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RESUMEN

La obesidad sigue siendo uno de los principales problemas de salud a nivel
mundial, que afecta a la mayor parte de la poblacion femenina. El hipoestrogenismo,
el sedentarismo y la mala alimentacion son algunos de los factores que conllevan a
la obesidad, haciendo vulnerables a las personas al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares.

Los efectos producidos por el hipoestrogenismo se han tratado de minimizar
mediante el reemplazo hormonal; sin embargo, en los Ultimos afios se han reportado
efectos secundarios graves, como la aparicion de cancer de mama y enfermedades
cerebrovasculares, es por eso que se recomienda hacer cambios en la alimentacion
e incorporar el ejercicio dentro de la vida diaria como una alternativa o bien
complementar la terapia hormonal.

Se evalud el efecto del ejercicio en un modelo de rata Wistar, obesa e
hipoestrogénica al cual se le administré un extracto lipidico de jitomate. Se formaron
4 grupos experimentales: Ovariectomizadas-Obesas-vehiculo-sedentarias (Ov-Ob-
veh-sed), Ovariectomizadas-Obesas-extracto-sedentarias (Ov-Ob-ext-sed),
Ovariectomizadas-Obesas-vehiculo-ejercicio (Ov-Ob-veh-ejer), Ovariectomizadas-
Obesas-extracto-ejercicio (Ov-Ob-ext-ejer). El extracto lipidico de polvo de jitomate
(Lycopersicum esculentum) se administrd via oral (2mg/Kg) y el ejercicio se realiz6 en
caminadora (30cm/seg) durante 20 minutos diariamente durante cuatro semanas.

En cuanto al peso, los animales tratados con el extracto mas ejercicio mostraron
disminucion significativa con respecto al grupo Ov-Ob-veh-sed (F (396 =49.89,
p<0.001). Se detectd disminucion significativa en la presion arterial media (PAM) del
grupo Ov-Ob-veh-ejer (F (3.40) =23.78, p<0.001). Los niveles de glucosa en suero
sanguineo demuestran una disminucion significativa del grupo Ov-Ob-veh-ejer (F
23= 18.21, p<0.001) comparado con los demas grupos, los niveles de triglicéridos
fueron mas elevados en el grupo Ov-Ob-ext ejer (F (323= 6.308, p<0.001), el LDLc
del grupo (Ov-Ob-ext-ejer) fue significativamente menor (F (336=6.547, p<0.001), asi
como un incremento en las HDLc (F (340 =9.704, p<0.001) con respecto al grupo Ov-
Ob-veh-sed. En las aortas toracicas, los niveles de nitritos totales y malondialdehido
disminuyeron significativamente (F (319=12.36 y F (3.13=28.33, p<0.001) con respecto
a las ratas sedentarias mostrando relevancia de la combinacion de este tratamiento.
Posiblemente influird en la disminucion de riesgo en enfermedades cardiovasculares,

sin embargo se necesitan hacer mas analisis para poder sustentar este hecho.



l.  INTRODUCCION

1. Obesidad

La obesidad es un proceso patoldgico progresivo con mdltiples manifestaciones
organo-especificas, originando sintomas fisicos, psicologicos y sociales que afectan
directamente la calidad de vida de las personas que lo padecen. Puede ser factor de
riesgo para patologias como: diabetes Mellitus tipo2, sindrome metabdlico, cancer,
dislipidemias y enfermedades cardiovasculares como ateroesclerosis, infartos,

enfermedades coronarias, etc 2.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), clasifica a la obesidad segun el indice
de masa corporal (IMC), el cual consiste en dividir el peso en kilogramos entre la
estatura elevado al cuadrado. Un IMC mayor a 25 se considera obesidad o sobrepeso,

siendo un factor predisponente para desarrollar enfermedades cardiovasculares (ECV).

% INDICE DE MASA CORPORAL (IMC):

masa (kg)
IMC = 5
(altura (m))
. 18,5 18- 25 + 25 * 30 * 40
DESNUTRICION SALUDABLE SOBREPESO OBESIDAD LEVE OBESIDAD MORBIDA




De acuerdo con la Food and Agriculture Organization (FAO), México es uno de los
paises con el mayor numero de individuos obesos a nivel mundial, hecho que revel6 en

su publicacion The State of Food and Agriculture.

La etiologia de la obesidad incluye factores genéticos del metabolismo como la
regulacion endocrina del apetito; factores ambientales, socioculturales y psicolégicos,
que en conjunto provocan un desequilibrio energético *. Por ejemplo, la regulacién del
apetito esta controlado por grelina (sistema gastrointestinal), leptina (tejido adiposo),
neuropéptido Y (hipotalamo) o melanocortina (hipofosis), entre otros. La grelina estimula
la sensacién de apetito y cuando las reservas de grasa son suficientes (a largo plazo) la
leptina estimula el receptor en el nucleo paraventricular del hipotalamo que inhibe la
produccion de neuropéptido Y, provocando asi supresion del apetito. Un desbalance en
estas hormonas y en las vias de sefalizacion produce exceso de tejido adiposo

conocido como obesidad 2.

El sedentarismo juega un papel muy importante en la apariciéon de la obesidad adn

> ya que al presentarse un desbalance

en personas sin predisposicion genética
energético por aumento en calorias consumidas y una disminucion en calorias

gastadas, traera como consecuencia incremento del tejido graso.

La obesidad contribuye a la hipertensién arterial por mecanismos como son:
resistencia a la insulina e hiperinsulinemia, aumento de la actividad adrenérgica y de
concentraciones de aldosterona, retencion de sodio y liquidos, favoreciendo el

incremento en la frecuencia cardiaca (FC) y la presion arterial (PA) °.
1.1Tejido adiposo y sus efectos a nivel vascular

El tejido adiposo (TA) ademas de ser un reservorio de energia, es un Grgano
endocrino activo cuya célula especializada es el adipocito que contienen principalmente
triglicéridos, colesterol y fosfolipidos. Se distinguen dos tipos de tejido: el tejido adiposo
blanco (TAB) o unilocular y el tejido adiposo pardo (TAP) o plurilocular.



El TA es capaz de establecer comunicacion con el resto del cuerpo mediante la
sintesis y la liberacion de moléculas activas llamadas adiponectinas, las cuales actian
localmente y a distancia por medio de efectos autocrinos, paracrinos y endocrinos >°.
Produce distintos tipos de citocinas o péptidos de regulacion como: leptina (controla los
mecanismos del apetito y balance energético), adiponectina, resistina,
angiotensindgeno I, visfatina (regulacion del tono vascular y procesos inflamatorios);

ademas de quimiocinas como IL-6 y TNFa entre otros.

En los procesos inflamatorios a nivel vascular, el TNFa produce una disminucion
de 6xido nitrico (ON) en las células endoteliales, ocasionando una vasoconstriccion
sostenida. La IL-6, ejerce actividad antiinflamatoria y proinflamatoria, controla la funcién
vascular gracias al incremento de IL-1 y TNFa, ademas estimula la produccion hepética

de proteina C reactiva considerada como factor predictor de la aterosclerosis ®%.
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1TNFo [
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Figura 1. Adipocinas que se producen por el tejido adiposo que contribuyen a diversas enfermedades.
CRP, proteina C reactiva; PAI-1, inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1; PPARY, receptor gamma
para el activador del proliferador de peroxisoma; FFA, &cidos grasos libres; LDL, lipoproteinas de baja
densidad; IL-6, interleucina-6; iNOS, sintasa de 6xido nitrico inducible; TNFa factor de necrosis tumoral
alfa. Tomado de: Carruthers y cols. 2008.

El tejido adiposo produce factores que dafian la funcidon vascular, lo que
incrementa el riesgo de sufrir eventos cardiovasculares, asi como infartos, hipertension,

dislipidemias entre otros (Figura 1) ’.



2. Hipoestrogenismo

El hipoestrogenismo se refiere a la disminucién de estrégenos en la mujer °, el

cual puede presentarse por diversas causas, entre ellas por:

1) Causa natural: Es el periodo en el que la produccion de hormonas en los ovarios
cesa de manera natural. Este proceso comienza con descenso de inhibina B, este
péptido (producido por las células de la granulosa) inhibe a la hormona foliculo
estimulante (FSH) ocasionando un aumento considerable en los niveles de esta
hormona. La FSH, al ser de origen hipofisiario, sirve como un biomarcador de la falla
ovarica. Tras el agotamiento folicular, esta hormona se estabiliza un afio después de

presentarse la menopausia .

2) Enfermedad: La produccién de estroégenos se ve afectado debido a alguna disfuncion
ovarica; por ejemplo, el sindrome de ovario poliquistico, cancer de ovario, falla ovarica

prematura, etc ° .

3) Extirpacion quirargica: La extirpacion en histerectomias de uno o ambos ovarios se

debe a patologias benignas como endometriosis, 0 malignas como cancer *°.

El hipoestrogenismo por causas naturales comienza entre los 45 y 56 afios de
edad . Comienza con un decline en la funcién ovérica con alternados ciclos
ovulatorios normales (perimenopausia o climaterio). Posteriormente se presenta la
menopausia la cual dura aproximadamente un afio a partir de la Gltima menstruacién *?,
etapa en donde la mujer experimenta una serie de cambios. No todas las mujeres
presentan los mismos sintomas ni los padecen con igual intensidad. Los sintomas mas
habituales son: sofocaciones, insomnio, irritabilidad, estados de animo depresivos,
apatia, palpitaciones, adormecimiento y hormigueo de miembros, dolor de cabeza,
fatiga, disminucién de la libido, aumento de vello, incremento de peso y dificultad para
perderlo. Posteriormente, esta reduccion estrogénica provoca una gran cantidad de
manifestaciones clinicas como aumento en el riesgo de sufrir fracturas osteoporéticas,

enfermedades a nivel cardiovascular, Alzheimer, entre otros 13,



2.1 Estrégenos

Existen tres tipos principales de estrégenos: estrona, estradiol y estriol. La estrona
es el estrogeno predominante en la menopausia ya que se genera por el TA y por las
glandulas suprarrenales (Figura 2). El estradiol, sintetizado en las células de la
granulosa, es el estrdgeno mas bioactivo ya que propicia la ovulacién, la concepcion y
el embarazo; ademas, regula el metabolismo de &cidos grasos y colesterol, participa en
la regulacion, crecimiento y diferenciacion de glandulas mamarias, sistema
cardiovascular (SCV), inmune, esquelético, nervioso, entre otros.

Actualmente se han identificado dos tipos de receptores a estrogenos (RE) que
son miembros de la superfamilia de los receptores nucleares, los REa y RES. Ambos
actian como factores de transcripcion cuando son activados por los estrogenos o por
determinados factores de crecimiento para promover la expresion génica o actuar
directamente sobre ciertos 6rganos *>. Sin embargo, nuevos estudios sugieren que por
lo menos hay dos receptores mas, uno acoplado a proteinas G (GPR30) y otro llamado
RE "X", poco descrito ain *°.

O
17-hidroprogesterona
17-20 fiasa
0
\4 “ ‘
' aromatasa s
- 4 —— H
| : > Iy
N
0
0
androstendiona estrona
reductasa
o-H g-H
’ , aromatasa ‘
g L j ]
™ ]
H
0 0
testosteronz estradiol

Figura 2. Conversién de progesterona a estrégenos y andrégenos. Adaptado de: Thomas M Devlin. 2006.
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Los REa y REB son muy parecidos y parecen actuar de manera muy similar, pero

probablemente los beta sean los mas distribuidos en el organismo 2’.

En ausencia de estrégeno, los RE se encuentran secuestrados en un complejo
inhibitorio multiprotéico en el citoplasma de las células blanco. Cuando la hormona entra
a la célula, se une a su receptor provocando una homodimerizacion que conlleva a una
union de alta afinidad con elementos de respuesta de estrégenos (ERE) o a una
fraccion de ADN. También se puede producir una respuesta con la unién a cinasas de

factores de crecimiento.

Durante el hipoestrogenismo los niveles circulantes de estradiol son muy
variables, usualmente entre 10-20pg/ml. Este estradiol no es liberado de manera

gonadal, es convertido de manera exégena **.

La Tabla 1 muestra los niveles de estrogenos de mujeres en edad fértil y no fértil.
Después de la menopausia, la produccion de androstendiona, testosterona, y

estroégenos declinan significativamente.

Hormonas Periodo reproductivo| Postmenopausia | Ooforectomizadas u
(mg/dia) (mg/dia) ovariectomizadas

(mg/dia)

/Androstendiona 2-3 0.5-1.5 0.4-1.2

Dehidroepiandrosterona 6-8 1.5-4.0 1.5-4.0

(DHEA)

Sulfato de 8-16 4-9 4-9

dehidroepiandrosterona

(DHEAS)

Testosterona 0.2-0.25 0.05-0.18 0.02-0.12

Estrégenos 0.350 0.045 0.045

Tabla 1. Niveles de esteroides en sangre de mujeres en periodo reproductivo, postmenopausicas y
ooforectomizadas. Tomado de: Altchek A. y cols. 2003.
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Los niveles de estrégenos circulantes en las mujeres ooforectomizadas u
ovariectomizadas son producto de la conversidn extragonadal a partir de los
andrégenos. Diversos estudios muestran que el principal productor de estrégenos
circulantes es el tejido adiposo, aqui la estrona es sintetizada a partir de

dehidroepiandrosterona secretada por las glandulas suprarrenales ’.
2.2 Fisiopatologia del hipoestrogenismo
El hipoestrogenismo causa grandes cambios metabdlicos en la mujer. La carencia

de estrogenos tiene efectos en diferentes 6rganos estrogeno-dependientes, los méas
significativos se producen sobre el sistema cardiovascular y el tejido 6seo *2.

EFECTOS NOCIVOS DEL HIPOESTROGENISMO

Atrofia urogenital

Sintomas vasomotores

Disminucion de la masa magra (6rganos, musculos y huesos)
Incremento del tejido adiposo

Enfermedad cardiovascular

vV V. V V V VY

Disminucién de la masa 6sea

Figura 3. Principales desérdenes en el organismo ocasionados por la disminucién de estrégenos.

2.3. Efectos sistémicos del hipoestrogenismo

En la postmenopausia 0 hipoestrogenismo la concentracion de lipoproteinas de
baja densidad (LDLc) aumentan y las lipoproteinas de alta densidad (HDLc)
disminuyen; estos parametros son indicadores del desarrollo de hipertension arterial
(HA). También existe disminucion en el metabolismo de carbohidratos, aunque este
hecho alin no se ha esclarecido *°. El envejecimiento también es un factor importante
en la aparicién de enfermedades vasculares ya que se relaciona con el aumento en la
oxidacion %°.
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Durante y después de la menopausia ocurren alteraciones en los depositos
grasos ya que el hipoestrogenismo tiene efectos negativos sobre el metabolismo de las
grasas favoreciendo la obesidad, éste acontecimiento incrementa el riesgo

cardiovascular ateroesclerético *8.

La actividad de los estrogenos en la regulacion de los lipidos se ha confirmado en
estudios recientes en ratones sin receptores a estrégenos 0 aromatasas, enzima
necesaria para la biosintesis de los estrégenos. Los resultados indican que los ratones

desarrollaron hiperlipidemia asi como un aumento en la masa grasa .

2.4. Estrogenos en la disfuncién endotelial

En las células endoteliales y el musculo liso se expresan los REa y RE; éstos
receptores han demostrado ser los responsables de la codificacibn de genes en la
mitocondria vascular, siendo los REB los que predominan en la regulacion de genes
involucrados en la cadena de transporte de electrones, sin embargo adn no queda bien

establecido el mecanismo de accién vascular en ambos receptores .

Una vez que ingresa el estrogeno por difusion simple, el complejo estrégeno-
receptor actia sobre el tejido vascular como factor de transcripcién y de manera directa

induce la expresion de genes en diversas células como se observa en la Tabla 2.

CELULAS VASCULARES OTRAS CELULAS
Prostaciclina Factor transformador
eNOS Factor de crecimiento plaquetario
Fibrindgeno Factor tisular
INOS Antitrombina I11
nNOS PAI
Endotelina Apoproteina A, B, D
Colageno Enzima convertidora de angiotensina
Metaloproteina

Tabla 2. Diversos genes que se codifican por estrogenos. Tomado de: Perez CS 'y cols. 2001.
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Asi mismo, se ha reportado un mecanismo directo el cual no depende de la
expresion génica. El estrogeno activa la eNOS (sintasa de 6xido nitrico endotelial) en
células endoteliales, via fosfatidilinositol 3-cinasa/Akt, esto conduce a la fosforilacion de
la eNOS en serina posicion 1177 provocando incremento en la produccién de ON y por
tanto vasodilatacién 2. El aumento de ON involucra toda una serie de mecanismos
protectores del SCV, como inactivacion plaquetaria y la inhibicibn de la adhesion
leucocitaria *°. Ademaés, las hormonas estrogénicas han demostrado modular el balance

de agentes vasodilatadores y vasoconstrictores 2*.

Por otro lado, los estrogenos también se relacionan con el efecto antioxidante en
las células; es decir, disminuyen el estrés oxidativo producido por radicales libres de
oxigeno. Estos radicales libres o especies reactivas de oxigeno (EROs) son moléculas
altamente reactivas que afectan a lipidos (peroxidacion lipidica), acidos nucléicos y
proteinas, estos eventos se han relacionado con el envejecimiento y enfermedades

degenerativas como diabetes, problemas neuronales, cancer y ateroesclerosis %' %°.

La peroxidacion lipidica juega un papel muy importante en el desarrollo de
ateroesclerosis ya que descompone a los &cidos grasos poliinsaturados que son
esenciales para el organismo (funcidon cardioprotectora). Este mecanismo comienza
cuando un radical libre ataca a un carbén alfa de un &cido graso poliinsaturado para
formar un lipido radical llamado peroxil, que puede reaccionar con otros acidos grasos
poliinsaturados para formar un lipoperoxido, asi se produce una reaccién en cadena de
un numero creciente de acidos grasos provocando dafio tisular. Los productos finales
de esta reaccion son algunos alcoholes, cetonas y aldehidos reactivos como el
malondialdehido, que reaccionan con proteinas y ADN ocasionando enfermedades

patogénicas.

14
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Figura 4. Un posible mecanismo para la captura de radicales libres del 17pJbutoxiestra-1,3,5(10)trien-
3-ol (7OBuU-E2) (1), un derivado de estrégeno encontrado en experimentos con neuronas in vitro. La
segunda estructura muestra las densidades de los atomos (C y O) lo cual nos indica la captura
preferencial de *OH por el C10. Tomado de: Porkai-Tartai K. y cols. 2008.

Un estudio, realizado en la Universidad de California en el 2005 por Duckles y
colaboradores, demostré que los estrogenos modulan la funcién mitocondrial en la
vasculatura. Se utilizé un modelo de isquemia in vitro en células endoteliales de cerebro
de ratén, para producir elevados niveles de EROs. Tras la administracion de 17-
Bestradiol (E2) aumenté la produccién de ATP, ademas se detectaron los REa en las
mitocondrias por inmunoblot y disminucién de los niveles de EROs en comparacion
con los cultivos con estrés oxidativo. Estos hallazgos indican que el E, puede preservar

la funcién mitocondrial endotelial y proporcionar proteccion contra la isquemia ’.

Otros estudios sugieren que los estrogenos pueden contribuir a la disminucién de
EROs mediante el incremento de la fosforilacion oxidativa en mitocondrias
cerebrovasculares. Tras la exposicion con estrogeno sintético, la actividad de la citrato
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sintasa y el complejo IV aumenta; es decir, provoca disminucion en los niveles de

produccion de superéxido y peréxido 2.

Los mecanismos precisos aun no se entienden pero la evidencia sugiere la

participacion de ambas acciones, gendmicos y no gendmicos. En particular los efectos
de E, sobre las EROs pueden ser un mecanismo que subyace a los efectos protectores

de esta hormona (Figura 5).
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Figura 5. Posible efecto de los estrégenos en la actividad mitocondrial. Los estrogenos promueven la
produccion de energia mientras disminuyen los niveles de ROS durante la fosforilacién oxidativa. Este
sistema genera electrones que interactdan con el oxigeno produciendo superoéxido, el cual se metaboliza
por la enzima manganeso superéxido dismutasa. El peréxido de hidrégeno producido es reducido a H,O
por la glutation peroxidasa-1. Tomado de: Miller MV. y cols. 2008.

3. Obesidad e hipoestrogenismo

Actualmente se sabe que el hipoestrogenismo promueve aumento en la masa
grasa y peso corporal, ademas de alteraciones cardiovasculares en humanos y
roedores. La disminucion del metabolismo por la edad, la disminucion de estrégenos y
de actividad fisica, son factores predisponentes para la aparicion de obesidad en
mujeres. Ademas, la obesidad y el hipoestrogenismo estan estrechamente relacionados

con el desarrollo de ECV 2°.
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Existen diversas vias por el cual el hipoestrogenismo y la obesidad se encuentran
relacionados. Por ejemplo, la leptina, que informa al cerebro la magnitud de las reservas
energéticas (involucrada con la sensacién de saciedad), y su activador colecistoquinina
(CCK) son regulados por los estrogenos estimulando su secrecion, por lo tanto esta
disminucién ocasiona que la persona tenga un desbalance en la sensacion de apetito-

saciedad *°.

La North American Menopause Society afirma que el envejecimiento, el estilo de
vida y factores ambientales, tales como, la falta de ejercicio fisico y el incremento en el
consumo caldrico, estan estrechamente relacionados con la aparicion de obesidad y
morbitilidad. Las mujeres hipoestrogénicas con poca actividad fisica y mala
alimentacién son mas susceptibles a desarrollar obesidad y sobrepeso *'. Atin no queda
bien establecido por qué algunas mujeres son mas vulnerables a una ganancia de
masa corporal mas rapida al iniciarse la menopausia. Sin embargo, se han relacionado
factores sociales, socioecondémicos, genéticos e historial reproductivo a esta ganancia

ponderal 2.

3.1 Incidencia

La incidencia de obesidad y sobrepeso en las mujeres a alcanzado proporciones
epidémicas y el hipoestrogenismo juega un papel muy importante en su apariciéon *. La
prevalencia mundial de obesidad en las mujeres se registr6 desde 1980 por la OMS
sefialando que en ese afo el 5% de hombres y el 8% de las mujeres tenian sobrepeso
3 Actualmente esta tendencia aumentd de manera importante, ya que cerca de 200
millones de hombres y 300 millones de mujeres mayores de 30 afios presentan
obesidad y sobrepeso. En todas las regiones de la Organizacién para la Cooperacion y
el Desarrollo Econdmico (OCDE), la obesidad es mas frecuente en mujeres que en
hombres mayores de 30 afios. En México, de 1988 a 2012, el sobrepeso en mujeres de
20 a 49 afios se increment6 de 25 a 35% y la obesidad de 9.5 a 35.2% *°.

Con estos datos encontramos una clara asociacion del hipoestrogenismo con el

aumento del peso corporal y masa grasa 3",

17



3.2. Principales patologias.

Como se menciono anteriormente, los estrogenos juegan un papel muy importante
en la regulacién vascular y su disminucion puede incrementar el riesgo de ECV. Por
otra parte, la relacion de estas enfermedades con la obesidad se basa en un complejo
sistema multifactorial en el que intervienen la actividad del sistema nervioso
parasimpatico, resistencia a la insulina, resistencia a la leptina, hiperactividad del
sistema renina-angiotensina-aldosterona y disminucion de la actividad del péptido
natriurético, entre otros factores. Es por eso que ambos factores, obesidad e

hipoestrogenismo, resaltan la alta prevalencia de HTA y ECV en las mujeres.

De acuerdo con la OMS en su estudio The global status report on
noncommunicable diseases en el 2010, las enfermedades cardiovasculares son la
principal causa de muerte en el mundo. En 2008 fallecieron por esta causa 17,3
millones de personas, lo cual representa un 30 % de los decesos registrados. Segun

datos del INEGI las mujeres presentan mayor frecuencia de ECV, principalmente

enfermedades cerebrovasculares, isquemia del corazén e hipertension arterial *

(Figura 6).
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Figura 6. Gréfico de tasas de mortalidad en México por ECV. Tomado de: Base de datos INEGI. México 2007.
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En otros estudios se demostré que el riesgo de enfermedades coronarias en
mujeres de 65 a 74 afios con IMC superior a 29 (sobrepeso, segun la OMS), aumento
un 50% con respecto a las de IMC inferior a 21 3% %,

4. Terapia De Reemplazo Hormonal

Cuando se reporté de manera contundente la importancia de los estrégenos en el
organismo, se han realizado diversos estudios para evaluar los beneficios de las
hormonas sintéticas, mostrando resultados controvertidos sobre sus efectos. En el 2002
su uso quedo suspendido tras las publicaciones de Woman's Health Initiative (WHI) por
parte del Instituto Nacional de Salud (NIH) en Estados Unidos. El programa de
investigacion evaluo los efectos de las hormonas en dos estudios: el uso de estrégenos
mas progestina (Pempro™) en mujeres con matriz y el uso de estrégeno (Premarin™)
en mujeres sin matriz. En ambos estudios se eligieron mujeres hipoestrogénicas de 50
a 79 afnos al azar, con un grupo control (placebo). El estudio demostré que el uso de
Pempro™ incrementaba el riesgo de cancer de mama, infarto cerebrovascular, infarto al
miocardio, trombos en sangre e incontinencia urinaria. Ademas el estudio indicé que el
tratamiento duplicaba el riesgo de demencia, incluida Alzheimer en mujeres mayores de
65 afios 12,

Los resultados con respecto a Premarin™ mostraron que hay aumento significativo en
la trombosis cerebral y aparicién de trombos en sangre. Por otra parte, el riesgo de

cancer de mama disminuyé con respecto a aquellas administradas con placebo™.

Un estudio de grandes proporciones se realiz6 en el Reino Unido por la
Universidad de Oxford en el 2001, llamado The Million Woman Study, en donde se
examinaron aleatoriamente a 1 129 025 mujeres premenopausicas y menopausicas.
Los resultados mostraron mayor incidencia de cancer mamario en las mujeres
menopausicas tratadas con estrogeno mas progestina. En las mujeres que se
medicaron solo con estrogenos el riesgo no incrementd cuando el uso comenzé 5 afos
después de la menopausia, pero el riesgo incrementd significativamente cuando la

terapia inicié antes o poco después de la menopausia *.
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Sin embargo, los estudios a corto plazo indican que los beneficios de la TRH
predominan en la proteccion 6sea (ademés de bochorno, sudoracion, fatiga entre otros),
ya que reduce entre un 30 a 40% la osteoporosis en mujeres mayores de 60 afos,
ademas disminuye la concentracion de LDLc e incrementa las HDLc, aunque la relacion
de estas dos lipoproteinas son indicadores en la aparicion de ECV no existe evidencia
clara que demuestre si la TRH disminuye eventos cardiovasculares. La evidencia
epidemiolégica aln no es clara *°.

Por estas razones se requiere estudiar e implementar nuevas terapias alternativas
gue permitan la disminucion de las patologias relacionadas con el hipoestrogenismo y la

obesidad.

5. Alternativa a las TRH: ejercicio y extracto natural de Lycopersicum esculentum

Actualmente para el tratamiento de la obesidad se han sugerido cambios en la
dieta y aumento en la actividad fisica como parte de una terapia alternativa o bien para
complementar una terapia de tipo farmacolégica (Tabla 3).

Se han realizado multiples estudios en relaciéon al ejercicio, demostrando disminucion
en la tasa de mortalidad, el riesgo cardiovascular, diabetes, cancer, IMC e hipertension
arterial lo que indica una mejora de la actividad endotelial y perfil lipidico en la

obesidad.

Tratamiento de Grados de IMC

la obesidad 25-26.9 27-29.9 30-34.9 | 35-39.9 >40
Dieta y actividad Con Con + + +
fisica comorbilidades | comorbilidades

Terapia Con + + +
farmacoldgica comorbilidades

Cirugia Con comorbilidades

Tabla 3. Terapias adecuadas para diferentes IMC, tomando en cuenta la existencia de comorbilidades. El

simbolo “+” indica el uso del tratamiento indicado independientemente de comorbilidad. Tomado de:
National Institute of Health Publication 2000.
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5.1 Ejercicio

Uno de los principales factores para la aparicion de la obesidad es el
sedentarismo. Para relacionar la obesidad con los factores de riesgo CV, Castello
Branco en el 2009, estudi6 a 467 mujeres chilenas y detectd alta prevalencia del

sedentarismo como factor de riesgo CV .

De acuerdo con la European Food Information Council (EUFIC) el ejercicio puede
dividirse en tres tipos dependiendo el efecto que acusan en el cuerpo: a) ejercicio
aerébico, como el ciclismo, caminar, correr, éstos aumentan la resistencia
cardiovascular; b) ejercicio anaerdbico, como hacer pesas, aumentan la fuerza del
musculo a corto plazo; c) ejercicios de flexibilidad, que mejoras la capacidad del
musculo y las articulaciones °. El ejercicio puede ser un método efectivo para la
prevencién y la disminucion de la acumulacion de la grasa corporal e incrementar la
capacidad cardiorespiratoria en mujeres posmenopausicas *"*®. En un estudio aleatorio
con mujeres postmenopausicas, se demostré que existe una disminucién significativa

de grasa abdominal y subcutanea cuando se incrementa la duracion del ejercicio *°.

Hay nuevos estudios que relacionan la actividad fisica con la pérdida de masa
grasa y la prevenciéon del aumento de peso. El ejercicio aerdbico sdlo, sin modificacién
en la dieta, ha demostrado producir pérdida de peso, pero en general es muy poco si no
se combina con restriccion calérica. En estudios con dieta y actividad fisica, por
separado y combinada, se encontré que la pérdida de peso conseguida en el grupo
fisicamente activo fue significativamente menor que el alcanzado en la dieta por si sola

y en el grupo de dieta mas ejercicio >*°*2,

En general el control y disminucion de peso involucran mdultiples estrategias y
técnicas que incluyen una dieta baja en calorias (1000-1200 Kcal/dia) y actividad fisica
(30-45 min de moderada intensidad) que pueden ser acompafiadas por una terapia

farmacolégica 3.

El ejercicio también impacta de manera positiva en la funcion
cardiovascular a través de la mejora de parametros como la presion arterial diastolica,

sistélica, media y frecuencia cardiaca; es decir, la practica del ejercicio aerdbico es una
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medida eficaz para la prevencion y el control de la hipertension arterial (HTA) pues
reduce unos 10 mmHg la presion sistdlica y 8 mmHg la diastdlica, lo cual lleva a los
autores a concluir que el ejercicio aerobico es recomendable para la poblacion
hipertensa en general 8.

Estudios actuales relacionados con el estrés oxidativo, demuestran que el ejercicio
disminuye significativamente los niveles de EROs en ratas con elevado estrés oxidativo
en el cerebro, esto sugiere que el ejercicio fisico puede disminuir los niveles de EROs y

con ello enfermedades relacionadas **.

5.2. Lycopersicum esculentum

El jitomate o tomate rojo (Lycopersicum esculentum) estd compuesto de agua
principalmente 90-95%, también de hidratos de carbono 4%, proteinas 0.5-1%,
vitaminas A, C, B4, B, yniacina, folatos (vitamina Bg) y carotenoides 5-6% (de los cuales
el 65% es de licopeno, cerca de 3-5mg de licopeno por 100g de material crudo), aunque
esto depende de la especie, condiciones ambientales, tipo de fertilizacidon, estacion del
afio, etc. El licopeno es un carotenoide con mayor poder antioxidante que el B-caroteno
(in vitro) y representa aproximadamente el 80-90% de los carotenoides que se
encuentran en el tomate rojo. La estructura molecular de este fitoquimico (hidrocarburo
de 40 atomos de carbono unidos por dobles enlaces conjugados) (Figura 8), constituye
la base molecular para la sintesis de otros carotenoides y le confiere propiedades

antioxidantes en el organismo °*.

Licopeno
Peso molecular: 536.89
Formula molecular: C40H56
Composicion molecular: C 89.49% H 10.51%

Figura 8. Estructura del licopeno, peso y formula molecular. Carotenoide de cadena abierta. Tomado de:
Leffingwell J.2001.
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El licopeno también se encuentra en sandias, pimientos rojos, etc; ya que es el
principal componente responsable de su caracteristico color rojo >°. Este carotenoide se
encuentra distribuido ampliamente en el organismo, en la sangre (0.22-1.06nmol/mL) y
tejidos como higado, rifién, glandulas renales, testiculos, ovarios y prostata. La
distribucién del licopeno en el organismo comienza una vez consumido el alimento, éste
es incorporado dentro de las micelas de los lipidos dietarios y absorbido por la mucosa
intestinal por difusidbn pasiva para integrarse a los quilomicrones y ser liberado al
sistema linfatico. El licopeno es transportado por las lipoproteinas dentro del plasma
para la distribucién a los diferentes érganos °°. El tomate fresco proporciona el 90% del
licopeno necesario para el organismo ya que es un micronutriente no sintetizado por el

organismo °.

Los metabolitos del licopeno tales como 2,6-ciclolicopen-1,5-diol, se han
encontrado en suero, pulmones, higado, colon, piel y préstata de humanos, por eso se
debe tener en cuenta que, aunque los modelos de cultivos celulares permiten evaluar
los eventos moleculares y celulares modulados por los compuestos fitoquimicos, los
productos de degradacion del licopeno en el organismo podrian ser los que tengan el

efecto biologico .

5.2.1 Mecanismos bioldgicos del licopeno

Se ha asociado la alta incidencia de enfermedades CV, principalmente coronarias,
a la baja concentracion de licopeno encontrado en el suero sanguineo de hombres
°557%8 Ademas, estudios longitudinales como el Monitoreo Multinacional de Tendencias
y Determinantes en enfermedades cardiovasculares demuestran la asociacion inversa
entre la ingesta de antioxidantes con la manifestacion de isquemia cardiaca "

El licopeno ha demostrado tener actividad antioxidante, aumento en la
comunicacion intercelular por uniones nexus, inactivacion e inhibicion de la sefalizacién
de androgenos, antiproliferacion de células cancerigenas, actividad anitmetastasica en

lineas celulares %8
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También se ha demostrado tener efecto hipocolestorémico in vivo e in vitro en
donde se observo una disminucién en la sintesis de colesterol de los macrofagos hasta
en un 73%. Este estudio sugiere que el licopeno inhibe la sintesis mediante la inhibicién
celular de la HMGCOoA reductasa, enzima limitante en la sintesis del colesterol. Ademas,
en un estudio clinico, el tratamiento con extracto de tomate (capsulas que contenian
15mg de licopeno) demostr6 reduccion considerable en la presion sistolica (de
144mmHh a 134mmHg) en pacientes con hipertensién grado 1°°. Otro estudio demostré
gue el consumo de jugo de tomate en 106 mujeres con obesidad o sobrepeso, durante
20 dias, redujo los niveles de mediadores inflamatorios circulantes (IL-8 y TNFa) y por

lo tanto disminuir el riesgo de ECV *°.

El mecanismo antioxidante aiun no estid bien establecido, sin embargo se ha
encontrado que el licopeno puede regular el sistema de elementos de respuesta
antioxidante (antioxidant response element, ARE) en lineas celulares a través de la
expresion de proteinas incluyendo: epoxido hidrolasa-1 (EPXH-1), superéxido
dismutasa-1 (SOD), catalasa (CAT) y la proteina de unidon de metal transferrina,
ademas de COX-2 e iNOS. En consecuencia el licopeno disminuye la modificacion
oxidativa de las LDL las cuales son captadas por los macréfagos para convertirse en
células espumosas que forman la placa ateroesclerética °. Otros estudios més actuales
sugieren que el efecto antiaterogénico del licopeno sobre el organismo involucra
diversas vias antioxidantes como son: modular factores de transcripciéon como el Nrf2 o
factor nuclear derivado de eritroide cuya funcion es estimular la produccion de enzimas
antioxidantes (SOD, CAT, EPXH-1); estimular la expresion de NADPH oxidasa,
disminucién en la produccién de ON e iNOS in vitro ®°. Incluso, los metabolitos del
licopeno en particular el 4cido apo-10-licopendico, ha demostrado inducir la expresion
de enzimas mediadas por el factor de transcripcion Nfr 2, como la glutation S-
transferasas, la quinona o6xido reductasa -1, e incrementa los niveles de glutation
intracelular en células bronquiales. Estos efectos van acompafados de la disminucion

de ROS y el dafio oxidativo °.
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El uso de licopeno también puede ser usado como agente terapéutico para el

cancer de préstata, cancer de mama, endometrio y pulmén en cultivos de células y

tejidos animales e in vivo en ratas *’ (Figura 9).
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Figura 9. Principales mecanismos bioldgicos del licopeno y su importancia en investigaciones. Tomado de:

Valensa. 2008.

La idea de la ingesta de compuestos naturales como un tratamiento puede

ofrecer un amplio medio de bajo costo para reducir riesgos de eventos CV 2,
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.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La disminucion hormonal, la obesidad y el sedentarismo son responsables directos
en la aparicion de enfermedades metabdlicas y cardiovasculares. Tomando en cuenta
gue las modificaciones en la dieta asi como el ejercicio no son suficientes para disminuir
el peso corporal, se recurre a la terapia farmacoldgica la cual trae consigo efectos
adversos perjudiciales para la salud. Por esta razén es importante buscar alternativas
de origen natural que aunadas al ejercicio disminuyan el peso corporal asi como los
multiples factores que intervienen en el deterioro metabdlico. El uso de fitofarmacos de
origen natural y el ejercicio pareciera ser una buena eleccion. El tomate, por su alto
contenido en antioxidantes, podria ser una buena alternativa terapéutica. Por lo
anterior, es importante analizar si la administracion del extracto lipidico de tomate
combinado con el ejercicio aerdbico disminuye alteraciones ocasionadas por el

sedentarismo, la obesidad y el hipoestrogenismo en ratas obesas hipoestrogénicas.
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. HIPOTESIS

La ingesta del extracto lipidico de Lycopersicum esculentum aunado con el ejercicio
disminuiran las alteraciones en los parametros que se presentan en un estado de
hipoestrogenismo y obesidad tales como PAM, colesterol, glucosa, triglicéridos, LDLc
en suero sanguineo y estrés oxidativo en ratas hembras Wistar inducidas obesas por
una dieta alta en carbohidratos.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del extracto lipidico de Lycopersicum esculentum y el ejercicio a nivel

bioquimico y cardiovascular, en ratas Wistar hipoestrogénicas y obesas inducidas por

una ingesta alta en sacarosa.

A
1.
2
3

. Objetivos particulares

Inducir el hipoestrogenismo en ratas de 2 meses por medio de ovariectomia.
Provocar obesidad mediante una dieta alta en carbohidratos.

Medir la presion arterial media mediante el método pletismografico después del
tratamiento.

Administrar el extracto y someter a ejercicio en caminadora a las ratas Wistar Ov-
Ob a diario por cuatro semanas.

Durante la administracion del extracto y el régimen de ejercicio registrar a diario:
5.1Consumo de liquido/alimento (alimento seco).

5.2 Ganancia de peso (Q).

Determinar niveles séricos de colesterol, HDLc, LDLc, triglicéridos, glucosa en
suero sanguineo.

Determinar niveles de marcadores de estrés oxidativo en aorta (6xido nitrico y
malondialdehido) por método colorimétrico.

Analizar los resultados obtenidos y concluir con base en los resultados.
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V. MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

A. Fa&rmacos y reactivos.

- Acido acético concentrado
- Acido tiobarbitarico
- Agua desionizada
- Azucar refinada comercial
- Baytril (enrofloxacina), solucién inyectable al 10%
- Butanol
- Cloruro de potasio (lentejas)
- Kit para la determinacién cuantitativa colorimétrica Spinreact®
e Glucosa
Triglicéridos
e HDLc
e LDLc
e Colesterol total
- Alimento estandar Lab Diet 5008
- Matacresa en aerosol Pfizer®
- Piridina
- Polvo de jitomate LABYZET®

B. Material

- Cepos de acrilico

- Canula de administracién oral para animales

- Matraz Erlenmeyer

- Embudo Buchner

- Matraz Kitazato

- Micropipetas de 100-1000uL, 10-100uL, 0.2-10uL
- Tubos de ensayo de 10mL

C. Equipo

- Balanza analitica SARTORIUS® T2101.

- Sonicador BRANSON® 3210

- Plancha de agitacién y calentamiento BENCHMARCK®

- Vortex VORTEX-GENIE® 2

- Caminadora Panlab HARVARD APPARATUS® LE 8710
- Pletismégrafo Panlab HARVARD APPARATUS® LE 5002
- Micro homogenizador PRO CIENTIFIC® PRO200

- Centrifuga

- Espectrofotémetro MERCK® Microlab 100
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VI. DISENO EXPERIMENTAL

A. Tipo de estudio

Experimental, Transversal, prospectivo y comparativo.

B. Poblacién

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar de 2 meses de edad de 200-250g de
peso, las cuales se sometieron a cirugia para la extraccion de ambos ovarios para
inducir el hipoestrogenismo. Después de 3 semanas de estabilizacion se someten a
dieta hipercaldrica con sacarosa al 30% en el agua de beber por 14 semanas para

inducir la obesidad.

Las ratas se mantuvieron en el bioterio del departamento de farmacobiologia del
CINVESTAV sede sur, colocadas en jaulas individuales a temperatura constante de 22+
2 °C con humedad del 50%, bajo ciclos de luz-oscuridad (12/12h). Se les administro
alimento estandar Lab Diet 5008 y agua ad libitum con azlcar refinada al 30%p/v
(modelo de obesidad).

Todos los experimentos se realizaron siguiendo las especificaciones técnicas de la
NOM-062-Z00-1999. Para el ejercicio se siguieron las recomendaciones de la guia

para el disefio de protocolos de ejercicio en animales .
C. Grupos experimentales

Los animales se dividieron de forma aleatoria en cuatro grupos experimentales.
GRUPO 1. Ovariectomizadas-obesas-vehiculo-sedentarias: aceite de maiz (vehiculo)
via oral.

GRUPO2. Ovariectomizadas-obesas-extracto-sedentarias: extracto lipidico de polvo de
jitomate 25% p/v (2mg/Kg) v.o.

GRUPO 3. Ovariectomizadas-obesas-vehiculo-ejercicio: ejercicio aerdbico en
caminadora.

GRUPO 4. Ovariectomizadas-obesas-extracto-ejercicio: extracto lipidico de tomate y

ejercicio aerobico.
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0v-Ob-veh-sed Aceite de maiz
(control) n=10 (vehiculo)

Extracto lipidico de
Rata Wistar OV'OIE):_iét_SEd polvo de jitomate

Ovariectomizadas 2mg/Kg
-Obesas
n=50
Aceite de maiz
(vehiculo) + 20min
de ejercicio aerébico

Ov-Ob-veh-ejer
n=13

Ext. lipid. (2mg/Kg)
+ 20min de ejercicio
aerébico

Ov-Ob-ext-ejer
n=14

Figura 10. Esquema general de trabajo mostrando los grupos experimentales y el nimero de ratas por cada
grupo.

D. Criterios

Criterios de inclusién: ratas ovariectomizadas que hayan cumplido las 14 semanas de

dieta hipercalorica.

Criterios de exclusion: rata con alguna afeccion en huesos, musculo o piel (puede
deberse a la obesidad), que le impidan el movimiento.

Criterios de eliminacién: deceso de alguna rata durante el tratamiento.
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VIl. METODO

A. Ovariectomia

Ratas de 2 meses se sometieron a cirugia para la extirpacion bilateral de los ovarios
(ovariectomia) con la finalidad de propiciar hipoestrogenismo en los animales

experimentales.

Los animales fueron anestesiados con una combinacién de Ketamina (50mg/Kg) y
Xilazina (10mg/Kg) por via intramuscular, el cual debe prepararse el mismo dia de uso.
Se realiz6 una incision (en el area pélvica rasurada) de aproximadamente 1.5cm en la
piel seguido de otra incisién de 0.5 cm del musculo, ambas de manera transversal. Se
expusieron los oviductos de cada lado y se ligaron con hilo de nylon. Posteriormente se
extirparon ambos ovarios cortdndolos por arriba de la ligadura y se sutura el musculo
con hilo de seda de 3 ceros y la piel con hilo de nylon. Se limpio la herida con solucion
de yodo 2% y se administré por via i.m. antibiético enrofloxacina al 10% (1.5mg/Kg).
Finalmente se colocaron las ratas en cajas de acrilico con una lampara hasta su

recuperacion.

B. Registro de la presion arterial media y frecuencia cardiaca

Se utiliz6 el método pletismografico de aire, que utiliza la técnica
esfingomanomeétrica, la cual nos permite detectar cambios de volumen sanguineo.
El aparato consiste de un manguito con una membrana, que se infla con capacidad de
0.2 litros de aire, un sensor y la unidad de control en donde un transductor de presién
interna mide constantemente la presién corriente aplicada al brazalete mostrando de

forma automatica la presion sistdlica, diastolica y media calculada.

Antes de la toma de presion arterial se someten a las ratas a entrenamiento para
evitar en la mayor medida posible variaciones por los movimientos de los animales.
Para ello se colocaron a los animales en los cepos de acrilico 15 min, tres veces por
dia, una semana antes de la medicion con la menor agresividad posible para que se
habitlen a las condiciones necesarias de registro.
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Por lo menos dos horas antes de la toma de presion se limito el alimento y agua a
los animales. Posteriormente se colocaron en los cepos y en un hueco caliente, para
favorecer la vasodilatacion de la arteria caudal. Se les colocé el manguito a unos 2 o
3cm del final de la cola y se presiona el botdon de accionamiento para la toma de
presion. Se insufla el manguito de aire para obstruir el paso de la sangre, cuando
comienza a desinflarse la membrana del manguito, la re-aparicion de las pulsaciones
corresponden a la presion sistélica y posteriormente aparece la presion diastdlica. La

PAM y a FC son calculadas por el equipo.

C. Ejercicio en caminadora

El aparato Treadmill control Harvard® LE8710 consiste de una banda de cinco
carriles con velocidad e inclinacion ajustable, un software y la unidad de control. Una
vez que se administro el extracto de tomate o el vehiculo, se sometieron a las ratas a
ejercicio en caminadora por 20 minutos, la primera semana a una velocidad de 10cm/s,
la segunda 20cm/s, la tercera 25cm/s, la cuarta 30cm/s. Las ultimas dos semanas se

alternaban con 5 min de descanso cada 10min.

Tratamiento

Duracion (semanas)

12 semana 22 semana 32 semana 42 semana
Velocidad (cm/20min)

10 cm/s 20 cm/s 25 cm/s 30 cm/s

Tabla 4. Velocidades y tiempo en caminadora al que se sometieron las ratas para el

experimento.

D. Preparacion del extracto lipidico de jitomate.

Se peso la cantidad considerada de polvo de jitomate para una concentracion de
25%plv utilizando como diluyente aceite de maiz. La suspension se coloco en sonicador

por 30min. Posteriormente se filtr0 a vacio con embudo Buchner (papel filtro #1). El
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filtrado se recolectdé en un matraz Erlenmeyer forrado de papel aluminio, y se almaceno
en refrigeracion a 4°C. El preparado no debe usarse mas de una semana desde su
preparacion.

E. Método general de recoleccidén y conservacion de muestra

La muestra de sangre se obtuvo por decapitacion, esto se realizdé cuidadosamente
para evitar la hemodlisis por estrés mecanico. La sangre de cada animal fue recolectada
en un tubo de ensaye. Transcurridos 10min, para la coagulacion de la sangre, se
separ0 el suero sanguineo mediante centrifugacion durante 5 min a 3000rpm. El
sobrenadante se extrajo con una micropipeta de 1000ul y se almacenaron en tubos
Eppendorf a -70°C en el Revco™. Las muestras se analizaron el dia posterior a su

recoleccion.
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F. Determinacién cuantitativa de parametros bioquimicos en suero sanguineo.

a. Glucosa

CALIBRACION

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

*La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de glucosa presente en la muestra ensayada.

Reacciones involucradas

Determinacion de glucosa por
tecnica enzimatico colorimétrico

Parametros del equipo: A =505nm,
T=37°C, unidades=mg/dL

Introducir muestra de agua para ajustar
a cero.

Disolver el contenido de un vial de R2
con R1 (RT). Pipetear en 3 tubos
Eppendorf:

Blanco= 1mL de RT
Patrén= 1mL de RT + 10pL de Patrén 1°
Muestra= 1mL de RT + 10uL de muestra

Mezclar e incubar 10 min a 37°C

Leer absorbancia del patrény la
muestra frente al blanco de reactivo *

R1 GOOD pH 7,5 50mmol/L
Tampén | p-clorofenol 2mmol/L 5
=t
R2 Lipoprotein lipasa 150000 UL %
enzimas | Glicerol quinasa 500 U/L 5
. . Glicerol-3-oxidasa 2500U/L =
Registrar las concentraciones 4-aminofenazona (4-AF) 0,1 mmol/L g
obtenidas. 4 veces por muestra. Peroxidasa 40U O
ATP 0,1 mmol/L ©)

B-D-glucosa + 02 + H20 22> Acido glucénico + H202

H202 + Fenol + Ampirona =225 Quinona + H20

La glucosa oxidasa cataliza la oxidacion de glucosa a acido glucénico. El peréxido de
hidrégeno producido se detecta mediante un aceptor cromogénico de oxigeno, fenol
ampirona en presencia de peroxidasa.
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b. Triglicéridos

Determinacion de triglicéridos por
tecnica enzimatico colorimétrico

CALIBRACION

Parametros del equipo: A =505nm,
T=37°C, unidades=mg/dL

Introducir muestra de agua para ajustar
a cero.

Disolver el contenido de un vial de R2
con R1 (RT). Pipetear en 3 tubos
Eppendorf:

Blanco= 1mL de RT
Patron= 1mL de RT + 10uL de Patrén 1°
Muestra= 1mL de RT + 10uL de muestra

Mezclar e incubar 5 min a 37°C

Leer absorbancia del patrény la
muestra frente al blanco de reactivo *

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Registrar las concentraciones obtenidas.

4 veces por muestra.

*El color es estable como minimo 30 minutos

Reacciones involucradas

Triglicéridos + H20 —£-5 Glicerol + Ac. grasos libres
Glicerol + ATp Yicerolcinasa s, 53p + ADP

G3P + 02 5295 DAP + H202

H202 + 4-AF + p-clorofenol foo quinona + H20

R1 Tamp6n TRISpH 7,4 92mmol/L =
Fenol 0.3mmol/L =

w

R2 enzimas Glucosa oxidasa (GOD) 15000 U/L g
4-aminofenazona (4-AF)  2,6mmol/L 3

Peroxidasa 1000 U/L 51

S

Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasas (LPL), liberan glicerol y acidos grasos libres. El
glicerol es fosforilado por glicerolfosfato deshidrogenasa (GPO) y ATP en presencia de
glicerolcinasa GK para producir glicerol 3 fosfato G3P y adenosina-5-difosfato ADP. ElI G3P es
entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato DAP y peréxido de hidrogeno H202 por GPO.

Al final el peroxido de hidrégeno reacciona con 4-aminofenazona 4-AF y p-clorofenol, reaccién

catalizada por POD, dando una coloracion roja.
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c. Colesterol LDL

Determinacion de LDLc por técnica

p— . Lar . z -
enzimatico colorimétrico
Z
Q
O
< Parametros del equipo: A =600nm,
o T=37°C, unidades=mg/dL
m
-
<
O
Introducir muestra de agua para ajustar a
— cero.

Pipetear en 3 tubos Eppendorf:
— Blanco=300uL de R1
Patron= 300uL de R1 + 4uL de Patrén 1°
Muestra= 300uL de R1 + 4uL de muestra

Mezclar e incubar 5 min a 37°C

Afiadir R2: 100pL a c/u, blanco, patrén y
muestra. Mezclar e incubar 5 min a 37°C

Leer absorbancia del patrén y la muestra
frente al blanco de reactivo

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

— Registrar las concentraciones obtenidas.

4 veces por muestra.

Reacciones involucradas

Es una determinacion directa enzimatica colorimétrica, sin necesidad de pretratamiento o centrifugado de la muestra.

Esta determinacion se realiza en dos etapas:

1.- Eliminacion de lipoproteinas no-LDL R1 PIPES pH 7,0 (20°C) 50mmol/L
enzimas Colesterol esterasa (CHE) >600U/L
CHE Colesterol oxidasa (CHOD) >500U/L

Esteres de colesterol ——s, Colesterol + Ac. grasos ﬁat?!las’f; (2-hicroxi-3-sulfopropil-3- metilalanina (TOOS) EZGOOK%-

CHE -elll-N-(Z-nidroxi-s-sultopropil)-s- metilalanina mmo!

Colestercc)alt:I;S?Z ——> 4-colestenona + H202 R2 PIPES pH 7.0 SOmmol/L

2H202 AHZO + 02 enzimas 4-aminoantipirina (4-AA) 2mmol/L
Peroxidasa >4U/L

2.- Medicion de LDLc

Esteres de colesterol Z“Es, Colesterol + Ac. grasos
Colesterol + 02 £H9%C s, 4-colestenona + H202
2H202 + TOOS + 4-AA 2225, Quinonimina + 4H20
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d. Colesterol HDL

N Determinacién de HDLc por
técnica reactivo precipitante

CALIBRACION

Parametros del equipo: A
=505nm, T=20-25°C,
unidades=mg/dL

Introducir muestra de agua
para ajustar a cero

Pipetear 100pL de reactivo
precipitante + 1mL de muestra
*

Mezclar y dejar reposar 10
min a temperatura ambiente

Centrifugar 20 min a 4000
r.p.m.

Recoger el sobrenadante con
micropipeta

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Determinar el HDLc

Registrar las concentraciones

obtenidas. 4 veces por
muestra.

* La medicion de HDLc se realiza mediante la precipitacion de LDL y VLDL. La precipitacion se lleva a
cabo con fosfotungstato en presencia de iones magnesio.

Reactivo Acido fosfottngstico ~ 14mmol/L
precipitante Cloruro magnésico 2mmol/L




e. Colesterol total

Determinacion de colesterol total por
técnica enzimatico colorimétrico

CALIBRACION

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

Introducir muestra de agua destilada
para ajustar a cero

— Disolver el contenido de un vial de R2
en 1 frasco de tampdn. Pipetear en tres
tubos Eppendorf:

Blanco= 1mL de RT
Patréon= 1mL de RT + 10uL de Patrén 1°
Muestra= 1mL de RT + 10uL de muestra

Mezclar e incubar 5 min a 37°C

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Leer la absorbancia del patrény la
muestra frente al blanco de reactivo*

Registrar las concentraciones obtenidas.

4 veces por muestra.

* El color es estable como minimo 60 minutos

Reacciones involucradas

Esteres de colesterol + H20-SHEs, Colesterol+ Ac. Grasos

CHOD

Colesterol + 02 —> 4-colestenona + H202
2H202 + Fenol + 4-aminofenazona—22> Quinonimina + 4H20

R1 Tampén | PIPES pH 6,9 90mmol/L
Fenol 26mmol/L
R2 enzimas Colesterol esterasa 30 U/L
Colesterol oxidasa 300 U/L
4-aminofenazona (4-AF) 0,4 mmol/L
Peroxidasa 1250 U/L
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G. Determinacion de marcadores de estrés oxidativo por métodos colorimétricos

a. Mediciéon de malondialdehido en aorta

» Principio del método

La lipoperoxidacion representa un mecanismo importante para el dafio tisular
asociado a enfermedades CV y al envejecimiento. Este mecanismo provoca dafio
oxidativo a los lipidos mediado por especies reactivas de oxigeno, del cual el

malondialdehido es el producto de degradacién mas significativo.

El método mas utilizado para la determinacién de MDA es el de reaccidon con acido
tiobarbiturico, que bajo condiciones de bajo pH y alta temperatura da lugar a un aducto

MDA-TBA cromdgeno que es detectable por espectrofotometria.

» Condiciones del equipo
Espectrofotometro Microlab 100 (Merck®), ajustado a cero con agua destilada a una

longitud de onda a 532nm.

» Muestra

Las muestras de aortas se pesaron en balanza analitica y se registraron en la
bitdcora. La muestra se suspendi6 en 9mL de solucion buffer y se homogenizé con el
microhomogenizador PRO200.

» Soluciones

e Solucion acuosa de acido tiobarbittrico 0.8%p/v
e Solucion acuosa de KCI 2%
e Solucion de acido acético 20% v/v ajustado a pH 3.5 con NaOH

¢ Mezcla de n-butanol/piridina 15:1 v/v
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> Procedimiento:

En tubos de ensaye de 10mLde capacidad se afiadieron respectivamente 40uL de
muestra homogénea y 40 uL de agua destilada (blanco). Posteriormente se afiadié a
cada tubo las siguientes cantidades de reactivos:

1. 1.5mL de acido acético ajustado a pH 3.5
2. 1.5mL de solucién TBA
3. 0.6mL de agua destilada

Los tubos se colocaron en un bafio Maria a 95°C por 60min. Pasando este tiempo
se afiadieron 1mL de solucién de KCI 2% méas 5mL de mezcla butanol-piridina 15:1 v/v
y se agitd en vortex. Inmediatamente se centrifugd a 2000rpm por 10min. Finalmente se
tomo el sobrenadante y se lee en espectrofotdmetro a 532nm.

Los calculos se realizaron usando el coeficiente de extincion molar el cual es:

€= 1.54x10°M/cm.
Concentracion =¢x1/Absszonm

b. Determinacién de nitritos totales por reaccion de Griess, en aorta

» Principio del método

El 6xido nitrico es un importante modulador de mudltiples procesos fisiol6gicos
(relajacion del musculo liso) y patolégicos. EI ON se forma a partir de la L-arginina
catalizada por diversas isoenzimas denominadas sintasa de 6xido nitrico (NOS). En la

vasculatura la enzima responsable es la eNOS.

El aumento de la producciéon o desequilibrio en el control de EROS conduce a una
reduccion en la bioactividad del ON. El -ON formado reacciona con el oxigeno molecular

y ROS para formar iones nitritos y nitratos. La reaccion de Griess se utiliza para
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detectar la concentracion de nitritos totales en una muestra, para ello la reduccion de

nitratos a nitritos se realiza mediante un metal como el cadmio o el vanadio. La reaccion

implica la formacion de un cromoforo por diazotizaciéon de sulfanilamida con nitrito

acido seguido de un acoplamiento de una amina biciclica como la N-(1-naftil)-
etielendiamina (NEDD).

» Condiciones del equipo

Espectrofotometro ajustado a cero con agua destilada a una longitud de onda a

540nm

> Muestra

Las muestras de aortas se pesaron en balanza analitica y se registraron en la

bitdcora. La muestra se suspendio en 9mL de solucion buffer y se homogenizé con el

microhomogenizador PRO200. Posteriormente las muestras fueron desnaturalizadas

usando acido tricloroacético al 20% con posterior centrifugacion y lavados con solucién

salina.

» Soluciones

Stock de NaNO, 200 pyM: 0.345mg de NaNO;, en 25mL de agua destilada.
Se realizaron diluciones sucesivas para hacer una curva de calibracion con
intervalos logaritmicos hasta tener como minimo 6.25uM (l.i deteccion). Esto
sera utilizado como estandar para medir la linealidad del método y extrapolar
en la curva las concentraciones de las muestras.

Stock de sulfanilamina 2% en HCI 5%: Disolver 1g de sulfanilamina en 25mL
de agua. Anadir lentamente y resbalando por las paredes 6.74mL de HCI
conc. Aforar a 50mL

Stock de N-(1-naftil)-etilendiamina 0.1%: Disolver 0.005g de NEDD en 50mL
de agua.

Solucién saturada de VCls: Disolver 800mg de cloruro de vanadio en 50mL de

agua destilada.
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» Procedimiento:

Se colocaron en un tubo de 15mL, 400uL de muestra y los reactivos en el siguiente
orden:

1.- 400uL de sIn. saturada de VClI;

2.-200pL de SULF al 2% en HCI 5%.

3.- 200pL de NEED 0.1%

Se incubaron los tubos 45min a 37°C y se leyeron en el espectro a 540nm por

triplicado. Primero realizando la lectura del estandar y posteriormente de la muestra.
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VIII.  ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como la media * el error estandar. Los resultados obtenidos se
analizaron estadisticamente para verificar normalidad de los grupos con prueba de
Shapiro-Wilkins. Posteriormente se analizaron con ANOVA de 1 y 2 vias, y un analisis
de comparacion multiple de Tukey. Las diferencias entre las medias fueron

consideradas estadisticamente significativas con valores de p<0.001.
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IX. RESULTADOS

A. Comparacion visual del modelo de obesidad

Figura 11. Comparacién de una rata con normopeso 230g (derecha) y con obesidad 610g (izquierda)
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B. Peso corporal

Se evaluod el peso corporal de los animales al finalizar las 14 semanas de dieta
hipercalorica, y durante el tratamiento. Los grupos Ov-Ob-ext-ejer y Ov-Ob-veh-ejer
mostraron una disminucion de peso estadisticamente significativo con respecto al grupo
vehiculo-sedentarias (F (3,96=49.89, p<0.001 ANOVA de dos vias).

102+

100

Peso corporal (%)

Sk *%k%k

98+

0 4 8 12 16 20 24 28
Tiempo (Dias)

Figura 12. Variacion del peso corporal durante el tratamiento. Ov-Ob-veh-sed ( O, n=10), Ov-Ob-ext-sed
( ®, n=13), Ov-Ob-veh-ejer ( W, n=14), Ov-Ob-ext-ejer (M, n=13). Cada punto representa la media + E.E.M.
ANOVA de dos vias seguido de una prueba de Tukey. ***p<0.001 vs Ov-Ob-veh-sed.
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C. Efecto del tratamiento sobre consumo de liquido y alimento

Se evalué el efecto del tratamiento sobre la cantidad de liquido y alimento
consumido, mostrando incremento significativo del grupo Ov-Ob-veh-ejer con respecto
a los grupos vehiculo-sedentarias, extracto-sedentarias y extracto-ejercicio (F (z20) =
8.65, p<0.001, ANOVA de 1 via) en la cantidad de liquido consumido (Figura 13). Por
otro lado se observo disminucidn significativa en el consumo de alimento estandar Lab
Diet 5008 del grupo Ov-Ob-ext-ejer (F(29=8.22, p<0.001, ANOVA de 1 via) (Figura 14).

60+

+++

Liguido Consumido
(mL)

Ov-Ob-veh-sed Ov-Ob-ext-sed Ov-Ob- veh-ejer Ov-Ob-ext-ejer

Figura 13. Liquido consumido (dieta hipercalérica) durante el tratamiento. Ov-Ob-veh-sed (M, n=9), Ov-
Ob-ext-sed ( W, n=10), Ov-Ob-veh-ejer ( B, n=12), Ov-Ob-ext-ejer ( W n=13). Cada barra representa la
media + E.E.M. ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey. *p<0.001 vs Ov-Ob-veh-sed.
Mp<0.001 vs Ov-Ob-ext-sed. +++p<0.001 vs Ov-Ob-ext-ejer.
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104

Alimento consmido

Ov-Ob-veh-sed Ov-Ob-ext-sed Ov-Ob-veh-ejer Ov-Ob-ext-ejer
Figura 14. Alimento consumido durante el tratamiento. Ov-Ob-veh-sed ( W, n=9), Ov-Ob-ext-sed (M,

n=10), Ov-Ob-veh-ejer ( W n=12), Ov-Ob-ext-ejer ( M n=13). Cada barra representa la media + E.E.M.
ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey. *p<0.001 vs Ov-Ob-veh-sed.

D. Frecuencia cardiacay presion arterial media

Después del tratamiento se registro la presion arterial media (PAM) y frecuencia
cardiaca (FC), observandose diferencia significativa en la PAM (Figura 15) (F (329
=4.035, p<0.001, ANOVA de 1 via) de los grupos Ov-Ob-ext-sed, Ov-Ob-veh-ejer, Ov-
Ob-ext-ejer con respecto al grupo Ov-Ob-veh-sed (115.0 + 3.95). En cuanto a la FC no

se encontraron diferencias estadisticas entre los grupos.
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2)

450+
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Frecuencia cardiaca
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Figura 15. Efecto del tratamiento sobre: 1) presién arterial media (mmHg) y 2) frecuencia cardiaca
(lat/min) antes y después del tratamiento. Ov-Ob-veh-sed (m, n=9), Ov-Ob-ext-sed (l, n=10), Ov-Ob-veh-
ejer (M, n=12), Ov-Ob-ext-ejer (M, n=13). Cada barra representa la media + E.E.M. ANOVA de una via
seguido de una prueba de Tukey. *,*,& p<0.001 vs Ov-Ob-veh-sed.

E. Efecto del tratamiento sobre parametros bioquimicos: glucosa,

triglicéridos, colesterol total, HDLc, LDLc.

Entre los principales parametros de analisis bioquimico-clinicos de interés en la
evaluacion de la obesidad y enfermedades relacionadas, podemos encontrar a la
glucosa, colesterol ligado a lipoproteinas de alta (HDL) y baja densidad (LDL),
triglicéridos, entre otros. Estos parametros fueron cuantificados en el suero sanguineo
de los animales una vez concluido el tratamiento. En cuanto a la glucosa se observo
que la concentracion del grupo Ov-Ob-veh-ejer (91.13 £+ 2.4) es significativamente
menor (Fe, 23= 18.21, p<0.001. ANOVA de 1 via) en comparacion con los demas

grupos (Figural6).
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Figura 16. Glucosa sérica (mg/dL). Ov-Ob-veh-sed (M, n=9), Ov-Ob-ext-sed (H, n=10), Ov-Ob-veh-ejer
(M, n=12), Ov-Ob-ext-ejer (M, n=13). Cada barra representa la media + E.E.M. ANOVA de una via.
+++p<0.001 vs Ov-Ob-veh-sed. "*p<0.001 vs Ov-Ob-ext-sed. ***p<0.001 vs Ov-Ob-ext ejer.

Los niveles de triglicéridos fueron significativamente elevados en los grupos Ov-
Ob-veh-ejer (118.1 + 6.0) y Ov-Ob-ext-ejer (121.0 £ 6.5) contra el grupo Ov-Ob-veh-sed
(Figural?) (F23= 6.308, p<0.001. ANOVA de 1 via).
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Figura 17. Triglicéridos en suero (mg/dL). Ov-Ob-veh-sed ( M, n=9), Ov-Ob-ext-sed ( W, n=10), Ov-Ob-
veh-ejer (B, n=12), Ov-Ob-ext-ejer (M, n=13). Cada barra representa la media + E.E.M. ANOVA de una
via seguido de una prueba de Tukey. **p<0.001 vs Ov-Ob-veh-sed.
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Los resultados en la concentracion de colesterol de lipoproteinas de alta
densidad (HDLc) sérico son significativamente més elevados en los grupos Ov-Ob-veh-
ejer (40.89 + 1.63) y Ov-Ob-ext-ejer (40.28 + 1.87) con respecto al grupo Ov-Ob-veh-

sed (32 + 2.15) y Ov-Ob-ext-sed (30.36 + 1.379) (Figura 18).

0 +++ +

HDLc
(mg/dL)

Ov-Ob-veh-ejer  Ov-Ob-ext-ejer

Ov-Ob-veh-sed  Ov-Ob-ext-sed

Figura 18. HDLc en suero (mg/dL). Ov-Ob-veh-sed (m, n=9), Ov-Ob-ext-sed (W, n=10), Ov-Ob-veh-ejer
(m, n=12), Ov-Ob-ext-ejer (M, n=13). Cada barra representa la media + E.E.M. ANOVA de una via
seguido de una prueba de Tukey. ***p<0.001 vs Ov-Ob-veh-sed. ++, +++p<0.001 vs Ov-Ob-ext-sed.

En cuanto a los niveles séricos de colesterol ligado a lipoproteinas de baja
densidad (LDLc), el grupo Ov-Ob-veh-ejer (45 + 2.1) y Ov-Ob-ext-ejer (36.81 + 1.84)
fueron mas elevados (F23= 6.547, p<0.001. ANOVA de 1 via) en comparacion con el

grupo Ov-Ob-veh-sed y el grupo de soélo ejercicio (7.53 + 2.08, 56.8 + 4.02 y 36.6 + 2.73

respectivamente) (Figura 19).
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Figura 19. LDLc en suero (mg/dL). Ov-Ob-veh-sed (®, n=9), Ov-Ob-ext-sed (W, n=10), Ov-Ob-veh-ejer
(m, n=12), Ov-Ob-ext-ejer ( m, n=13). Cada barra representa la media + E.E.M. ANOVA de una via
seguido de una prueba de Tukey. **p<0.001 vs Ov-Ob-veh-sed, 88 p<0.001 vs Ov-Ob-ext-sed.

El colesterol total en suero del grupo tratado con vehiculo-ejercicio fue
significativamente mayor (99.01 £ 3.36) con respecto a los grupos Ov-Ob-ext-sed y Ov-
Ob-veh-sed (78.00 £ 2.90y 74.18 + 3.77) (Figura 20).
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Figura 20. Colesterol total en suero (mg/dL). Ov-Ob-veh-sed (®, n=9), Ov-Ob-ext-sed (M, n=10), Ov-Ob-
veh-ejer (W, n=12), Ov-Ob-ext-ejer (m, n=13). Cada barra representa la media + E.E.M. ANOVA de una
via seguido de una prueba de Tukey. *p<0.001 vs Ov-Ob-veh-sed, ++p<0.001 vs Ov-Ob-ext-sed.
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F. Efecto del tratamiento sobre marcadores de estrés oxidativo en aorta:
malondialdehido (MDA) y nitritos totales (NT)

En los niveles de MDA en aorta del grupo Ov-Ob-veh-ejer y Ov-Ob-ext-ejer (1.22 +
0.13 y 1.54 + 0.03) hay diferencia significativa (F,10= 28.33, p<0.001. ANOVA de 1 via)
con respecto al grupo Ov-Ob-veh-sed (4.20 + 1.02) (Figura 21).

Concentracion de MDA (uM)

Ov-Ob-veh-sed Ov-Ob-ext-sed Ov-Ob-veh-ejer Ov-Ob-ext-ejer

Figura 21. Niveles de MDA (uM) en un segmento de la aorta media. Ov-Ob-veh-sed (m, n=5), Ov-Ob-ext-
sed (m, n=6), Ov-Ob-veh-ejer (m, n=5), Ov-Ob-ext-ejer (W, n=6). Cada barra representa la media =
E.E.M. ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey. *, ***p<0.001 vs Ov-Ob-veh-sed, +p<0.001
vs Ov-Ov-ext-sed.

Los niveles de nitritos totales de los grupos Ov-Ob-ext-sed (21.19 + 0.51) y Ov-Ob-
ext-ejer (18.40 £ 1.47) son significativamente menor con respecto al grupo Ov-Ob-veh-
sed (26.57 + 1.00). Es decir existe una disminucioén considerable de niveles de nitritos
(NO2) en el grupo en donde se combina el extracto con el ejercicio. También se
observa diferencia estadistica del grupo Ov-Ob-veh-ejer (23.25 + 0.82) comparado con
el grupo de Ov-Ob-ext-ejer (3.61 + 1.47) (Figura 22).
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Ov-Ob-veh-sed Ov-Ob-ext-sed Ov-Ob-veh-ejer Ov-Ob-ext-ejer

Figura 22. Niveles de nitritos totales (uM) en un segmento de la aorta media. Ov-Ob-veh-sed (m, n=5),
Ov-Ob-ext-sed ( m, n=6), Ov-Ob-veh-ejer ( m, n=5), Ov-Ob-ext-ejer (m, n=6). Cada barra representa la
media £ E.E.M. ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey. **, ***p<0.001 vs Ov-Ob-veh-sed,
+p<0.001 vs Ov-Ob-ext-ejer.
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X. DISCUSION

Sin duda el modelo de hipoestrogenismo y obesidad inducida por dieta
hipercalorica produce un aumento en la masa grasa y con ello posibles afecciones
cardiovasculares, o que nos permite observar los efectos producidos del extracto y el
ejercicio sobre estos estados.

Utilizar modelos animales para el estudio de mecanismos involucrados en la
patogénesis de la obesidad es de suma importancia. Existen los que involucran dietas
hipocaldricas (lipidos, carbohidratos o ambas) y los modificados genéticamente. Por
otro lado, el modelo de hipoestrogenismo por ovariectomia se utiliza para observar el

impacto de los estrdgenos en acciones no reproductivas, como la fisiopatologia vascular
62

A. Efecto del tratamiento sobre el peso corporal.

De acuerdo con lo reportado en la literatura, la disminucién de niveles circulantes
de estrégenos se relaciona con un aumento de la masa grasa (principalmente
abdominal) en ratas y en humanos ®°. Actualmente la gufa para la evaluacién y
tratamiento de la obesidad del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos, aprueba
y sugiere el ejercicio como tratamiento para la obesidad incluyendo comorbilidades. En
diversos estudios se ha demostrado que la pérdida de peso es mayor en los grupos
donde se combina dieta con ejercicio (hasta 10% de pérdida de peso) en comparacion
con los que solo hacen ejercicio y/o solo dieta *%%3%,

Nuestros resultados mostraron que los grupos sometidos a ejercicio (extracto-
ejercicio y vehiculo-ejercicio) tienen un porcentaje de masa significativamente menor
(p<0.001) con respecto al grupo vehiculo-sedentarias a partir del octavo dia de
tratamiento. Sin embargo, no podemos asegurar que el tratamiento produzca una
disminucién de peso considerable pues la reduccién en gramos es minima (alrederdor
de 2 g). Actualmente no se ha comprobado que el extracto de tomate o bien el licopeno
disminuya la grasa corporal, por el contrario, el ejercicio si ha demostrado reduccion de

peso considerable 2,
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B. Efecto del tratamiento sobre el consumo de alimento.

En ciertos estudios se ha demostrado que con el consumo de disoluciones al 32%
con sacarosa, se adquiere mayor peso por caloria consumida que en los animales que

consumen Unicamente dieta estandar, después de 50 dias *°’.

Ademaés, en este modelo de dieta hipercalérica con sacarosa se observan
disminuciones en el consumo de sélidos, es decir su dieta estandar, esto se debe a que
el consumo de sacarosa disminuye la ingesta temporal de sélidos indicando que las
calorias consumidas provienen en mayor parte de la disolucion de sacarosa (4Kcall/g
sacarosa) °®®. En cuanto al ejercicio, existen estudios que indican que la ingesta de
alimento sélido disminuye significativamente (p<0.001) en el grupo de ratas que fueron
sometidas a ejercicio (6m/min) durante 2 semanas, asi como disminucion en la
ganancia de peso®. Es por eso que en nuestro estudio el consumo de liquido es mayor
que el de sdlidos.

Ahora bien, nuestros resultados, muestran una disminucion en el consumo de
liquido (p<0.001) y alimento sélido por el grupo Ov-Ob-ext-ejer en comparacion con los
demas grupos, sin embargo en el grupo Ov-Ob-veh-ejer no se observa esta tendencia,
pues el consumo de liquido fue significativamente mayor (p<0.001) que el resto de los
grupos. Esto se debe al gasto energético que se lleva acabo al realizar ejercicio y por
tanto el organismo intenta recuperarse con la ingesta de liquido con la fuente primaria

de energia, la glucosa.
C. Efecto del tratamiento sobre la presion arterial media.
Los estudios realizados con licopeno demuestran disminucion de PAM vy
pardmetros bioquimicos tales como glucosa y colesterol en personas y ratas con

obesidad. Ademas la practica del ejercicio aerdbico ha demostrado disminucién

considerable en la presion arterial en personas hipertensas con y sin obesidad >’
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Nuestros resultados muestran una disminucion significativa (p<0.001) de la PAM
en los grupos Ov-Ob-ext-sed y Ov-Ob-ext-ejer. Esto se debe al mecanismo antioxidante
del licopeno contenido en el extracto ya que el aumento de las EROs generan
disfuncién endotelial promoviendo la ateroesclerosis ‘2, y por consecuencia aumento en
la PAM. También se ha observado en diversos estudios que el consumo de extracto de
jitomate incrementa la cantidad de ON, un vasodilatador, asi como de enzimas
antioxidantes como la SOD y la disminucién de otros marcadores de atrofia vascular

como sICAM-1y sVCAM-1, que se refleja con una mejora en la PAM 8% 8,

D. Efecto del tratamiento sobre pardmetros bioquimicos

En la obesidad, cuando hay un exceso en la ingesta de calorias (dietas
hipercaldricas) se promueve la lipogénesis para sintetizar acidos grasos (AG) a partir de
la glucosa. Los AG son almacenados de primer orden en el musculo, si la sintesis es
mayor son liberados al torrente sanguineo (que se detectan como triglicéridos,
colesterol total y LDLc) y se unen a proteinas para ser trasladadas al TA para su

I Ademas el aumento en la ingesta de sacarosa conlleva a la

almacenamiento
resistencia a la insulina e hiperinsulinemia, que se caracteriza por presentar un cuadro
de hipertrigliceridemia en ayuno, disminucion de HDLc, aumento de LDLc pequefas y
densas, incremento de acidos grasos esterificados y por supuesto un incremento en los
niveles de glucosa. Todos estos mecanismos contribuyen a la hipertensién, que se
manifiesta como un incremento en la FC y PAM.

Nuestros resultados mostraron una disminucion en la concentracion de glucosa
del grupo Ov-Ob-veh-ejer comparado con los demas grupos, esto se debe al
incremento del gasto energético que involucra el ejercicio, por lo tanto la glucosa, al ser
fuente primaria de sintesis de energia en las células, los niveles de glucosa disminuyen.

Durante la obesidad es muy comun encontrar un higado graso, esta patologia se
conoce como esteatosis hepatica y se caracteriza por presentar gotas lipidicas
(principalmente triglicéridos) en los hepatocitos, provocando disfuncion hepatica. Uno
de los efectos conocidos del extracto de jitomate o bien de licopeno es la reducciéon de
esas gotas lipidicas hasta practicamente desaparecer. Estudios sugieren que el

licopeno reduce el almacenamiento de lipidos via microRNA mediante el control de las

57



proteinas de unién de acidos grasos (FABP7) inducido por el 4cido estearico en lineas
celulares Hepa 1-6, estos triglicéridos son expulsados al torrente sanguineo para ser
oxidados via FGF21. También hay evidencias que muestran que el licopeno promueve
la induccién de factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21) que promueve a su vez
la oxidacion de éacidos grasos y la cetogénesis. Esta via se activa cuando hay un
exceso en la produccion de AcCoA que es un producto de degradacion de los &cidos
grasos. El mecanismo por el cual el licopeno promueve la induccion de FGF21 se debe
a la unién de los metabolitos del licopeno (apo-10-licopenal) al receptor de &acido
retinoico RAR 3. Es por eso que los niveles de triglicéridos del grupo de Ov-Ob-ext-ejer
son mas elevados ya que muy probablemente la esteatosis hepatica en este grupo haya

disminuido tras el tratamiento.

Algunos estudios demuestran que los sujetos sometidos a ejercicio reducen la
concentracion de colesterol y triglicéridos en el suero en comparacidon con sujetos
sedentarios. Sin embargo esto aun es conflictivo ya que no necesariamente en todos
los pacientes o0 sujetos experimentales con obesidad y/o comorbilidades puede verse

alterados estos parametros “%.

Las lipoproteinas juegan un papel muy importante en el metabolismo lipidico, las
LDL son portadoras principales de colesterol en la sangre, estas son responsables de
llevar el colesterol del higado a su diana, las HDLc se encargan del trasporte contrario
del colesterol desde las células que se encuentran en la periferia hasta el higado. Esta
es la razén por la que se considera a las HDLc como las lipoproteinas que reducen el
riesgo de ateroesclerosis o enfermedad cardiovascular, mientras que las LDLc elevadas
se involucran con la aparicién de ateroesclerosis "°. Nuestros resultados indican un
aumento en la concentracibn de HDLc en los grupos con ejercicio, lo cual es un
indicativo de buena salud cardiovascular, sin embargo no se puede concluir que no
exista hipertension o alguna otra patologia cardiovascular.

Estudios en donde involucra el ejercicio aerdbico en sujetos que han disminuido
de peso y aun practican ejercicio (7O0Km/semana) se ha observado un aumento en las
HDLc que aquellos sin actividad fisica, independientemente de la concentracion inicial

de HDLc. Sin embargo, aun no esta claro como es que el ejercicio induce la elevacion
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de las HDLc 8. La reduccién en los niveles de LDLc puede deberse a la disminucién de
la sintesis como resultado de los cambios de adaptacion en el metabolismo de lipidos

de membrana durante el ejercicio .

E. Efecto del tratamiento sobre los marcadores de estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es una de las principales causas de patologias tales como
hipertension y enfermedades cardiovasculares. Las moléculas que participan en el dafio
oxidativo de los tejidos son las especies reactivas de oxigeno (EROSs) las cuales afectan
de manera directa a moléculas como proteinas, lipidos y DNA; entre otras. Durante el
hipoestrogenismo y la obesidad, estas EROs afectan el funcionamiento vascular
alterando a los lipidos, la expresion de las enzimas involucradas en la actividad

vascular normal e inactivacion del 6xido nitrico .

Es por eso que nosotros cuantificamos dos marcadores de estrés oxidativo en
aortas de las ratas como son el molandialdehido (subproducto de la peroxidacién
lipidica) y los niveles de nitritos totales (producto de la accién de las ROS sobre el ON).
Muchos autores han citado el ejercicio y el estrés oxidativo, sin embargo este campo
aun es controversial ya que el ejercicio es un conjunto de mecanismos que involucran el
gasto energético y no se ha podido hallar un mecanismo que explique la reduccion de
los radicales. Probablemente esta reducciéon de niveles de ROS sea uno de los
mecanismos por los que el ejercicio disminuye el riesgo de ECV en humanos y

roedores.

Existen diversos estudios en los que se evallan diferentes marcadores de estrés
oxidativo en aorta de ratas y suero u orina de humanos, no todos los resultados
demuestran disminuciones en estos marcadores. En los estudios donde se cuantifica
MDA vy Nitritos totales en ratas bajo diferentes niveles de ejercicio demuestran que
existe una disminucién en estos marcadores (hasta 17Km/hr) ®. En otro estudio con

mujeres postmenopausicas se encontr0 que el ejercicio moderado (45min/dia)
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disminuyé niveles de F2 Isoprostano (prostaglandina que se produce por la

peroxidacion del acido araquidénico) otro marcador de estrés oxidativo ®*.

En cuanto al licopeno y sus metabolitos encontramos mas estudios concisos en
donde predomina su efecto antioxidante, debido a la regulacion en la expresion de

5780 " De hecho los modelos de ratas son

genes involucrados en el estrés oxidativo
considerados muy pobres en la absorcién de caroteniodes, sin embargo estos modelos
son necesarios para investigar el efecto del jitomate/licopeno. En diversos estudios, los
niveles de Nitritos disminuyen tras el uso de extractos lipidicos y acuosos del jitomate
Lycopersicum escluentum, al igual que los de MDA en diversos tejidos (higado, rifion,

células endoteliales, aortas y cerebro principalmente) "*°*,

Nuestros resultados son parecidos, disminuyeron los niveles de MDA en las aortas
del grupo al que solo se administrd (v.0.) el extracto; sin embargo, una disminucién mas
significativa ocurre en el grupo con ambos tratamientos (extracto-ejercicio). Esto nos
indica una probable sinergia en el tratamiento para la reduccién de la peroxidacion
lipidica en mujeres con ambas patologias. Aunque para poder aceptar esta hipoétesis se
deben realizar otras pruebas, principalmente de expresion de genes antes

mencionados.

El oxido nitrico es un importante vasodilatador producido por las células
endoteliales y se utiliza como biomarcador indirecto de la funcién endotelial. Las ROS
reaccionan con éstas moléculas formando iones nitritos y nitratos que afectan
indirectamente la funcion vascular. Al igual que en los niveles de MDA, los niveles de
nitritos totales disminuyeron en el grupo donde solo recibieron extracto en comparacion
con el que solo recibié vehiculo, pero la disminucibn mas significativa (p<0.001) fue en
el grupo con extracto mas el ejercicio. Esto demuestra que el efecto antioxidante es

mayor cuando se combina el ejercicio con el extracto lipidico de jitomate.

El incremento en los niveles de nitritos totales del grupo vehiculo-ejercicio se debe
probablemente al aumento del gasto cardiaco y la consecuente elevacion de la funcion

vascular en las ratas sometidas a ejercicio.
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Se determiné la concentracion de estos dos parametros en aorta para acercarnos a
el efecto del tratamiento sobre este tejido ya que la deteccion en plasma puede ser un
poco menos “efectiva” ya que el transcurso en el torrente sanguineo podria reaccionar

con otras proteinas.
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Xl.  CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este experimento nos muestran que la combinacion
de ejercicio y el extracto lipidico de Lycopersicum esculentum, disminuye la
concentracion de los marcadores de estrés oxidativo en aortas. También disminuye la
concentracion sanguinea de colesterol LDL, y aumenta los de HDL, lo cual es un
indicativo de buena salud cardiovascular. Es decir, el tratamiento puede impactar de
manera positiva en los sintomas metabdlicos que se presentan generalmente en las

personas con obesidad y con hipoestrogenismo.

Sin embargo se necesitan incluir grupos control (control-control, control OV,
control Ob) y otras pruebas para poder respaldar de manera contundente este hecho.
Por ejemplo se podrian incluir pruebas para la expresion de genes tales como, eNOS,
INOS y superoxido dismutasa, TNFa, Cit P450, activador de proteinas AP-1; etc
(regulados por el licopeno). También podriamos incluir medicién de insulina, reactividad
en aortas y comparar la microarquitectura de las aortas y tejido adiposo entre los

grupos.
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