regitz y cols.,
2007; Hong vy cols., 2009; Gustafsson y cols., 2011). Adicionalmente se asocia
el incremento del estrés oxidante (EOx) después de la menopausia; debido a la

pérdida de la sintesis endogena de estrogenos (E;) (Crist y cols., 2009).



La obesidad como uno de los componentes del SM, de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana (NOM-008-SSA3-2010, para el tratamiento integral del
sobrepeso y la obesidad) se define como una enfermedad caracterizada por el
exceso de tejido adiposo en el organismo (NOM-008-SSA3-2010). La OMS
define al sobrepeso y la obesidad como la acumulacién anormal o excesiva de

grasa que puede ser perjudicial para la salud (OMS, 2012).
EPIDEMIOLOGIA

En la actualidad, la obesidad se considera un problema de salud publica,
debido a su magnitud y trascendencia. El sobrepeso y la obesidad son el quinto
factor de riesgo de defuncion en el mundo. Cada afio fallecen 2,8 millones de
personas adultas como consecuencia del sobrepeso o la obesidad. Ademas, el
44% de los casos de diabetes, el 23% de los casos de cardiopatias isquémicas
y entre el 7% y el 41% de algunos canceres son atribuibles al sobrepeso y la
obesidad. Si bien el sobrepeso y la obesidad tiempo atras eran considerados
un problema propio de los paises de ingresos altos, actualmente ambos
trastornos estan aumentando en los paises de ingresos medianos y bajos, en

particular en los entornos urbanos (OMS, 2012).

Desde 1980, la obesidad se ha incrementado en el mundo. En el 2008,
1400 millones de adultos (de 20 y mas afios) tenian sobrepeso, dentro de este
grupo, mas de 200 millones de hombres y cerca de 300 millones de mujeres
eran obesos. Actualmente en el plano mundial, el sobrepeso y la obesidad
estan relacionados con un mayor numero de defunciones que la insuficiencia
ponderal (desnutricion). El 65% de la poblacion mundial vive en paises donde
el sobrepeso y la obesidad cobran mas vidas que la insuficiencia ponderal
(estos paises incluyen a todos los de ingresos altos y la mayoria de los de
ingresos medianos). No es raro encontrar la desnutricion y la obesidad
coexistiendo en un mismo pais, una misma comunidad y un mismo hogar
(OMS, 2012).

Anadido a lo anterior, la prevalencia de la obesidad en adultos varia de

10% a 25% en paises de Europa Occidental y de 20% a 25% en América



Latina. Estos porcentajes se elevan al 40% para las mujeres de Europa del
este y en paises del Mediterraneo, asi como para las mujeres Afroamericanas.
Los indios americanos y las poblaciones de América Latina y de ciertas islas
del Pacifico (melanesios, micronesios, y polinesios) tienen las prevalencias
mas altas. En América Latina, los datos de las encuestas realizadas en Brasil,
México y algunos paises del Caribe muestran que la obesidad es un problema
de salud publica cada vez mas grave, sobre todo entre mujeres (Rojas y cols.,
2012).

En México, estudios recientes demuestran que la incidencia y
prevalencia del sobrepeso y la obesidad, han aumentado de manera progresiva
durante los ultimos seis decenios y de modo alarmante en los ultimos 20 afios,
hasta alcanzar cifras de 10 a 20% en la infancia, 30 a 40% en la adolescencia y
60 a 70% en los adultos (NOM-008-SSA3-2010).

Los datos de la Encuesta Nacional de Enfermedades Croénicas (ENEC)
de 1993 revelaron una prevalencia de obesidad del 21,5%, la Encuesta
Nacional de Salud 2000 (ENSA) indicaron que el 24% de los adultos sufrian de
obesidad, finalmente los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
2006 (ENSANUT) revelaron que el 30% de los adultos de ambos sexos eran

obesos (Rojas y cols., 2012).
ETIOLOGIA

La acumulacion anormal o excesiva de grasa que se almacena en el
tejido adiposo es el resultado del desequilibrio crénico entre la ingesta y el
gasto energético. No existe una razon Unica que explique la epidemia de la
obesidad, dado que es compleja y estd influenciada por los habitos de
alimentacion, etapa de desarrollo, edad, actividad fisica y genes (Singla y cols.,
2010; Xie y cols., 2012). Sin embargo la causa mas comun de la obesidad, que
afecta a la poblacion en general, es el resultado de un balance energético

positivo.



1.2 TEJIDO ADIPOSO

Anteriormente, el concepto tradicional del tejido adiposo se referia a un
organo con pocas funciones metabdlicas, considerandolo solo como reservorio
pasivo del exceso de energia; sin embargo, a partir de 1987 y con las
investigaciones realizadas a través del tiempo, este concepto cambio, y
actualmente se considera un 6rgano complejo, esencial y metabdlicamente

activo (Kershaw y Flier, 2004).

El tejido adiposo blanco provee una reserva de combustible a largo plazo
en los mamiferos, representando la principal reserva de energia y se distribuye
en multiples depdsitos corporales, tanto interna como subcutaneamente (Pérez,
2007).

COMPOSICION

El tejido adiposo estd constituido por adipocitos maduros y la fraccion
estroma vascular integrada por pre-adipocitos, células sanguineas, células
endoteliales, macrofagos y fibroblastos, que pueden contribuir a la funcién del
tejido adiposo (Moreno y Martinez, 2002; Hocking y cols., 2010; Mirza, 2011,
Suganami y cols.,2012). El exceso de energia es almacenado en depdsitos
intracelulares de triglicéridos (TG) en el adipocito. El adipocito desarrolla
hipertrofia e hiperplasia y si este proceso es prolongado se desarrolla la

obesidad (Emanuela y cols., 2012; de Ferranti y Mozzaffarian, 2008).

Los adipocitos estan adaptados para almacenar vy liberar TG, reunidos
en una gota citoplasmatica Unica, el nacleo del adipocito queda ubicado en la
periferia. El tamafio del adipocito varia entre 10 a 100 um de acuerdo con el
estado nutricional, los adipocitos pueden modificar su diametro vy
consecuentemente su volumen, segun almacenen mas o menos TG. Estos
cambios son posibles debido a la elasticidad de la membrana plasmatica, que
le permite aumentar notablemente su volumen antes de alcanzar el "tamafio
critico”, a partir del cual se pone en marcha el mecanismo de division

adipocitaria. Cada adipocito subcutaneo almacena hasta 1.2 ug de TG, aunque



en los individuos de peso normal su contenido es de 0.4 a 0.6 pg por célula. En
los sujetos delgados el tejido adiposo contiene 18% de agua, 80% de TG y 2%
de proteinas, mientras que en los obesos el contenido graso aumenta y

disminuye proporcionalmente el contenido acuoso (Leibel y cols., 1990).
HIPERTROFIA e HIPERPLASIA

El tejido adiposo puede responder con rapidez y de forma dindmica, al
exceso de nutrientes mediante la hipertrofia e hiperplasia. La obesidad
hipertrofica, se caracteriza por gran cantidad de TG en los adipocitos sin
aumento en el nimero de células (Emanuela y cols., 2012; de Ferranti y

Mozaffarian ,2008; Marcano y cols., 2006).

La obesidad hiperplasica corresponde a una forma clinica de larga
duracion en la que el nimero de adipocitos es mayor, asi como la cantidad de
TG que contienen (Emanuela y cols., 2012). La cantidad de células grasas
aumentan rapidamente durante la infancia mayor y la pubertad, pero pueden
incrementar durante la vida adulta; este aumento puede llegar a ser de 3 a 5
veces mas de lo normal cuando existe obesidad en la nifiez o en la
adolescencia. El aumento en el numero total de células grasas se presenta
usualmente en individuos que superan el 75% de su peso deseable. El tamafio
de los adipocitos puede reducirse después de la restriccion caldrica, pero no
hay evidencias de que puedan existir pérdidas completas de adipocitos

formados (Marcano y cols., 2006).

FISIOLOGIA DEL TEJIDO ADIPOSO BLANCO

El tejido adiposo blanco realiza tres funciones principales: estructural
(como aislante térmico y protector de 6rganos), metabdlica (lipogénesis y
lipblisis) y secretora (responde y secreta hormonas, ademas de otras

sustancias) (Péerez, 2007; Marcano vy cols., 2006).

Las funciones metabdlicas del tejido adiposo blanco son dos: lipogénesis

definida como la sintesis de &cidos grasos y subsecuente sintesis de TG y



lipdlisis definida como la hidrélisis de TG (Zechner y cols., 2012; Kersten,
2001).

El tejido adiposo también secreta una variedad de moléculas
biolégicamente activas las adipocinas y adipocitocinas (Singla y cols., 2010;
Recanses vy cols., 2004; Rocha y Folco, 2011; Moreno y cols., 2010; Stradecki
y Jaworski, 2011; Tang v cols., 2012; Singla y cols., 2010). La leptina es una
de estas adipocinas, es un péptido anorexigénico que regula el apetito provee
una poderosa sefial catabdlica cerebral que inhibe la ingesta cal6rica e
incrementa el gasto de energia. Los receptores a la leptina no solo se expresan
en el sistema nervioso central también en los tejidos periféricos, actla través
de sus receptores Ob-Rb, proporcionando una sefial en el hipotalamo (Coelho
y cols., 2013).



1.3 OBESIDAD y ESTRES OXIDANTE

Diversos estudios han sugerido que la obesidad esta asociada con el
incremento del estrés oxidante (EOx), definido como el desequilibrio entre la
generacion de radicales libres (RL) y la defensa del sistema antioxidante (AOXx),
favoreciendo el incremento de los RL (Yu,1994). Los RL son &tomos que tienen
un electrén desapareado por lo que son muy reactivos ya que tienden a aceptar
un electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroguimica. Una de ellas cede electrones libres (proceso denominado
oxidacion) y otra necesariamente los recibe (proceso denominado reduccion)
(Halliwell, 1987).

La biogénesis de los RL acontece y es inherente a la naturaleza
aerobica de los seres vivos, los RL pueden actuar sobre cualquier molécula.
Especialmente sensibles a sus efectos resultan los acidos nucleicos, las
proteinas y los &cidos grasos de los fosfolipidos de la membrana celular. La
interaccién de los RL con estas moléculas producira en ellas una modificacion

estructural, que se traducira en alteracion funcional (Paredes y Roca, 2002).

Los posibles mecanismos relacionados con el EOx presentes en la
obesidad dependen del incremento del consumo de oxigeno y la subsecuente
produccién de RL (Vincent y cols., 2001; Vincent y Taylor, 2006; Brown y cols.,
2009). El tejido adiposo que se encuentra en exceso, es fuente de citocinas
inflamatorias como IL-1, IL-6 y el FNT-qa, por lo que la obesidad es considerada
un estado de inflamacion crénico. Estas citocinas son un potente estimulo para
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) por los macrofagos y
monocitos (Higdon y Frei, 2003), cabe mencionar que las ERO pueden ser 0 no
radicales libres y son mas reactivas que el oxigeno molecular debido a que
contienen oxigeno. Existen diferentes mecanismos por los que la obesidad

produce EOx (Fernandez y cols., 2011).



MECANISMOS DE ESTRES OXIDANTE EN LA OBESIDAD

Acidos grasos libres. Se sabe que el aumento de la ingesta calérica desborda
la capacidad de almacenamiento de los adipocitos, conduciendo a un aumento
de acidos grasos libres (AGL) circulantes y la subsiguiente deposicion ectdpica
de lipidos en préacticamente todos los tejidos como el musculo y el higado con
amplias consecuencias fisiologicas. Los depdsitos de lipidos en los islotes
pancreaticos se han implicado en la patogénesis de la diabetes, mientras que
los depésitos de lipidos en las células subendoteliales contribuye a la
hipertension (O’'Rourke, 2009; Tripathi y Pandey, 2012).

Inflamacion. Uno de los descubrimientos mas importantes en el campo de las
enfermedades metabdlicas en la Ultima década, es la relacion entre la obesidad
y la inflamacién sistémica crénica de bajo grado, efecto que promueve el
aumento del EOx. La relacion obesidad e inflamacion se deriva de la
sobreexpresion de las citocinas proinflamatorias. Los mecanismos principales
que se asocian con inflamacion sistémica cronica de bajo grado durante la
obesidad son: 1. Los adipocitos y la fraccion de estroma vascular sintetizan
citocinas, 2. Infiltracion de macrofagos en el tejido adiposo (Emanuela vy cols.,
2012), 3. El exceso de lipidos que contribuye a la inflamacién sistémica en la
obesidad. Los lipidos tienen un papel importante en la activacién directa del
sistema inmune innato, a través de la activacién de la via de los receptores
Toll-like (TLR). Los TLR-2 y TLR-4 se expresan en una amplia gama de
células, incluyendo a los macrofagos y adipocitos, estos se unen a los AGL,
activan a NF-kB y regulan el incremento de la expresion de citocinas
inflamatorias (O’ Rourke, 2009; Rubio y cols., 2013).

Dafio celular. La acumulacion excesiva de grasa puede causar dafio celular; el
cual incrementa la generacion de citocinas, que promueven la generacion de
EROs en los tejidos, incrementando la tasa de lipoperoxidacion (Fernandez vy
cols., 2011).

Estrés del reticulo endoplasmico. El estrés del reticulo endoplasmico en el

tejido adiposo puede ser debido a la sobrecarga de nutrientes, junto con mayor



demanda de la sintesis de proteinas para su metabolismo (Tripathi y Pandey,
2012).

Estrés de la mitocondria. En estados de adiposidad, el procesamiento del
exceso de AGL por la mitocondria produce liberacion de EROs. El exceso de
de EROs puede generar disfuncion mitocondrial en higado y musculo

esquelético (de Ferranti v Mozzafarian, 2008).

Tipo de dieta. Otro posible mecanismo de la formacion de EROs durante la
obesidad es a través de la dieta. El consumo de dietas altas en grasa o
carbohidratos puede alterar el metabolismo del oxigeno. Los depdsitos de
grasa son vulnerables a sufrir reacciones de oxidacién (Fernandez vy cols;
2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Ferranti%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18436717

1.4 SISTEMA ANTIOXIDANTE

Un antioxidante (AOx) es una estructura molecular capaz de prevenir y/o
evitar la oxidacion de otra molécula, bien por interaccion y estabilizacion de
especies reactivas, bien por la transformacion de éstas a configuraciones mas

estables y de reactividad reducida (Saez, 2005).

Debido al efecto potencial que las especies reactivas y los RL tienen
sobre los lipidos, proteinas y ADN, no es sorprendente que una red de
mecanismos de defensa AOx esté presente en el organismo. En general, los
AOx son a menudo agentes reductores, que existen tanto intracelularmente
como extracelularmente y tienen la capacidad de reaccionar con los RL y
especies reactivas, minimizando sus acciones y retrasar o prevenir el EOx
(Gomes y cols., 2012).

De hecho, se ha sugerido al EOx cronico como la causa o la
consecuencia de muchas enfermedades humanas agudas y crbnicas, por
ejemplo; la obesidad, enfermedades cardiovasculares, cancer, lesién pulmonar
aguda y esclerosis multiple. Esta comprension ilustra la importancia del sistema
de defensa AOx en el mantenimiento de la fisiologia celular normal. Las células
de los mamiferos estan equipadas con mecanismos de defensa AOX
enzimatico entre algunas estan la superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutatién peroxidasa (GPx) y el sistema no enziméatico como la vitamina
A, C, E, glutation,17B-estradiol entre otros (Gomes vy cols.,2012; HO vy cols.,
1998).

En esta seccidon Unicamente se describiran algunas de las enzimas

pertenecientes al sistema AOx enzimatico.
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SUPEROXIDO DISMUTASA

La superoxido dismutasa (SOD) transforma el radical superéxido (O2-),
en otra especie reactiva, que es el peroxido de hidrogeno (H20,), el cual es

posteriormente transformado en H,O por otras enzimas (Konisberg, 2008).

Reaccion SOD 0, +0, +2H" — H,0, + 0O,

Existen 3 isoformas de la SOD presentes en las células de los
mamiferos: SOD cobre-zinc (Cu-Zn), Manganeso (Mn) y extracelular (Ec)
(Konisberg, 2008; HO y cols., 1998).

CATALASA

La catalasa (CAT) descompone al H,O, directamente en O, y H,0. Para
ello, emplea dos moléculas iguales de H,0O,, una como agente reductor y otra

como oxidante (Konisberg, 2008; Wang vy cols., 2006)
Reaccion CAT H>,O, + H,O,—»2 H,O + O
GLUTATION PEROXIDASA

La glutation peroxidasa (GPx) es el nombre genérico para una familia de
multiples isoenzimas que se caracterizan por su triada catalitica compuesta de
selenocisteina, glutamina y tript6fano. Cada una de ellas contiene un atomo de
selenio (Se) en su sitio activo, en forma de selenocisteina. Estd enzima
requiere del tripéptido, llamado glutation reducido (GSH), para reducir al H,O,
en H,0. El glutation (GSH) es el donador de equivalentes reductores en dicha
reaccion; de esta manera, la reduccién del H,O, a H,O y la oxidacion de
glutation reducido (GSH) a glutation oxidado (GSSG), ocurren simultaneamente
(Konisberg, 2008).

Reaccion GPx H,O, + 2GSH — GSSG + 2 H,0
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1.5 17B-ESTRADIOL

Los estrégenos son moléculas pertenecientes a la familia de las
hormonas esteroideas, su precursor es el colesterol. La estructura comdn de
los esteroides es el nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno de 17 carbonos,
cuyos 4 anillos se nombran de la A a la D. Todas las hormonas esteroides de
mamiferos se forman a partir del colesterol via la pregnenolona a través de una
serie de reacciones que ocurren ya sea en la mitocondria o en el reticulo

endoplasmico de las células de la glandula suprarrenal (Murray, 2004).

A

Nucleo del Ciclopentanoperhidrofenantreno (Murray, 2004)

PROPIEDADES QUIMICAS

El 17B-estradiol, es un estrégeno de origen ovarico, esteroide de 18
carbonos, que contiene un anillo fendlico A (anillo aromético con un grupo
hidroxilo en el carbono 3), y un grupo B-hidroxilo en la posicion 17 del anillo D.
El anillo fendlico A es la principal caracteristica estructural, de la cual depende
la union selectiva y de alta afinidad a receptores de estrogeno (Wawrzak vy
cols., 1988).

.
S

Estructura del 17B-estradiol (Murray, 2004)
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HO X~

Anillo Fendlico A (Murray, 2004)

MECANISMO DE ACCION DE LOS ESTROGENOS

Los estrégenos ademas de ejercer efecto en los 6rganos reproductivos,
también interactian con 6rganos no reproductivos como el cerebro, sistema
cardiovascular, higado, piel, colon, sistema inmune, tejido adiposo, hueso y

musculo esquelético

Existen dos receptores a estrégeno (RE), el receptor a estrogeno alfa
(RE-a) y el receptor beta (RE-B). Ambos receptores se expresan en la mayoria
de los tejidos, aunque por lo general en niveles mas bajos que los encontrados
en los tejidos reproductivos. El tejido adiposo subcutaneo e intra-abdominal
expresan ambos RE-a y RE-B, predominantemente expresado el RE-a en el

tejido adiposo intra-abdominal
Efectos gendémicos

El modelo clasico o “genémico” de accion de RE sugiere que el receptor
es activado al unir el ligando, en este caso el E,, y actia como un factor
transcripcional al unirse al ADN estimulando la transcripcién de ciertos genes,
de ahi el nombre de receptores nucleares, ya que ejercen su accion a nivel del
nacleo (Deroo y Korach, 2006; Evans, 1988; Beato y cols., 1996).

Este mecanismo de accién requiere la activacién del receptor al unir su

hormona especifica después de haber atravesado la membrana, en
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consecuencia, el proceso de transcripcion es activado al formarse el complejo

hormona-receptor (Deroo y Korach, 2006).
Efectos no gendmicos

El modelo de accién “no gendmico” es mediado por receptores de
membrana celular RE-a o RE-B y median respuestas indirectas a través de
cascadas de sefializacion. Es un proceso rapido, que ocurre en unos pocos
segundos o minutos y no requiere de los procesos de transcripcion y sintesis
de nuevas proteinas, para poder producir su efecto primario (Deroo y Korach,
2006; Falkenstein ,2000).

ANTECEDENTES PROTECTORES DEL 178-ESTRADIOL

Parte de la proteccion de las hormonas sexuales femeninas, se atribuye
a las bien demostradas propiedades antioxidantes de los estrégenos, tanto in
vivo al observarse que los estrogenos disminuyen la aparicion de
enfermedades cardiovasculares en mujeres post-menopausicas (Lobo, 1990);
como in vitro al demostrarse que los estrogenos disminuyen el indice de
lipoperoxidacion en microsomas de higado de rata (Lacort y cols.,1995; Ruiz y
cols.,1993). Ademas esta bien establecido que los hombres desarrollan
enfermedades cardiovasculares a mas temprana edad en comparacion con las
mujeres pre-menopausicas, lo que sugiere que las mujeres poseen una
proteccion dada por las propiedades AOx de los estrogenos, por lo tanto se
consideran cardioprotectores (Guarner y cols., 2011).

Adicionalmente, investigaciones han demostrado que la actividad de la
GPx en higado de rata hembra fue 60% mas elevada en comparacion con las
ratas macho y hembra ovariectomizadas (Pinto y Bartley, 1969). Deroo y cols,
(1994) demostraron que el E; puede regular la expresion de las tioredoxinas en

el utero de ratones hembra mediado por RE-a.

Otro mecanismo de accion independiente a la activacion de los RE fue

demostrado por Behl y cols (1997) postularon que la actividad AOx del E; en
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células neuronales es dependiente de la presencia del grupo hidroxilo (OH) en
la posicion del carbono 3 del anillo fendlico A de la molécula, sin embargo este
mecanismo también habia sido demostrado con anterioridad por Jellinck y
Bradlow (1990), quienes postularon que el E, podia inhibir las cascadas
oxidantes al donar el radical hidrogeno del anillo fendlico A (Wang vy cols.,
2006).

Otra de las propiedades AOx de los estrogenos, es la accion que ejerce
sobre los niveles de glutation (GSH) celular, importante AOx celular, se ha
demostrado la proteccion en células neurales contra el estrés oxidante, a través

de la actividad sinérgica entre los estrégenos y el GSH (\Wang y cols., 2006).

Perez y cols (2009) demostraron que en el homogeneizado de rifion de
ratas hembra que desarrollaron SM, la actividad de las enzimas AOx CAT y
SOD estaba significativamente incrementada en el grupo SM en comparacion
con el grupo SM intactas. Los autores concluyeron que las ratas hembras
estan protegidas particularmente por efecto del estrégeno contra los efectos
pro-oxidantes en el sistema renal inducido por el alto consumo de sacarosa en

la dieta, pero este efecto protector disminuyo después de la ovx.

Por otra parte, la inflamacion sistémica crénica de bajo grado es un
proceso caracteristico de la obesidad. En relacién a esto, se ha demostrado en
estudios epidemiolégicos que las mujeres pre-menopausicas sSon menos
propensas a desarrollar inflamacién en comparacién con los hombres de la

misma edad, esto sugiere que el estrégeno protege contra la inflamacion.

Otros estudios muestran que las mujeres post-menopausicas tienen
mayor propension a desarrollar adiposidad abdominal, asociado al aumento en
los niveles sistémicos de citocinas inflamatorias, lo que indica que el estrogeno
puede modular la adiposidad corporal y la inflamacion sistémica (Stubbins vy
cols., 2012).

Stubbins y cols (2012) recientemente demostraron que en adipocitos de

ratones hembra no ovx, ovx con reemplazo de E, y machos, sometidos a una
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dieta alta en grasa durante 10 semanas, los estrogenos protegieron a las
hembras de la inflamacion y el estrés oxidante en el adipocito.

16



2. ANTEDEDENTES EXPERIMENTALES DEL MODELO SM

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un modelo en rata con SM,
una variante del modelo descrito por Reaven (Reaven y Ho, 1991), este modelo
consiste en administrar a los animales 30% de sacarosa en al agua de bebida
durante 24 semanas, los animales desarrollan: hipertension,
hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, nefropatia y
acumulacion de tejido graso intra-abdominal (Bafos vy cols., 1997). Este cuadro

patolégico se observa frecuentemente en la clinica.

3. JUSTIFICACION, HIPOTESIS y OBJETIVOS

JUSTIFICACION

Se ha descrito en la literatura que el exceso de tejido adiposo genera
estrés oxidante y que el 17B-estradiol posee caracteristicas antioxidantes; sin
embargo, dado que las investigaciones respecto a su capacidad antioxidante
en el adipocito son escasas; propusimos investigar el efecto antioxidante de
esta hormona en el adipocito de un modelo en rata hembra con SM.

HIPOTESIS

El 17B-estradiol posee propiedades antioxidantes, que modularan el

efecto oxidante del SM en el adipocito.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antioxidante del 17B-estradiol en el adipocito de un
modelo en rata hembra con SM.

Objetivos Particulares

« Determinar el indice de lipoperoxidacion en el adipocito
+ Determinar la capacidad antioxidante no enzimatica en el adipocito
+ Determinar la actividad de las enzimas SOD, CAT y GPx en el adipocito
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4. MATERIAL y METODOS
ANIMALES

Se utilizaron ratas Wistar hembras con un peso inicial de 100 + 10 g. Los
animales se mantuvieron bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 horas a
temperatura controlada y tuvieron libre acceso al agua y alimento. El proyecto
experimental fue realizado en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio
Chévez (INCICh), aprobado por el comité del SICUAE de la FMVZ-UNAM,
ademas se respeto lo establecido por la guia de especificaciones técnicas para
la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-ZO0O-
1999) y para la eliminacion de los residuos biolégicos (NOM-087-ECOL-1995).

DISENO EXPERIMENTAL

Cuatro grupos con 10 animales cada uno:
Grupo. Control (C)

Grupo. SM (Sindrome Metabdlico)
Grupo. SM Ovx (Ovariectomizado)
Grupo. SM Ovx + E;

TRATAMIENTO DIETETICO

Durante 24 semanas, el grupo C recibié agua y alimento comercial para
roedores, los grupos SM recibieron el mismo alimento sélido pero se afiadio
30% de sacarosa comercial en el agua de bebida.

TRATAMIENTO QUIRURGICO

La ovariectomia se realizé bajo anestesia general (pentobarbital sodico,
63 mg/Kg de peso corporal, i.p.), se realizé una incisiéon longitudinal en el area
abdominal y pélvica de la parte dorsal. Se separo la piel y el musculo y se
realizaron dos incisiones en el musculo esquelético, una a cada lado de la

primera incision, se exteriorizaron los ovarios, se ligaron los cuernos uterinos,
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se hizo un corte por encima de la ligadura y se retiraron los ovarios. Después

de la extirpacion se procedi6 a suturar los cortes (Pérez vy cols., 2008).
REEMPLAZO HORMONAL

El E; soluble en agua marca SIGMA, se inyectd por via intramuscular, a
dosis de 270 microgramos/Kg de peso cada semana. El reemplazo hormonal
se administro a partir de los 40 dias de edad y hasta una semana antes del

sacrificio (Torres y cols., 2007).
MEDICION DE LA PRESION ARTERIAL SISTOLICA

Al final del tratamiento se les midi6 la presion arterial sistélica (PAS) con
un pletismégrafo, consiste en un sistema que utiliza un sensor que se coloca
en la cola del animal, conectado a un transductor de presion, envia las sefiales
a la computadora equipada con un programa para la captura y procesamiento
de datos con el programa SIEVART 1.1 (Pérez y cols., 2009).

SACRIFICIO

Antes de sacrificar a los animales se pesaron y se mantuvieron en ayuno
de 12 h. El sacrificio de las ratas fue previa dislocacion y posterior decapitacion
(Rijn y cols., 2011); después se realiz6 un corte longitudinal en la zona
abdominal (Pérez vy cols., 2009), se localizé, se disecé y se peso el total del
tejido adiposo intra-abdominal.

EXTRACCION DE ADIPOCITOS

El método de extraccion de adipocitos se realizé en base al método

descrito por Rodbell con algunas modificaciones (Rodbell, 1964).

A 4 g de muestra de tejido adiposo, se agregaron 12.5 mg de colagenasa
Il disuelta en 10 ml de amortiguador de Krebs que contenia MgSO4 1.2 mM,
KCl 4.7 mM, Ca,Cl 2.5 mM, NaCl 24 mM, NaHCO3; 1.2 mM, KH,PO,4 1.2mM y

albumina al 2% a pH 7.35, posteriormente se procedi6 a cortar la grasa
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mecanicamente con tijeras y se coloc6 en termoagitacion suave a 37-C°
durante 90 min, después se filtré y centrifugé durante 1 min a 211 g se
recupero la capa densa superficial, se lavé con 10 ml de amortiguador de Krebs
s/ albumina y se centrifugdé durante 1 min a 211 g este proceso se realizo 2
veces mas y posteriormente, se agregd 900 pl de amortiguador de sacarosa
que contenia (EDTA 1 mM, TRIS 10 mM y sacarosa 250 mM) y 100 pl de
inhibidor de proteasa (1 mM PMSF, 2 mM pepstatina A, 2 mM leupeptina y
0.1% aprotinina), se agitd en vortex, se politrond, se centrifugd 150 g durante 5

min se recupero el sobrenadante y se congelo la muestra -30°C.

La concentracion de proteina en el homogeneizado de adipocitos se

determino por el método descrito por Bradford (Bradford, 1976).
INDICE DE LIPOPEROXIDACION

En el homogeneizado de los adipocitos, se midieron los indices de
lipoperoxidacion, un marcador de dafio causado por los RL a los lipidos
insaturados de la membrana celular, con el método convencional de TBARs
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances) por sus siglas en ingles. El ensayo
TBARs se fundamenta en la reaccion del malondialdehido (MDA) con dos
moléculas de acido tiobarbitarico en un medio acido y a una temperatura aprox
de 100°C, formando un complejo colorido. A 100 pug de proteina; se le
agregaron 50 pl de metanol con BHT al 4% y 1ml de amortiguador de fosfatos
a pH 7.4, se mezcld vigorosamente en vortex por 5 seg, se incubd 30 min en
bafio maria a 37°C. Al final de la incubacion, se agregaron 1.5 ml de acido
tiobarbittrico al 0.8 M y se incubo 1 hora en bafio maria a 100°C después de
este tiempo y para detener la reaccion, las muestras se colocaron en hielo y se
agregd 1ml de KCI al 5% por muestra mas 5 ml de n-butanol, se mezclé
vigorosamente con vortex durante 30 seg y centrifugd a 376 g a temperatura
ambiente durante 5 min. Después de la centrifugacion se extrajo la fase de n-
butanol y se midi6 la absorbencia a 532 nm. La curva de calibracion se realizé

utilizando tetraetoxipropano (Sigma) (Péerez y cols., 2009).
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DETECCION DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES CAT y SOD de Mn y Cu-
Zn EN GELES NATIVOS DE POLIACRILAMIDA

La deteccion de las enzimas antioxidantes se realiz6 mediante geles
nativos de poliacrilamida. Los geles de poliacrilamida se corrieron de manera
similar a la descrita por Laemmli (1970). El gel concentrador al 4% contenia
2.28 ml de agua desionizada y destilada, 1 ml de amortiguador pH 6.7, 0.66 ml
de solucién de acrilamida/bis-acrilamida 30%, 0.010% de persulfato de amonio
y 0.01% de TEMED. El gel resolvedor al 8% tenia 2.43 ml de agua desionizada
y destilada, 1.50 ml de amortiguador pH 8.9, 1.98 ml de solucién de
acrilamida/bis-acrilamida 30%, 0.005% de persulfato de amonio y 0.02% de
TEMED. La electroforesis se corrié en un amortiguador de tris-glicina pH 8.3 a
15-25 mA. Los geles se cargaron con 100 ng de CAT y 100 ng de SOD de
bovino de higado (Sigma) como estandar y 100 pg de proteina por muestra.

Al término de la electroforesis y para determinar la actividad de la CAT el
gel se lavo con agua destilada por 10 min tres veces. Se incub6 con H,O, por
10 min, después se incub6 con una mezcla al 1% de Kz Fe(CN)s y 1%
FeCl36H,0 por 10 min en la oscuridad y se lavé con agua destilada; para
determinar la actividad de la SOD, el gel se lavo con 2.45 mM de NBT (Sigma)
por 20 min y se incubd6 en una solucién que contenia EDTA 28 mM, riboflavina
0.028 mM, en amortiguador de fosfatos 36 mM pH 7.8, durante 15 minutos,
posteriormente se expuso a una lampara de UV durante 10 minutos y se lavé
en agua destilada. Los geles de CAT y SOD se analizaron por densitometria

con el programa Kodak version (Image 3.5).
ACTIVIDAD DE LA GLUTATION PEROXIDASA

A 100 pg de proteina del homogeneizado de adipocitos se agregaron, en
1.6 ml de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 que contenia N3Na 6.5 mg,
EDTA 1 mM, NADPH 0.2 mM, Glutation reducido 1 mM y Glutatién reductasa 1
U/L, se incubd a 37 °C por 5 min. y se midi6é la absorbencia inicial a 340 nm
inmediatamente se agregé 0.017 mM de H,0; e incubd a 37 °C por 5 min y se

midid la absorbencia final a 340 nm.

21



CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

En el homogeneizado de los adipocitos, se midi6 la capacidad
antioxidante por el método de FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) por sus
siglas en ingles, el ensayo FRAP se basa en el poder reductor de un
antioxidante que reduce el ion férrico Fe** a ion ferroso Fe*". En presencia de
TPTZ (2, 4, 6 — tripyridyl-s-triazine), la reduccion se encuentra acompafada de
la formacién del complejo de color de Fe?*. A 100 pg de proteina del
homogeneizado se agregé 1.5 ml de la siguiente mezcla reaccion:
amortiguador de acetato 300 mM a pH 3.6, TPTZ 10 mM disuelto en HCL 40
mM y finalmente se afiadié FeCl; a 20 mM, la mezcla reaccion se hizo a una
relacion 10:1:1 respectivamente. La curva de calibracion se realiz6 agregando
1.5 ml de la mezcla reaccion y 50 ul de la dilucion trolox (6-hydroxy-2-5-7-8-
tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid) a distintas concentraciones 1.6, 0.8,
0.4, 0.2, 0.1, 0.05 y 0.025 (mM). La solucion madre 1.6 mM se disolvié en 200
Ml de metanol y 100 uyl de metanol el resto de las concentraciones, las
diluciones se hicieron 1:1 a partir de la solucion madre y se midiéo a 593 nm de

absorbencia en frio y en ausencia de luz.
MEDICIONES EN SUERO

Las mediciones del colesterol, TG, glucosa, insulina, leptina y estradiol,
se realizaron en el suero de todos los grupos al final del periodo experimental,
en el INCMNSZ (Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran) utilizando kits comerciales (Pointe Scientific Inc. Canton, Michigan,
USA).

El indice HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment for Insulin
Resistance) por sus siglas en inglés, se emplea para medir la resistencia a la
insulina, relacionando las concentraciones de glucosa e insulina plasmatica. El

calculo se realizé aplicando la formula (Matthews vy cols.,1985):

(Insulina pUI/ml * Glucosa mmol/L) / 22.5
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Los valores de referencia para el indice HOMA son:

<25 Normal
<25-3 Riesgo (deterioro de la sensibilidad a insulina en los tejidos)
<3 Resistencia a la insulina

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico y las figuras se realizaron con el programa Sigma
Plot (SigmaPlot version 11, Jandel Corporation, 1986-2010). Los datos se
presentaron como la media + error estandar, la significancia estadistica se
determind por el andlisis de varianza de una via y por la prueba de t student y

una p< 0.05 se tomo6 como significativa.
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5. RESULTADOS

PESO CORPORAL

El peso corporal en el grupo C (272.5 £ 6.2 g) fue significativamente
menor (p< 0.001) en comparacion con el grupo SM (305.4 + 2.0 g). Sin
embargo, el peso en el grupo SM fue significativamente menor (p< 0.001) al
compararse con el grupo SM Ovx (377.4 = 2.6 g), sin encontrar diferencia
significativa al comparar el grupo SM con el grupo SM Ovx+E; (296.2 + 3.2 g).
(CUADRO 8.1)

PESO DE LA GRASA INTRA-ABDOMINAL

El peso de la grasa en el grupo C (4.8 + 0.5 g) fue significativamente
menor (p< 0.01) en comparacion con el grupo SM (7.1 £ 0.4 g). Al comparar el
grupo SM con el grupo SM Ovx (13.3 + 0.7g) se observé aumento significativo
(p< 0.001) en el grupo SM Ovx, sin observarse diferencia significativa al
comparar el grupo SM con el SM Ovx+ E; (6.0 + 0.1 g). (CUADRO 8.1)

PRESION ARTERIAL SISTOLICA

En los resultados se observo que la PAS en el grupo C (116.6 £ 2.6 mm
Hg) no presento diferencia significativa al compararse con el grupo SM (125.3 +
3.1 mm Hg). Al comparar la PAS del grupo SM con el grupo SM Ovx (146.1 +
2.2 mmHg) se observé aumento significativo (p< 0.001) en el grupo SM Ovx,
pero al comparar el grupo SM con el grupo SM Ovx+ E; (124.5 £ 1.8 mm Hg)
no se observo diferencia significativa. (CUADRO 8.1)

COLESTEROL, GLUCOSA y TRIGLICERIDOS

El colesterol y la glucosa no presentaron diferencia significativa en
ninguno de los grupos. Sin embargo los triglicéridos en el grupo C (57.2 + 5.8
mg/dl) fue significativamente menor (p< 0.001) en comparaciéon con el grupo
SM (96.2 + 10.0 mg/dl). Al comparar el grupo SM con el grupo SM Ovx (105.5
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5.9 mg/dl) y SM Ovx+E, (108.7 + 9.1 mg/dl) no hubo diferencia significativa.
(CUADRO 8.1)

INSULINA

La insulina en el grupo C (2.7 £ 0.7 pUI/mL) fue significativamente menor
(p<0.001) en comparacion con el grupo SM (7.6 + 0.9 pUI/mL). Al comparar el
grupo SM con el grupo SM Ovx (11.6 £ 1.5 pUl/mL) se observdé aumento
significativo (p< 0.01) en el grupo SM Ovx, pero al comparar el grupo SM con el
grupo SM Ovx+E, (6.1 += 1.2 pUI/mL) no hubo diferencia significativa.
(CUADRO 8.1)

INDICE HOMA

El grupo C (0.5 + 0.1) fue significativamente menor (p< 0.01) en
comparacion con el grupo SM (2.5 £ 0.4). Al comparar el grupo SM con el
grupo SM Ovx (3.9 + 0.6) se observdé aumento significativo (p< 0.01) en el
grupo SM Ovx, sin embargo no hay diferencia significativa al comparar el grupo
SM con el SM Ovx+E; (1.8 £ 0.3). (CUADRO 8.1)

LEPTINA

Los valores de la leptina sérica en el grupo C (3.2 £ 0.5 ng/ml) no
presentaron diferencia significativa en comparacion con el SM (2.8 + 0.4 ng/ml).
Al comparar el grupo SM con el grupo SM Ovx (1.3 £ 0.1 ng/ml) se observo
diferencia significativamente menor (p<0.01) en el grupo SM Ovx, sin embargo
no hubo diferencia significativa al comparar el grupos SM con el SM Ovx+E,
(2.1 + 0.2 ng/ml). (CUADRO 8.1)

17B-ESTRADIOL

El E; en el grupo C (24.8 + 3.2 pg/ml) no present6 diferencia significativa
al compararse con el grupo SM (29.1 £+ 5.8 pg/ml). Al comparar el grupo SM
con el grupo SM Ovx (9.2 + 1.1 pg /ml) fue significativamente menor (p< 0.01)
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en el grupo SM Ovx. Al comparar el grupo SM con el grupo SM Ovx+E; (26.8 +
3.6 pg/ml) no se observo diferencia significativa (CUADRO 8.1).

INDICE DE LIPOPEROXIDACION

La lipoperoxidacion en el grupo C no presento diferencia significativa en
comparacion con el grupo SM, pero el grupo SM Ovx hubo diferencia
significativamente mayor (p=0.001) al comparar con el grupo SM y SM Ovx+E,.
(FIGURA 8.1 los resultados se expresan en nmol de MDA/mg de proteina).

CAPACIDAD AOx TOTAL

La capacidad AOx total en el grupo C no present6 diferencia significativa
al compararse con el grupo SM, sin embargo se observo diferencia significativa
menor en el grupo SM Ovx (p=0.01) al comparar con el grupo SM y SM
Ovx+E,.(FIGURA 8.2 los resultados se expresan en nmol de trolox / mg /

proteina).
ACTIVIDAD de la SOD Cu-Zn

La actividad de la SOD Cu-Zn, en el grupo C no presenté diferencia
significativa en comparacion con el grupo SM, pero el grupo SM Ovx si
presenté diferencia significativamente menor (p=0.03) al comparar con el grupo
SMy SM Ovx+E, (FIGURA 8.3 los resultados se expresan en U/mg™)

ACTIVIDAD de la SOD Mn

La actividad de SOD Mn en el grupo C no presentd diferencia
significativa en comparacion con el grupo SM. Al comparar el grupo SM Ovx se
observo disminucion significativa (p=0.05) en comparacion con el grupo SM y el
grupo SM Ovx E,. (FIGURA 8.3 los resultados se expresan en U/mg™)

ACTIVIDAD de la CAT
La actividad de la CAT, en el grupo C no presentd diferencia significativa

al compararse con el grupo SM. En el grupo SM Ovx se observo diferencia
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significativamente menor (p=0.01) al comparar con el grupo SM y el SM Ovx E;.
(FIGURA 8.4 los resultados se expresan en pmol H,O, x mg™)

ACTIVIDAD de la GPx

La actividad de GPx en el grupo C no present6 diferencia significativa
en comparacion con el grupo SM. Sin embargo al comparar el grupo SM Ovx
hubo diferencia significativamente menor (p=0.04) con el grupo SM. (FIGURA

8.5 los resultados se expresan en nmol/min/mg NADPH oxidado)
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6. DISCUSION

La obesidad en el SM es consecuencia del balance energético positivo
gue resulta de la interaccion entre varios factores, incluyendo la alimentacion,
disminucién de la actividad fisica (sedentarismo y estilo de vida); asi como
factores genéticos, ambientales, culturales y econdmicos. Otros factores
etiologicos que estan asociados con la obesidad son algunas aberraciones
cromosomicas, patologias hormonales, lesiones hipotalamicas o tumores, y
algunos farmacos. Suficiente es la literatura que demuestra que en un estado
patologico tal como el SM y la obesidad, existe incremento de la capacidad
oxidante asociado a la disminucion de la capacidad antioxidante creando
desequilibrio que resulta en estrés oxidante sistémico (Savini y cols., 2013;
Vavrova vy cols., 2013; Hutcheson y Rocic, 2012). Anadido a lo anterior, la
disminucién de la sintesis endégena de estrégenos se asocia con la aparicion o
desarrollo del SM, por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue conocer si el E;
puede modular el estrés oxidante en el adipocito de un modelo en rata hembra
con SM.

El peso corporal en los grupos SM fue mayor que en el grupo C, sin
embargo, el grupo que presenté mayor aumento de peso fue el grupo SM Ovx,
estos resultados son similares con los obtenidos en un estudio realizado por
Stubbins y cols (2012),en el que demostraron que después de 10 semanas del
consumo de una dieta alta en grasa los ratones macho tuvieron
significativamente mayor peso corporal que los ratones hembra intactas; las
hembras ovx imitaron a los ratones macho respecto a los cambios en el peso
corporal, pero cuando se suplementaron con E;, los cambios en el peso

corporal fueron minimos y similares a las hembras no ovx.

Rogers y cols (2009) realizaron un estudio en un modelo murino
sometidos a ovx, observaron hipertrofia adipocitaria y disminucion del gasto
energético, pero al reemplazar con E; los ratones ovx estuvieron protegidos de
la hipertrofia en el adipocito. Sin embargo Davis y cols, mencionan que los

estrogenos también regulan la ingesta de energia; esta regulacion es dada por
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acciones directas a través de los RE-a o por accién indirecta al disminuir los
péptidos orexigénicos por lo tanto, la ausencia de los E,; promueve la hiperfagia
sin embargo, otras investigaciones muestran que la ovx no necesariamente se

acompafa del aumento en la ingesta de alimentos (Brown y cols., 2010).

Los estrogenos como lo describe Cooke y Naaz (2004) pueden
directamente inhibir la deposicion del tejido adiposo disminuyendo la
lipogénesis, esta accion sucede principalmente al disminuir la actividad del
MRNA y la expresion de la lipoproteina lipasa (LPL), enzima que regula el
almacenamiento de los TG en el adipocito. La ovx aumenta la LPL y la
deposicion de lipidos en el adipocito, por lo tanto la administracion de dosis
fisiolégicas de estrégenos revierte estd deposicion. Nuestros resultados
muestran que el grupo SM Ovx presenté aumento del peso corporal y tejido
adiposo intra-abdominal en comparacion con el grupo SM y SM Ovx+E,. Si
bien los estrégenos también pueden afectar la lipdlisis induciendo a la enzima
lipasa sensible a hormonas (LSH) e incrementar la oxidacién de los &cidos
grasos, disminuyendo la probabilidad de que exista lipotoxicidad, se ha
demostrado que los estrogenos incrementan la expresion de genes

involucrados en la oxidacién de los acidos grasos (Stubbins vy cols., 2012).

Los estr6genos son importantes reguladores de la deposicién del tejido
adiposo en humanos, roedores y otras especies (Cooke y Naaz, 2004),
respecto a la grasa intra-abdominal, se observé que el grupo SM Ovx presento
mayor cantidad en comparacion con los grupos SM y SM Ovx+E,. En mujeres
pre-menopausicas, el tejido graso es localizado principalmente en depositos
subcutaneos, mientras que los hombres tienden a acumular mas grasa en
depdsitos viscerales, independiente a la edad. Después de la pérdida de la
sintesis endégena de estrégenos por la menopausia, se presenta redistribucion
hacia la adiposidad visceral, 1o cual es sensible a la terapia con estrégenos
(Meyer y cols., 2011).

El aumento del tejido graso intra-abdominal en el grupo SM Ovx,

probablemente se debe a que en ausencia del E, el efecto sobre sus

29


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meyer%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21281456

receptores estd inhibido, es importante mencionar, que el tejido adiposo
subcutidneo e intra-abdominal expresan ambos receptores el RE-a y el RE-f3,
pero la expresion del RE-a es predominante en este ultimo, de hecho de
acuerdo con lo descrito por Meyer y cols (2011) los ratones hembras y machos
gue carecen de RE-a desarrollan obesidad central, efecto que se refleja en el

incremento del tamafio y nUmero de adipocitos.

La acumulacion de tejido adiposo intra-abdominal, se considera factor de
riesgo para el desarrollo del SM (Brown y cols., 2010), debido que es mas
expandible que el tejido adiposo subcutdneo, es metabdlicamente activo y
drena sustancias directamente al portal de la circulacion, como citocinas
inflamatorias y AGL que se asocia a resistencia a la insulina, hipertension y
riesgo cardiometabdlico (Fox y cols., 2007; Hocking vy cols., 2010; O'Rourke,
2009; Stubbins y cols., 2012).

En nuestros resultados la presion arterial sistélica, del grupo SM Ovx
aumentd significativamente respecto a todos los grupos. Estos resultados
coinciden con investigaciones basicas (Bafios y cols., 1997) y clinicas, en las
que se describe que la presién arterial es mas elevada en hombres
normotensos en comparaciéon con mujeres de la misma edad y la prevalencia
de la hipertension en hombres también es mayor que en las mujeres pre-

menopausicas (Guarner y cols., 2011).

Afadido a lo anterior, se sabe que el oxido nitrico (NO) factor derivado
del endotelio actia como vasodilatador, por lo tanto modula la presion arterial
(Pérez y cols., 2009), en la literatura se ha descrito que la produccion del NO
estd preservada en hembras que en machos, en parte por el efecto de la
accion de los estrégenos (Guarner y cols., 2011), esta informacién coincide con
nuestros resultados el grupo C, SM y SM Ovx+ E, presentan disminucion de la
PAS en comparacion con el SM Ovx. Otro estudio demostrd, que el reemplazo
con E; en ratas hembras con SM Ovx, incremento la actividad de la sintasa del
oxido nitrico (eNOS), la vasodilatacién dependiente del endotelio y disminucién

de la presion arterial (Perez y cols 2007); ademas esta descrito que los
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estrégenos reducen la expresion de la endotelina, péptido derivado del
revestimiento interno de los vasos sanguineos e induce vasoconstriccion, por lo
tanto esta vasoproteccion podria perderse en mujeres post-menopausicas

(Guarner y cols ., 2011).

Dietas altas en carbohidratos, tales como fructosa, sacarosa o ambas,
pueden inducir hipetrigliceridemia y reduccién de las reservas antioxidantes
(Pérez y cols., 2009). Los resultados muestran que los TG estan aumentados
en los grupos que desarrollaron SM y disminuidos en el grupo C; estos
resultados son similares con los obtenidos por Pettersson y cols, donde
indujeron SM a ratas hembras administrando una dieta alta en grasa en
proporcion del 60% de las kcal totales durante un periodo de 14 semanas y
encontraron aumento significativo de TG en comparaciéon con su C (Pettersson
y cols., 2012). La evidencia sugiere que las mujeres post-menopausicas
presentan hipertrofia en el adipocito y que la actividad lipolitica es alta, lo cual
puede explicar porque las mujeres post-menopausicas presentan elevados
niveles sistémicos de AGL (D'Eon vy cols., 2005), también esta descrito que los
estrogenos pueden incrementar la oxidacion de los acidos grasos, por lo que
disminuyen la probabilidad de lipotoxicidad (Campbell vy cols., 2003). En otro
estudio Pérez y cols (2012) demostraron en ratas con SM, que la
hipertrigliceridemia sérica resultado de la ingesta del alto contenido de
carbohidratos en la dieta, se asocié con hiperinsulinemia, aumento de la PAS y

resistencia a la insulina.

Por otra parte, las alteraciones en el metabolismo de los lipidos y la
distribucion de la grasa corporal aunado a la deficiencia de estrogenos se han
postulado como factores causales que contribuyen al aumento de la
prevalencia de la resistencia a la insulina en mujeres post-menopausicas en
comparacion con las pre-menopausicas (Abbas y Elsamanoudy, 2011). La
disminucién de hormonas ovaricas asociada a la menopausia u ovariectomia
se relaciona con menor captaciéon de glucosa mediada por la insulina. Los
resultados muestran que los niveles de insulina en suero estuvieron

incrementados en los grupos que desarrollaron SM en comparacién con el
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grupo C, pero el grupo SM Ovx presento los valores mas altos, por lo tanto, se
deduce que el estrogeno tiene efecto protector ante el desarrollo de la
hiperinsulinemia. ElI grupo SM Ovx fue el que presentd mayor indice de
resistencia a la insulina en comparacion con los grupos que desarrollaron SM.
En un estudio Saglam y cols (2002) demostraron que la terapia de reemplazo
hormonal incrementé la accion periférica de la insulina en mujeres post-
menopausicas y en otro estudio realizado por Abbas y Elsamanoudy (2011)
determinaron los efectos de los estrégenos sobre la resistencia a la insulina y
observaron que la administracion del estrogeno en ratas ovx disminuyé
significativamente la glucosa e insulina en plasma y el indice HOMA al

compararlos con sus controles.

Se ha descrito que la insulina requiere la unién a sus receptores de la
membrana celular para llevar a cabo sus acciones; por consiguiente, la
estructura e integridad funcional de la membrana influyen en las propiedades
del receptor de la célula. Las propiedades de la membrana celular
especialmente su fluidez, dependen de la constitucién de los &cidos grasos. El
contenido de acidos grasos saturados hara que sea mas rigida, conduciendo a
la disminucién en la cantidad de receptores a la insulina, que podria causar

resistencia e hiperinsulinemia (Pérez y cols., 2013).

Ademas, se sabe que elevadas concentraciones de H,O, (100uM)
disminuyen la afinidad del receptor a la insulina (Droge, 2002), nuestros
resultados muestran que el grupo SM Ovx presento mayor indice de
lipoperoxidacidon en comparacion con el resto de los grupos experimentales,
sugiriendo que la eliminacion del E; por la Ovx incrementa las EROs que
oxidan los &cidos grasos de los fosfolipidos de la membrana celular,

favoreciendo resistencia a la insulina (Abbas y Elsamanoudy, 2011).

Otro de los factores que promueven la resistencia a la insulina son los
AGL induccién de la respuesta inflamatoria via TLR-4. Stubbins y cols (2012)
demostraron, que los ratones hembras Ovx sometidas a dietas elevadas en

grasa, presentaron aumento de AGL y resistencia a la insulina. Se ha descrito
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que los estrégenos pueden mejorar la sensibilidad a la insulina al disminuir la
inflamacion del tejido adiposo, ademas Brown y cols (2010) demostraron en
estudios in vitro que el E; a través de los RE-a pueden disminuir el nGmero de
citocinas pro-inflamatorias. Las propiedades antiinflamatorias del E, pueden ser
parcialmente explicadas por la habilidad de los RE al actuar como represores
transcripcionales inhibiendo la actividad de NF-kB (Abbas y Elsamanoudy,
2011).

Por otra parte, se ha descrito que la leptina adipocina sintetizada por el
tejido adiposo (Coelho y cols., 2013), es proporcional a la grasa intra-abdominal
(Chuy cols., 1999; Brown y cols; 2010), en nuestros resultados se observa que
el grupo SM Ovx presento significativamente niveles disminuidos de leptina al
compararlo con el resto de los grupos que desarrollaron SM. Diversas
investigaciones han demostrado que la leptina estd aumentada en las mujeres
en comparacién con los hombres de la misma edad, en parte como resultado
de la inhibicidn de los andrégenos y la estimulacion de los estrogenos (Coelho
y cols., 2013). La accién de la leptina es mediada a través del receptor
especifico Ob-Rb localizado principalmente en el hipotdlamo, los estrégenos
pueden ser moduladores de las acciones catabodlicas de la leptina en el
cerebro; altos niveles de estrogenos han sido asociados con el aumento de la
sensibilidad a la leptina. La ovx reduce la sensibilidad a la leptina cuando se
compara con la hembra intacta y esto puede ser restaurado al reemplazar con
E. (Brown y cols., 2010).

Un estudio realizado por Alonso y cols (2006), confirmaron que el E;
esta directamente vinculado con la regulacion especifica de la expresion del
receptor a la leptina Ob-Rb en el tejido adiposo y en el musculo esquelético.
Este mismo grupo en otro estudio observd, que ratas Ovx presentaron
significativamente menor expresion de mRNA que codifica para la leptina en el
tejido adiposo en comparacion con las ratas tratadas con E;, o que sugiere que
el E, puede tener accién directa sobre el gen de la leptina en el adipocito
(Alonso y cols., 2006).
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Observaciones acerca de las diferencias de la reserva antioxidante
asociada al género incluyen estudios en humanos y en especies animales. Los
resultados de diversas investigaciones indican que las diferencias entre sexos
son evidentes, con tendencia en las hembras a presentar mayor potencial
antioxidante (Banos y cols, 2005). Se sabe que la actividad de las enzimas AOx
SOD, CAT y GPx desempeia un papel importante en la obesidad asociado al
SM. En nuestros resultados la actividad de la isoforma SOD Cu-Zn no present6
diferencia significativa al comparar el grupo C con el SM pero se encontrd
actividad significativamente disminuida en el grupo SM Ovx al compararlo con
el grupo SM. Referente a la actividad de la isoforma SOD Mn, los resultados
mostraron la misma tendencia que la isoforma Cu-Zn. Nuestros resultados
coinciden con un estudio realizado por Kumar y cols (2011), en el que
evaluaron el efecto antioxidante del E, en fracciones de higado de ratas
hembras de 3, 12 y 24 meses de edad, demostrando que con el envejecimiento
aunado a la menopausia, habia disminuciéon de la actividad de la SOD
comparado con el grupo C de 3 meses, observandose incremento en la
actividad al reemplazar con estrogenos en los grupos de 12 y 24 meses, sin
encontrar diferencias significativas entre estos dos grupos.

Otro estudio en homogeneizado de rifibn de ratas con SM, donde
evaluaron la actividad de las enzimas SOD Cu-Zn y Mn y el efecto modulador
de los estrégenos, demostré que las hembras C y SM tenian mayor actividad
en comparacion con los machos y hembras ovx, pero el tratamiento con E; las
normaliza (Pérez y cols; 2009). Asi mismo Bafios y cols, demostraron en el
modelo SM, incremento significativo del estrés oxidante y disminucion de la
SOD en el corazon de las ratas macho al comparar con ratas hembras, también
Busserolles y cols (2002) demostraron que la actividad de la SOD estaba
disminuida en el corazén de ratas macho al compararse con las hembras, el
tratamiento consisti6 en administrar sacarosa durante un periodo corto de 2

semanas.

Se ha demostrado que la fructosa o sacarosa pueden inactivar la CAT in

vitro (Zhao W vy cols; 2000); sin embargo los resultados muestran que la
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actividad de la CAT en el homogeneizado de adipocitos no presento diferencia
significativa al comparar el grupo C con el SM, pero hubo diferencia
significativa al comparar el grupo SM con el grupo SM Ovx. Nuestros
resultados son similares con los obtenidos por un grupo de investigadores, en
el que observaron disminucion significativa en la actividad de la CAT en el
grupo de hembras SM Ovx al compararse con el grupo intacto SM y el grupo
SM Ovx+E;, en homogeneizado de rifidn de ratas con SM. Por lo tanto nuestros
resultados sugieren que los estrogenos pueden incrementar la actividad de la
CAT (Perez y cols., 2009). Pajovic y Saicic (2008) mencionan que en el cerebro
de ratones hembra y macho, las hembras presentan menor oxidacion y mayor
actividad de la CAT.

En relacién a la actividad de la GPx, nuestros resultados muestran que
el grupo C no presenté diferencia significativa al compararlo con el grupo SM,
pero si hubo disminucién significativa en la actividad del grupo SM Ovx al
compararlo con el grupo SM. Baltgalvis y cols (2010) demostraron que en el
musculo esquelético de ratones, la expresion de los genes que codifican para
GPx 3 es altamente sensible al E, y la regulacién de la expresion es mediada
por el RE-a. En concordancia con lo anterior otro estudio demostré que la
actividad de la GPx estaba significativamente aumentada en mujeres pre-
menopausicas y disminuida en mujeres post-menopausicas (Signorelli y cols.,
2006).Asi mismo otro estudio demostré que no hay diferencia significativa en la
actividad de GPx en el cerebro de ratones hembra y macho, mientras que en el
higado la actividad de esta enzima era significativamente mas elevada en

hembras que en machos (Pajovic y Saicic, 2008).

Los resultados referentes a la actividad de las enzimas pueden
explicarse a que los estrogenos poseen efecto antioxidante directo o indirecto
uniendo sitios del ADN en la region promotora de los genes blanco. Se ha
demostrado que los estrégenos pueden regular la via del Nrf-2, factor de
transcripcion nuclear que controla la expresion e induccidon coordinada de una
bateria de genes que codifican para las enzimas AOx de la fase Il (CAT, GPX,

SOD, entre otras). Apoyando lo anterior, Yu y cols, (2012) demostraron en
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estudios in vitro, que el estrés oxidante inducido en células del miocardio, fue
disminuido por el pre-tratamiento con estrogenos al promover la translocacion

nuclear de Nrf-2.

Por otra parte, la capacidad antioxidante total no enzimatica en el
homogeneizado de adipocitos, en el grupo C no presentdé diferencia
significativa en comparacion con el grupo SM, pero si hubo diferencia
significativa en el grupo SM Ovx al disminuir la capacidad antioxidante total.
Asimismo, otro estudio donde determinaron la proteccion del E; sobre el estrés
oxidante en el adipocito en un modelo murino sometido a dieta alta en grasa,
los resultados mostraron que los ratones macho y hembra ovx tuvieron
incremento significativo en (yH2AX), biomarcador para estrés oxidante en el
nucleo del adipocito en comparacion con las hembras intactas y ovx con
reemplazo de E; .Los investigadores concluyen que el E, puede proteger del

estrés oxidante en el tejido adiposo (Stubbins y cols 2012).

En consistencia con estudios previos encontramos que el E; disminuye
la lipoperoxidacién, en nuestros resultados no se hallaron diferencias
significativas en el grupo C al compararse con el grupo SM, pero si entre el
grupo SM Ovx, en comparacion con los grupos SM y SM Ovx+E,, los cuales
presentaron valores similares de lipoperoxidacién. Ademas, Taskiran y Evren
(2012) demostraron que la lipoperoxidacion inducida por el H,O, en cultivos
celulares de tejido adiposo fue atenuada por el pre-tratamiento con E,,

observandose el efecto antioxidante a 10 nM.

Signorelli y cols (2006) demostraron que el dafio por estrés oxidante,
medido por las concentraciones de 4-hidroxynenal (4-HNE), producto de
desecho de la oxidacion de los lipidos, se encontro significativamente
aumentado en mujeres post-menopdausicas en comparacion con las mujeres
pre-menopausicas, lo que sugiere que los estrdgenos pueden proteger del

dafio inducido por lipoperoxidacion.

El efecto de los estrogenos al disminuir el indice de lipoperoxidacion

puede explicarse dado que esta descrito que el anillo fendlico A del E; es una
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estructura clave en la proteccion antioxidante (\Wang y cols., 2006; Richardson
y cols., 2012). Wang y cols (2006) propusieron que la membrana celular es el
blanco del efecto antioxidante de los estrogenos. Las acciones AOx de los
estrogenos sobre la membrana celular es independiente a los RE y la
estructura del anillo fendlico A podria desempefiar una importante funcion en
este efecto. Para corroborar las propiedades AOx de los estrogenos, este
mismo grupo examind la accion de los estrégenos sobre los niveles del GSH
celular y demostraron la interaccion sinérgica entre los estrégenos y el GSH en

la proteccién neuronal contra el EOx en células neuronales.
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7. CONCLUSION

En base a los resultados obtenidos en esta investigacion se concluye que:

1. El 17p—estradiol protege a la rata hembra con SM, del aumento del peso
corporal, acumulacion de grasa intra-abdominal e hipertension arterial

sistélica.

2. Mejora la sensibilidad a la insulina disminuyendo la resistencia a la

insulina y la sensibilidad a la leptina.

3. El EOx se incrementa en el adipocito de la rata hembra ovariectomizada
con SM.

4. EIl 17B-estradiol en el adipocito de la rata hembra con SM:
¢ Protege a la membrana celular del dafio por lipoperoxidacion.
e Incrementa la actividad del sistema antioxidante no enzimatico.

¢ Incrementa la actividad de las enzimas SOD Mn y Cu-Zn, CAT y GPx.

5. El aumento del SM, la obesidad y el EOx presente en la rata hembra
ovariectomizada; puede atenuarse con la terapia de reemplazo hormonal
con estrégenos. Sin embargo, adn es necesario realizar mas estudios

sobre la capacidad AOx del 17p-estradiol.
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8. CUADROS y FIGURAS

CUADRO 8.1. EFECTO DEL E, EN EL MODELO CON SM SOBRE DIVERSOS PARAMETROS.

PARAMETRO C SM SM Ovx SM Ovx + E,
PESO CORPORAL (g) 2725 +6.2 305.4 £ 2.0%* 3774+ 2.6 296.2 + 3.2
GRASA INTRA-ABDOMINAL (g) 48 05 7.1+0.4* 133 + 0.7 * 6.0 £ 0.1
PAS (mm/Hg) 1166 £ 2.6 1253+ 3.1 146.1 + 2.2% 1245 + 1.8
COLESTEROL  (mg/dl?) 68.2 + 3.3 69.2+5.0 69.7 £ 2.8 70.0 £ 3.6
TRIGLICERIDOS (mg/dI™) 57.2+5.8 96.2 +10.0** 1055 * 5.9 108.7 = 9.1
GLUCOSA (mmol/di?) 6.4£0.2 6.1£0.3 7.7+ 0.4 6.1 = 0.2
INSULINA (M U/mL™Y 2.7+0.7 7.6 £0.9% 116 + 1.5% 6.1 = 1.2
HOMA 05+0.1 2.5+ 0.4% 3.9 + 0.6* 1.8+ 0.3
LEPTINA (ng/ml) 32+05 28+0.4 1.3 £ 0.1* 21+ 0.2
ESTRADIOL (pg/ml) 24.8 +3.2 29.1+5.8 92 + 1.1* 268+ 3.6

Los resultados se expresan en media * error estandar;

n=8 en cada grupo. C vs. SM. SM vs. SM Ovx:

*P< 0.01 **P< 0.001.




FIGURA 8.1. EFECTO DEL E, SOBRE EL INDICE DE LIPOPEROXIDACION EN EL ADIPOCITO DE RATA HEMBRA CON SM

5
—_— 3 -
Lo
R=
2%
o
S5
w @
o £
O ~
o << 24
= 0
w =
079
w E
O <
)
=
1 -
T
T
p=0.001 p<0.001
C SM SM Ovx SM Ovx+Eo

Significancia de la comparacion del grupo C vs. SM (sin diferencia significativa). SM vs. SM Ovx.
Los resultados se expresan en media + error estandar; n=8 en cada grupo.



FIGURA 8.2. EFECTO DEL E, SOBRE LA ACTIVIDAD NO ENZIMATICA EN EL ADIPOCITO DE RATA HEMBRA CON SM
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FIGURA 8.3. EFECTO DEL E, SOBRE LA ACTIVIDAD DE SOD Mn y Cu-Zn EN EL ADIPOCITO DE RATA HEMBRA CON SM
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FIGURA 8.4. EFECTO DEL E; SOBRE LA ACTIVIDAD DE CATALASA EN EL ADIPOCITO DE RATA HEMBRA CON SM
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FIGURA 8.5. EFECTO DEL E; SOBRE LA ACTIVIDAD DE GPx EN EL ADIPOCITO DE RATA HEMBRA CON SM
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Los resultados se expresan en media + error estandar; n=8 en cada grupo.
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