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RESUMEN

Durante la etapa de deficiencia de estrégenos endogenos, el metabolismo de la
mujere cambia significativamente y los mecanismos que regulan el estrés oxidativo
no son la excepcion. El estrés oxidante es asociado en parte con el aumento de
radicales libres y modificaciones en la actividad de las enzimas antioxidantes, por
otro lado, en la mujer, la pérdida de produccién de estrogenos enddgenos esta

relacionada con la existencia de un alto grado de estrés oxidante.

La Tibolona es un esteroide sintético, utilizado para el tratamiento de los sintomas de
la menopausia. Sin embargo, el efecto agudo de la terapia hormonal de tibolona con
los marcadores de estrés oxidante asociados con las primeras etapas de la
deficiencia de estrégenos se desconoce. El presente estudio tuvo como obijetivo
evaluar la administracién aguda de tibolona en parametros metabdlicos, asi como en
marcadores de estrés oxidante en ratas ovariectomizadas alimentadas con una dieta
alta en fructosa y grasa. Para lo cual, utilizamos ratas alimentadas con una dieta
estandar o una dieta alta en fructosa (20%) y grasa (10%). Se administré tibolona en
una dosis de 1mg/kg al dia, y/o su vehiculo segun fuera el caso, durante siete dias.
Se midio el peso corporal, colesterol, triglicéridos, glucosa, AGEs, sensibilidad a la
insulina y marcadores de estrés oxidante (MDA), los cuales se cuantificaron en el
suero de cada grupo experimental. Se observd que después de siete dias de dieta
dieta alta en fructosa y grasa, y de tratamiento de tibolona en los animales
ovariectomizados, disminuyd el peso corporal, la concentracion de triglicéridos,

colesterol y glucosa respectivamente, al igual que los AGEs. Sin embargo, no se
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observaron cambios en la relacion Glutation Reducido/Glutation Oxidado, ni en la
actividad enzimatica de la superoxido dismutasa. Mientras que la actividad de
glutation peroxidasa y glutation reductasa fueron disminuidas; de igual manera se

observé una disminucion en los niveles de MDA, un marcador de lipoperoxidacion.

Los resultados obtenidos indican que el tratamiento a corto plazo con tibolona
disminuye las alteraciones en los parametros metabdlicos y en los niveles de
malondialdehido, asi como en productos finales de glicacion avanzada, alteraciones

que son caracteristicas en los primeros estadios de la deficiencia de estrégenos.

Palabras clave: Terapia hormonal, deficiencia de estrogenos, metabolismo,

colesterol, triglicéridos, glucosa, malondialdehido, productos de glicacion avanzada.
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ABSTRACT

During the stage of endogenous deficiency, the metabolism of women and the
mechanisms that regulate oxidative stress are not the exception. Oxidative stress is
associated with a part with the increase of free radicals and with modifications both in
the activity of antioxidant enzymes and on the other side of the decrease in estrogen

levels, the situation of an imbalance in the cellular redox state.

Tibolone is a synthetic steroid, used to treat the symptoms of menopause. However,
the acute effect of tibolone hormone therapy with oxidative stress markers associated
with the early stages of estrogen deficiency is unknown. The objective of this study
was to evaluate the acute administration of tibolone in metabolic parameters, as well
as oxidative stress markers in ovariectomized rats fed a diet high in fructose and fat.
For which, we use rats fed a standard diet or a diet high in fructose (20%) and fat
(10%).Tibolone was administered at a dose of 1mg / kg per day, and / or its vehicle
as the case may be, for seven days. Body weight, cholesterol, triglycerides, glucose,
insulin sensitivity and oxidant stress markers were measured, which were quantified
in the serum of each experimental group. It was observed that after seven days of a
diet high in fructose and fat, and treatment of tibolone in the ovariectomized animals,
the body weight, and the concentration of triglycerides, cholesterol and glucose
respectively decreased, as did the advanced glycation end products. However, no
changes were observed in the ratio of Reduced Glutathione / Oxidated Glutathione,

or in the enzymatic activity of superoxide dismutase. While the activity of glutathione
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peroxidase and glutathione reductase were decreased; similarly, a decrease in the

levels of malondialdehyde, a lipoperoxidation marker, was observed.

The results obtained indicate that the short term treatment with tibolone decreases
the alterations in the metabolic parameters and in the levels of malondialdehyde, as
well as in the final products of advanced glycation, alterations that are characteristic

in the first stages of estrogen deficiency.

Key words: Hormone therapy, estrogen deficiency, metabolism, cholesterol,

triglycerides, glucose, malondialdehyde, advanced glycation products.
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1. HORMONAS ESTEROIDES

Las hormonas esteroides son lipidos no saponificables hidrofébicos, solubles en
disolventes organicos y cuya estructura consiste en un nucleo tetraciclico al cual se
le denomina ciclo pentanoperhidrofenantreno debido a que presenta tres anillos de
seis atomos de carbono (perhidrofenantreno) y un anillo de cinco atomos de carbono

(ciclo pentano) (Knobil y Neill, 1994).

Las hormonas esteroides regulan multiples procesos biolégicos en los mamiferos,
entre los que destacan la homeostasis hidroelectrolitica, las respuestas al estrés y la
funcidon reproductiva; ademas de regular distintas conductas. Todas las hormonas
esteroides, con excepcion del acido retinoico, se derivan del colesterol, a partir del
cual se forma la pregnanolona el principal intermediario para la sintesis de la mayoria
de las hormonas esteroides. Los esteroides con 21 atomos de carbono se dividen en
pregnanos, glucocorticoides y mineralocorticoides, mientras que los de 19 y 18

atomos se denominan androstanos y estranos, respectivamente (Figura 1)

Mineralocorticoide Estrogeno

/\lj/'\ Estradiol
Aldosterona HOT X

/ Colesterol \ Figura. 1. Principales

hormonas esteroides.

. A Glucocorticoide
Progestageno Andrégeno

Progesterona Cortisol
Testosterona
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La corteza adrenal es la principal responsable de la produccidon de los
glucocorticoides que regulan el metabolismo de carbohidratos y las respuestas al
estrés, y de los mineralocorticoides, que regulan los niveles de sodio (Na*) y potasio
(K*). La progesterona (P4) y el estradiol (E2) son producidos principalmente en el
ovario, mientras que los andrégenos en su mayoria son sintetizados por los
testiculos. Estas hormonas regulan principalmente las funciones reproductivas de los
mamiferos por lo que son conocidas como hormonas sexuales (Gonzalez-Arenas et
al., 2001). Las hormonas esteroides tienen una velocidad de recambio elevada y no
se almacenan; una vez que son secretadas pasan al torrente sanguineo donde
pueden circular libres o unidas a proteinas plasmaticas, tales como albumina
(cuando el enlace es inespecifico y poco afin) o a las globulinas (cuando el enlace es
de gran especificidad y de mayor afinidad. Los efectos de las hormonas esteroides
ocurren a corto, mediano y largo plazo debido a que éstas tienen diversos

mecanismos de accion (Camacho-Arroyo et al., 2002).

Las hormonas esteroides ejercen sus efectos a través de mecanismos gendémicos y
no gendmicos. Los mecanismos genomicos involucra la union de la hormona
esteroide con su receptor intracelular especifico para regular la transcripcién de
genes especificos. EI mecanismo no gendmico involucra la accién de las hormonas
esteroides sobre las bicapas fosfolipidicas de la membrana celular, sistemas de
segundos mensajeros, su interaccion con receptores membranales especificos e
interaccién con receptores a neurotransmisores como el de GABA (El acido y-

aminobutirico) (Prieto et al., 2003).
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1.1 CLASIFICACION Y MECANISMO DE ACCION DE LAS HORMONAS

ESTEROIDES

La especificidad de la accidén estrogénica, depende de la presencia de receptores
intracelulares. La existencia de estos receptores citosodlicos para estrégenos se ha
encontrado en células del utero, vagina, glandulas mamarias, trompas, hipotalamo,
hipdfisis, suprarrenales, testiculo, riidn, y otros dérganos y sistemas. Dada su
liposolubilidad, los estrogenos atraviesan facilmente la membrana celular, y se ligan
al receptor citosolico, formando el complejo esteroide receptor (Kuiper et al., 1997).
El cambio conformacional, permite o facilita el ingreso del complejo, al
compartimiento nuclear. Una vez en el nucleo, el estrogeno, se unen a la cromatina
nuclear, gracias a la presencia en esta estructura nuclear de un sitio “aceptor”, que
reconoce el complejo esteroide - receptor, uniéndolos con gran afinidad (Prieto et al.,
2003). Es una proteina fijadora de DNA homologa, con receptores para hormonas
esteroideas y tiroideas. La presencia de este complejo en el nucleo, estimula asi la
actividad de RNA polimerasas entre otras, con la consiguiente transcripcién del DNA.
Los RNAmM producidos, pasan al citoplasma, donde su traduccién origina la sintesis
de proteinas estructurales, enzimaticas, o de secrecién, que caracterizan al tejido en
cuestion, y que en definitiva representan el efecto fisiofarmacolégico (Figura 2)

(Schwartz et al., 2002)
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Figura 2. Mecanismo de acciéon de hormonas esteroides

1.2 ESTROGENOS

Los estrogenos (Est) son derivados quimicos del ciclopentanoperhidrofenantreno,
esteroides formados por tres anillos ciclohexanos (A,B,C) vy un anillo de ciclo
pentano (D) (Figura 3A) . De los Est naturales, el mas potente es el 17 beta estradiol,
que es a su vez el principal producto de la secrecion endodcrina del ovario. El
estradiol tiene 3 dobles ligaduras en el anillo A, un OH en C3, y otro OH en C 17, en

posicion beta (Amado et al., 2006)

La estrona, es un producto de oxidacién del estradiol, incorporando una funcién
cetona en C 17. El estriol, es una consecuencia de la hidratacion del estradiol, ya que
posee un OH adicional en C 16. El anillo fendlico A, aromatico con un OH en C3, es
la estructura fundamental ya que es el lugar de fijacion especifica de alta afinidad por

los receptores estrogénicos (Figura 3B).
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Figura 3. Estructura quimica basica de hormonas esteroides (A). Estructura

quimica del estradiol, estrona y estriol (B).

El estradiol es sintetizado por las células de la granulosa ovarica a partir de la
androstenediona y la testosterona, precursores ovaricos del estradiol. La reaccion es
catalizada por un complejo de monooxigenasas (aromatasa) que emplea la
nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato (NADPH) y O2 como co-sustratos. También
es esencial una flavoproteina y la NADPH citocromo P450 reductasa. La actividad de
la aromatasa es inducida por las gonadotrofinas que también inducen la sintesis de
otras enzimas que intervienen en el proceso biosintético. En el higado se realiza una
interconversion estradiol-estrona-estriol y los 3 Est se excretan por la orina

conjugados con acido glucuroénico y sulfato (Falkenstein et al., 2000).
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Existen numerosos agentes que son derivados esteroides semi sintéticos o
sintéticos, que poseen accion estrogénica, alguno de los cuales son importantes
agentes en terapéutica. El etinilestradiol por ejemplo, de gran potencia estrogénica
(solo 20 mg es una dosis terapéutica suficiente en terapia sustitutiva, en la
menopausia), posee un grupo etinilo en el C17, que impide su inactivacion por el

higado (Schilling et al., 2008).

1.2.1 PARTICIPACION DE LOS ESTROGENOS EN EL METABOLISMO

Los Est ejercen una gran diversidad de acciones sobre diversos tejidos del
organismo (Figura 4). A partir de la pubertad estimulan el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios femeninos induciendo el crecimiento mamario, la distribucién
caracteristica de la grasa corporal predominantemente alrededor de muslos vy
caderas y el desarrollo de genitales internos y externos. Sobre el sistema vascular,
los Est son capaces de modular o alterar los flujos io6nicos, los receptores y la
capacidad de proliferacién de las células del musculo liso vascular, y también
modulan la liberacion de factores vasoactivos derivados del endotelio. Asi, los Est
incrementan la eficacia de los mecanismos vasodilatadores dependientes de 6xido
nitrico (NO) y prostaciclina, disminuyen la actividad de los sistemas
vasoconstrictores, como prostaglandinas, SRAA sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA), actuan sobre canales ionicos de poatsio (K* ) y calcio

(Ca?*)presentes en las células del musculo liso vascular (CMLV), induciendo
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hiperpolarizacion y reduciendo su contraccion, regulan el crecimiento y proliferacion
de las CLMV, asi como la produccién de colageno. Estos efectos estdn mediados a
través de los receptores de Est (RE), que se expresan tanto en las células
endoteliales como en las CMLV y actuan mediante mecanismos gendmicos como no
gendémicos inmediatos. Los Est sobre el perfil lipidico, ya que estas hormonas
educen los niveles plasmaticos de lipoproteina de baja densidad (LDL) e incrementan
las lipoproteinas de alta densidad (HDL). También inducen una disminucion de la

liporoteina (a) (Tresguerres et al., 2005).

Sitema Carsbro

Tejido reproductor

Figura 4. Participacién de los estrégenos en 6rganos y sistemas
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1.2.3 DEFICIENCIA ESTROGENICA

El climaterio es una etapa transitoria en la vida de la mujer que consiste en el cese
de su actividad reproductiva debido al agotamiento de su reserva ovarica y los
cambios hormonales que esto supone. Por tanto, se trata de un periodo de transicién
de la edad adulta a la vejez, en el cual se diferencian varias fases en funcion de los
sintomas menopausicos que vayan apareciendo (Zilberman et al., 2008; Pacheco et

al., 2010).

La premenopausia es la etapa anterior a la menopausia, que se caracteriza por la
presencia de ciclos menstruales irregulares y el inicio de los molestos sintomas

vasomotores (sofocos, sudoraciones e insomnio (Pavén de Paz et al., 2006).

La menopausia se define por el cese de los periodos menstruales (amenorrea de 6-
12 meses) que sucede por atresia de los foliculos ovaricos y su capacidad de
producir Est ante el estimulo de las hormonas foliculo-estimulante y luteinizante. A
los signos y sintomas que se presentan en esta transicion se les denomina sindrome
climatérico. En concreto, la menopausia tiene lugar a los 50 afos aproximadamente.
Unos afios antes de que esto suceda y hasta un afio después, existe una fase del

climaterio que se conoce como perimenopausia.

Por ultimo, la fase postmenopdausica es la mas larga del climaterio y llega hasta la

senilidad (Torres-Jiménez et al. 2018) (Figura 5).
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Figura 5. Etapas del Climaterio

1.2.4 DEFIENCIA ESTROGENICA Y CAMBIOS METABOLICOS

En la postmenopausia, la disminucién de estas hormonas provoca cambios fisicos y
metabdlicos que producen alteraciones en el peso corporal, el tono simpatico y la
funcién vascular, que ocasionan un incremento en la incidencia de hipertension,
diabetes, dislipidemias y sindrome metabdlico (SM). Estos cambios interactuan entre
si y aumentan aun mas el riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV) (Rosano et al.,
2009; Bechlioulis et al., 2010; Taddei et al., 2010; Ratiani et al., 2011). Ademas, se
han descrito otra serie de factores contribuyentes, como son: un deficiente aporte
dietético de calcio y posibles trastornos psicoldgicos asociados (Barrera & Ozorio

2006; Heredia-Hernandez et al., 2007). En la postmenopausia fuente de estrégenos
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es extragonadal, fundamentalmente a nivel del tejido adiposo, donde la enzima

aromatasa convierte los andrégenos secretados por la glandula adrenal en Est.

Reportes indican que el mayor aumento del peso ocurre durante los primeros afios
después de la menopausia (Ortmann et al., 2012). El incremento de peso esta
reacionado con los niveles de estrogenos y es independiente de otros factores, como
el color de la piel o el tabaquismo (Freeman et al., 2010), pero lo mas significativo es
la modificacion que experimenta la distribucién del tejido adiposo lo que conduce a
obesidad, la cual pasa de ginecoide a androide, e incrementa el riesgo
cardiovascular (Ignacio et al., 2009; Teede et al., 2010; Hart-Unger et al., 2011;
Meyer et al., 2011). El cambio en el perfil lipidico que se observa en la
posmenopausia se caracteriza por el aumento de triacilglicéridos, del colesterol unido
alLDLyLp (a), y por HDL. Esta modificacion del perfil lipidico se relaciona con mayor
riesgo de ECV (Villasmil et al., 2007; Padrd et al., 2011; Escalante-Gomez et al.,

2011).

1.2.5 DEFICIENCIA DE ESTROGENICA Y EL ESTRES OXIDANTE

Como bien se mencioné anteriormente el climaterio es la etapa de la mujer cuando
pasa del estado de reproduccion a la de no reproduccidén, ocurriendo la menopausia.
Es una etapa inmersa en el proceso de envejecimiento. El envejecimiento es dificil
de definir, porque no es solamente el paso del tiempo, sino que es un proceso

biolégico complejo que ocurre a nivel celular, tisular y organico. Se conoce que el
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envejecimiento bioldgico esta ligado a procesos de oxidacion molecular originados
por la produccion de radicales libres. Dentro de la etapa climatérica también se
observan cambios en el comportamiento oxidativo de la persona, los cuales podrian
estar en relacion directa con algunos trastornos de la menopausia (Escalante-Gémez

et al., 2009).

En los ultimos afios se han realizado estudios que ligan esta disminucion en los
niveles de Est, los cuales estan vinculados a la sintomatologia de diversos
padecimientos como enfermedad cardiovascular, hipertension, osteoporosis, cancer,
neurodegeneracion y SM, donde se ha visto que tanto la disminucién de Est como al
desbalance del estado rédox normal se asocian a cambios en el comportamiento del
estrés oxidante de la mujer, sin embargo, el panorama aun no esta claro (Pachaco et
al., 2010). En estudios con animales se han evidenciado estos cambios; mostraron
una disminucién de la Superoxido Dismutasa extracelular (ecSOD) y la la Superoxido
Dismutasa mitocondrial (MnSOD), y un aumento de produccion de radicales libres en
ratas, asociado a niveles decrecientes de Est, luego de ser ooforectomizadas
(Strehlow et al., 2003). Mientras que otro estudio evidencié un incremento en la
actividad de NADPH (Nicotinamida-Adenina-Dinucledtido-Fosfato) oxidasa (el cual
cataliza la transferencia de un electron desde el NADPH hacia el O2 en la cadena
respiratoria) y en la produccién de la SOD en ratas, luego de ser ooforectomizadas

(Wassmann et al., 2005).

Signorelli en el 2006, logré demostrar que en la mujer postmenopausica comparadas

con la “fértil” los niveles de estrés oxidante se encuentran aumentados, efecto que
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puede ser representado debido a los altos niveles plasmaticos de 4-hidroxynonenal
(4-HNE) y maldonaldehido (MDA) (ambos productos de la oxidacién de los lipidos).
Algo importante de destacar del estudio, es que se efectud un analisis de
caracteristicas de las poblaciones, y se descarté la edad como factor causal del

incremento de estrés oxidativo (Signorelli et al., 2006).

Utilizando los niveles de hidroperéxido lipidico (LPO), como indicador de produccion
de radicales libres y de dafio oxidativo de los lipidos de la membrana, Bednarek en el
2004 demostréo que habia un mayor nivel de lesidn o estrés oxidante en mujeres
postmenopdusicas comparadas con mujeres premenopausicas (Bednarek et al.,

2004).

Segun los estudios anteriores, pareciera que la menopausia se asocia con niveles
aumentados de estrés oxidante y niveles disminuidos de antioxidantes enzimaticos
(Escalante-Gémez et al., 2009). Aun no se sabe claramente cuales son los
mecanismos fisioldgicos de estos cambios, pero algunos autores los han asociado
con el incremento de enfermedades en el periodo postmenopausico. Se conoce que
la acumulacion de radicales libres en nuestro cuerpo produce alteraciones de la
funcion celular que pueden causar diferentes tipos de trastornos incluidos los

metabdlicos (Vibha et al., 2016).

La prevencion y el apoyo de la sintomatologia del climaterio y menopausia haran que
la mujer se sienta mejor, se mantenga incorporada en la familia y la sociedad, y

disminuir los costos sociales y asistenciales atribuibles a la poblaciéon envejecida, es
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aqui donde en la actualidad ha retomado importancia en cuanto a la administracion
de terapias complementarias que puedan mejorar los padecimientos que se
presentan por la deficiencia estrogénica, tal es el caso de la terapia o tratamiento de

reemplazo hormonal (TRH) (Gonzalez-Concepcion et al.,2013).

2. TERAPIA DE REMPLAZO HORMONAL

El TRH es una intervencion farmacoldgica cuyo objetivo es evitar o atenuar las
consecuencias de los cambios hormonales que ocurren en las mujeres a partir de la
menopausia; se considera el estandar de oro para el tratamiento de los sintomas

menopausicos Y la osteoporosis (Mosca et al., 2001; Enriori et al., 2002).

La TRH es eficaz si cuando se inicia durante los primeros cinco afios posteriores a la
menopausia (The Hormone Therapy Position Statement of The North American
Menopause Society, 2012). A mediados de 1970, las mujeres posmenopdausicas que
usaron Est sélo tenian mayor riesgo de cancer de endometrio; la adicion de
progesterona proporciond protecciéon y se convirtio en el tratamiento no sélo de
sintomas menopausicos, sino proteccion a largo plazo contra osteoporosis y
fracturas relacionadas, enfermedades cardiovasculares (ECV), incluso enfermedad
de Alzheimer; pero en 2002, la Iniciativa de Salud de la Mujer, o Women’s Health
Initiative (WHI), inform6é que aumentaba el riesgo de enfermedad cerebrovascular,

enfermedades cardiovasculares y cancer de mama. El uso de hormonas bioidénticas
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0 naturales es una alternativa, se utilizan para aquellas mujeres que no toleran la

TRH estandar (Panay et al., 20013).

2.1. MEDICAMENTOS HORMONALES UTILIZADOS COMO TERAPIA DE

REMPLAZO HORMONAL

Los distintos esquemas de TRH incluyen: Ets diario, ciclico o secuencial, donde en el
régimen se anade un progestageno durante 10-14 dias cada cuatro semanas,

régimen continuo combinado con estrogeno y progestageno diario.

Los Est mas comunes son los Est conjugados equinos (EEC) o sintéticos, el 17 beta
(17p) estradiol micronizado y el etinilestradiol. Los progestagenos son acetato de

medroxiprogesterona (MPA) y acetato de noretisterona.

La dosis varia, pero la mas frecuente combina Est y progestina diarios (0.625 mg de
EEC con 2.5mg de MPA, respectivamente) en mujeres con utero; también a dosis
bajas con 1.5 mg de MPA con 0.45 mg o 0.3 mg de ECE. Los Est solo se administran
en mujeres con histerectomia (Hansen et al., 2012). La terapia con testosterona se
administra en mujeres posmenopausicas (Witherby et al., 2011). La testosterona
mantiene la masa 6sea y muscular, la administracién con implantes de testosterona,
metiltestosterona oral o testosterona transdérmica, proporcionan 300 mg de
testosterona por dia, mejora la funcion sexual y en mujeres con menopausia
quirurgica se utiliza la via oral o transdérmica con estrégenos (Panay et al., 2013). La
aplicacién vaginal de testosterona, 300 mg por dia, alivia la dispareunia en mujeres

con cancer de mama (CM) sin elevar sus niveles (Rossouw et al., 2013). Los efectos
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virilizantes incluyen desarrollo de acné, hirsutismo, voz mas grave y alopecia que son
dosis-dependientes y poco comunes si se evitan niveles suprafisioldgicos y son

contraindicaciones relativas para su uso (Hansen et al., 2012).

Por otro lado, se encuentran los “moduladores selectivos del receptor de
estrégenos”, que producen un efecto estrogénico unicamente sobre ciertas células.
Por ello se le conoce internacionalmente como SERM, de las siglas en inglés
“Specific Estrogen-Receptor Modulator” como es el raloxifeno que se utiliza
particularmente para evitar tanto osteoporosis como cancer de mama (Martino et al.,
2005). Otros farmacos que muestran una accion distinta de acuerdo con los
diferentes tejidos sobre los que actua, debido a que se establece un metabolismo
especifico propio de cada tejido, ya que induce una actividad enzimatica
caracteristica que determina cual metabolito va a estimular al receptor celular
(Modeska et al., 2005). Por esta actividad farmacoldgica se conoce como STEAR del
inglés “Selective Tissue Estrogenic Activity Regulator”. Pueden ser naturales como
los fitoestrégenos y sintéticos derivados de: 1. trifeniletiién como el tamoxifén,
idoxifene, droloxifene, toremifene y clomifene; 2. benzotiofenos como el raloxifeno y

3. benzopiranos, dehidronaftalenos y terahidronaftalenos (Zarate et al., 2004)
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2.2 RIESGOS Y BENEFICIOS DEL USO DE LA TERAPIA DE REMPLAZO

HORMONAL

La terapia con Est (TE) o terapia con Est y progestagenos (TEP) reducen el riesgo de
fracturas osteopordticas durante la menopausia, pero incrementan el riesgo de
tromboembolia, EVC, colecistopatias e incontinencia urinaria. La TE disminuye el
riesgo de CM, y la TEP incrementa el riesgo de demencia y CM; no se recomienda
TRH durante la menopausia para prevenir enfermedades crénicas. Las indicaciones
actuales incluyen el uso a corto plazo para sintomas vasomotores, atrofia genital y
prevencion de la osteoporosis (Panay et al., 2013), pero es necesario entender el

riesgo de cancer y la tasa de mortalidad implicadas con la administracion de la TRH.

Como ya se ha mencionado la THR es capaz de revertir casi todas las
consecuencias del hipoestrogenismo posmenopausico, sin embargo, el numero de
mujeres que la emplea y, sobre todo, mantiene adhesién al tratamiento es minimo, si
se toman en cuenta sus beneficios. Esta discrepancia se podria explicar, entre otras
razones, por el posible incremento de cuadros oncologicos que induce la THR
convencional. Este hecho motivo a realizar investigaciones que guiaran al desarrollo
de nuevos agentes farmacoldgicos disefiados para reunir objetivos terapéuticos
especificos basados en la biologia hormonal de 6rganos relevantes y que sean
capaces de lograr los beneficios de los estrogenos al muestrar una accion distinta de
acuerdo con los diferentes tejidos sobre los que actua, debido a que se establece un
metabolismo especifico propio de cada tejido sin precentar sus efectos indeseables,

es asi como surge la Tibolona (Mirkin et al., 2005).
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2.3. TIBOLONA

La Tiboloba (TB) [(7a, 17a)-17-hydroxy-7-methyl-19-norpregn-5(10)-en-20-yn-3-one]
(OrgOD14, LivialO, Organon Nederland BV, Oss, The Netherlands). La TB es un
medicamento de TRH, que corresponde a la familia de los STEAR. La accidn
selectiva de la TB sobre determinados tejidos se presenta debido a la combinacion
de la activacion del receptor ERa y la metabolizacion de los esteroides (Escalante-
Gbémez et al, 2009), permite la prevencion de la osteoporosis y el tratamiento de
sintomas climaterios, sin provocar efectos adversos en en tejido endometrial y la

mamario (Henriques et al, 2010; Biglia et al., 2010) (Fifura 6).

La TB por si misma no tiene ninguna actividad biolégica, por lo que sus efectos son
el resultado de la accién de sus metabolitos en los diferentes tejidos. Los metabolitos
de TB corresponden a 3a-hydroxytibolona (3a OH-TB) y 3b-hydroxytibolona (33-OH-
TB), que se acoplan al receptor alfa estrogénico (ERa) y en A4 - isémero (A4 -TB),
con propiedades progestagenas y androgenas (compuestos que también se

encuentraninactivos en una forma sulfatada) (Reed et al, 2004).

OH
A HsC " C 2C/H

Figura 6. Estructura quimica (A) y molecular (B) de la Tibolona. Los anillos de
carbono se encuentra de color verde, oxigeno unido al anillo de color rojo e
hidrogeno (Blanco).
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2.3.1 PROPIEDADES QUIMICAS DE LA TIBOLONA.

La TB es un esteroide estructuralmente relacionado con derivados de la 19-
nortestosterona como el noretinodrel y la noretisterona (Figura 7) que tiene afinidad
por los receptores a estrogenos (RE), a los receptores de androgenos (RA) y a los
receptores a progesterona (RP), y por ello presenta triple actividad hormonal (Blom et
al.,, 2001). Es diferente a los moduladores selectivos del receptor a estrogenos,
SERMs con una configuracién 3-ceto-A5-10 con dos sustituyentes, un grupo a metilo

en la posicion 7, asi como un 17a-etilo (Reed y Kloosterboer, 2004).

Figura 7. Estructura quimica del noretinodrel (A) y de la noretisterona (B).

2.3.2 MECANISMO DE ACCION DE LA TIBOLONA

Tras la administracion oral, TB esta es metabolizada en tres componentes, que
contribuyen el perfil farmacodinamico de este farmaco. El metabolismo de la TB se
realiza rapidamente originandose 3a hidroxi TB y 3B hidroxi TB en las formas
sulfatadas e inactivas; a partir de ellas o directamente de la TB se produce un tercer

compuesto que es el delta 4 isébmero. Los isémeros a y 3 tienen una gran afinidad por
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el RE mientras que el delta 4 sélo tiene afinidad por el RA y RP. Por lo tanto el efecto
de la TB esta determinado por el tipo de tejido y los metabolitos que se forman
(Figura 8). La accién es estrogénica en el hueso, la vagina y el cerebro donde
estimulan la actividad enddgena mediante un promotor impulsado por ERE
(Elemento de respuesta ERa) en humanos, imitarian losefectos de 17b - estradiol
(E2), el cual ejerce una amplia gama de acciones en elsistema nervioso central
(SNC), actuando sobre la plasticidad sinaptica, la morfologianeuronal y la neuro-
proteccion glial (Henrriques et al, 2010; Farfan-Garcia et al., 2014; Pinto-Alman et al.,
2014), sobre los oligodendrocitos y los astrocitos (De Marinis et al., 2013). (Reed y
Kloosterboer, 2004). La evidencia respalda los efectos protectores de la TB sobre
SNC.; por otra parte, el efecto es progestacional sobre el endometrio y androgénico
sobre el higado y el cerebro. Investigaciones han demostrado que el efecto
estrogénico de la TB es mediado por los metabolites 3R-OH-TB, Aunque se
desconoce el mecanismo de accion completo de la TB, hasta la fecha las acciones
selectivas de los metabolitos de la TB estan bajo el control de la actividad especifica
de las enzimas sulfatasa y sulfotransferasa en cada uno de los tejidos blanco (Reed
& Kloosterboer, 2004; Zhang et al., 2006). EI metabolismo de la TB no esta limitado
al higado y al intestino. Los efectos importantes se explican por el metabolismo local
especifico. En la glandula mamaria la TB inhibe la actividad sulfatasa y la 173-
hidroxiesteroide dehidrogenasa resultando en un bloqueo a la conversion de estrona
a estradiol y en el endometrio, el isbmero A-4 es producido primariamente, este se

une al RP, y protege el endometrio de los efectos agonistas de los metabolitos
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estrogénicos. De esta manera se explica la versatilidad y especificidad de la accion

de TB (Tang et al., 1993).

e=C=CH

3B-OH metabolito

C=H

3a-OH metabolito

Tibolona

Figura 8. La Tibolona y sus metabolitos

2.3.3 ABSORCION, BIOTRANSFORMACION Y EXCRECION DE LA TIBOLONA.

Después de la administracion oral, la TB se absorbe rapida y extensamente. Sin
embargo, debido al rapido metabolismo, los niveles plasmaticos de TB son muy
bajos. Las concentraciones maximas de TB en plasma son de 1.37 ng/mL y 1.72
ng/ml después de dosis unicas y multiples, respectivamente, alcanzandose mas o

menos en una hora. Los niveles plasmaticos del A4 isdmero de TB son también muy
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bajos, a veces por debajo el limite de deteccion. Los niveles plasmaticos maximos de

los metabolito 3a-OH y 33-OH son mas altos, pero no se produce acumulacion.

En mujeres posmenopausicas se reporté que el 98% de los metabolitos con actividad
estrogénica se encuentran en forma disulfurada en suero y tejidos. De los
metabolitos conjugados, el 3a-hidroxi-TB predomina en el suero, mientras que el A4
TB predomina en miometrio y la vagina. Los niveles de metabolitos disulfatados en
el suero y tejidos son de 3 a 5 veces mas altos después de dosis multiples que

después de una dosis unica (Verheul et al., 2007).

La excrecion de TB tiene lugar principalmente en forma de conjugados sulfatados.
Parte del compuesto administrado se excreta en la orina, pero la mayor parte se

elimina por las heces. (Verheul et al., 2007).

234 RELACION DE LA TIBOLONA CON ALTERACIONES

METABOLICAS

En un estudio hecho por Von Eckardstein en el 2001. Investigaron los cambios en la
concentracion de lipidos en suero de mujeres tratadas por 84 dias con TB. Ellos
observaron una disminucion del colesterol HDL y de la Lp en el grupo de quienes
tomaron 2.5 mg/ dia en comparacion con el grupo de mujeres que recibieron
placebo (Von Eckardstein et al., 2001). En el mismo afio (2001) Boyanov, a 22
mujeres que tomaron la misma dosis de TB (2.5 mg/dia) durante 1 afno, mientras

reportaron que en estas mujeres no se observo incremento significativo de peso,
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mientras que los controles no tratados se incrementaron los valores de peso, Desde
la perspectiva de los autores fue que el uso de la TB podria considerarse como una
alternativa preferencial a la TRH convencional en mujeres posmenopausicas

(Boyanov et al., 2001).

Skouby en el 2008. Reportaron disminucion significativa de triglicéridos en muestras
de sandre de mujeres postmenopausicas que tomaron TB en dosis de 2.5 mg/dia,

durante 12 meses (Skouby et al., 2008).

Existen reportes donde el uso de TB mejord los niveles de colesterol total (Henriques
et al, 2010), mientras que, en los estudios realizados con mujeres
posmenopausicas, el tratamiento con TB mejoré la presion arterial, la inflamacion, la
glicemia, los niveles de insulina, el colesterol HDL vy los triglicéridos (Gallagher et al.,

2001).

Otro estudio donde utilizaron ratas de la cepa Wistar (hembra) y administraron TB a
una dosis de 0.04mg/kg, durante 15 dias. El estudio evalué el sistema
cardiovascular, el metabolismo de lipidos y el estado redox en el higado de ratas
OVX. Al analizar el estado redox del higado, mostraron que la TB restaurd el
contenido de glutation reducido y la actividad de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, redujo los niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) y la generacién de especies reactivas del oxigeno mitocondrial. Los autores
concluyeron que el uso de TB revirtid las principales alteraciones causadas por la

hipertension y la deficiencia de estrogenos (Gilglioni et al., 2013).
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2.3.5 RELACION DE LA TIBOLONA CON EL ESTRES OXIDANTE

El aumento en la concentracidon de perdxido de lipidos en el suero de ratones
hembras después de una ooforectomia bilateral es evidencia de la actividad

antioxidante de las hormonas femeninas (Yagi et al., 1999).

El tratamiento con TB en ratas ovariectomizadas sometidas a un modelo de estrés
oxidante inducido por ozono, se demostré que la TB tuvo efecto para disminuir los
indicadores de estrés oxidativo como el MDA (Farfan-Garcia et al., 2014), la
oxidacion de proteinas y la muerte neuronal en el hipocampo; mejor6 la memoria y
previno las alteraciones motoras en los animales expuestos a ozono (Pinto-Almazan

et al 2014).

3. ENFERMEDADES METABOLICAS Y EL SiINDROME METABOLICO EN

MEXICO

La interrupciéon de los procesos metabdlicos normales como la obtencion de energia
y el desequilibrio redox establece la base de muchas condiciones fisiopatoldgicas en
el cuerpo, que se denominan trastornos o enfermedades metabdlicas (Vibha et al.,
2016). Las enfermedades metabdlicas, segun la enciclopedia médica, “son aquellas
que interfieren en los procesos bioquimicos del organismo involucrados en el
crecimiento y conservacién de la buena salud de los tejidos organicos, en la
eliminacién de productos de desechos y en la produccion de energia para llevar a

cabo las funciones corporales”. Las principales patologias son directamente
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relacionadas con el sobrepeso y la obesidad, especialmente en la distribucidn
abdominal de una persona (Agencia infomativa, conacyt, 2017). Dentro de las
enfermedades metabdlicas se encuentran: dislipidemia, hipertension arterial, higado

graso, intolerancia a la glucosa, DMT 2 y SM (Braun et al., 2011).

El SM es un conjunto de anormalidades metabdlicas consideradas como un factor
de riesgo para desarrollar enfermedad cardiovascular y DMT2 (Lizarzaburu et al.,
2013). Desde el punto de vista biomédico un mismo individuo debe tener la
coexistencia de al menos tres factores de riesgo para ser diagnosticado con

sindrome metabdlico (Uridstegui-Flores et al., 2018).

Los criterios diagnosticos propuestos para sindrome metabdlico son diversos.

Desde el afo 1988, en que el Dr. Gerald Reaven describe el sindrome como una
serie de anormalidades que incluye hipertension arterial, diabetes mellitus vy
dislipidemia, denominandolo ‘sindrome X’, donde la resistencia a insulina constituia
el factor o principal mecanismo fisiopatoldgico (Reaven et al., 1988; Isomaa et al.,

1988; De Fronzo et al., 1991).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Federacién Internacional de Diabetes
(IDF), Tercer panel de Tratamiento de Adultos del Programa Nacional de Educacion
sobre el Colesterol (ATP Ill) y la Asociacibn Americana de endocrinologia clinica
(AACE) han propuesto sus criterios diagndsticos o componentes del SM (Lizarzaburu

et al., 2013) (tabla 1).

45



Tabla 1. Componentes del SM considerando su definicion, segun, el Tercer panel
de Tratamiento de Adultos del Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol
(ATP IlI), la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Asociacion Americana de

endocrinologia clinica (AACE) y la Federacion Internacional de Diabetes (IDF).

ATP Il oMS AACE IDF
Triglicéridos mayor o igual a 150 mg/dL X X X X
HDL menor de 40 mg/dL en varones y
50 mg/dL en mujeres . X X X
Presion arterial mayor de 130/85 mmHg X X X X
Insulino resistencia (IR)
Glucosa en ayunas mayor de 100 mg/dL X X X
Glucosa 2 h: 140 mg/dL
Obesidad abdominal X X
indice de masa corporal elevado X X
Microalbuminuria
Factores de riesgo y diagndstico 3mas IR Mas de 2 %::1?:(? acl))t()jeoi]dizgl

La etiologia del SM y de cada uno de sus componentes aun esta en discusion, sin
embargo puede ser atribuible a una interaccion entre factores genéticos, metabdlicos

y ambientales.

La prevalencia de SM en el mundo varia entre <10.0% y hasta 84.0%, segun el sexo,
la edad y el origen étnico de la poblacion estudiada, asi como de la definicion de SM

utilizada (Kaur et al., 2014).

De acuerdo con los criterios diagnésticos de la ATP ll, la prevalencia de SM entre

los adultos en varios paises de América Latina va desde 18.8% a 43.3% (Marquez-
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Sandoval et al., 2011), y particularmente en México varia desde 24.4% a 36.8%

(Méndez-Hernandez et al., 2009; Rojas et al., 2010).

Cabe mencionar que existe una relacion directa entre la armonia de las hormonas
sexuales y el metabolismo. Los cambios metabdlicos que ocurren durante la etapa
de transicion de la premenopausia a la postmenopausia determinan profundas
alteraciones en el metabolismo y composicién corporal (Hernandez-Galvan et al.,
2008). Dentro las alteraciones mas significativas esta el aumento y la redistribucion
de la grasa corporal, la cual predispone a la mujer a ECV y SM (Tabares-Trujillo et
al., 2012), debido a que los esteroides sexuales tienen una funcidon anabolizante; su
déficit perturba el uso y el depdsito de recursos energéticos, echo que después de la
menopausia (postmenopausia) la prevalencia aumenta independiente de la edad,
dando pie a la progresion de los componentes del SM e incrementando en un 60% el
riesgo de padecer este padecimiento (Figura 9) (Jansen et al. 2008; Gonzalez-

Concepcion et al., 20013).
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Figura 9. Riesgo de desarrollar SM por envejecimiento, anos después del final

del periodo menstrual (menopausia).

La principal causa de mortalidad en el mundo tanto en hombres como en mujeres es
ECV (GBD et al., 2013), la cual representa un grave problema para muchos paises
de Latinoamérica (Alwan et al., 2011) en México muere una mujer cada 15 minutos
por ECV (INEGI, 2015). La morbilidad y mortalidad por esta causa es mas frecuente
en el hombre que en la mujer hasta la sexta década de la vida (Artaud-Wild et al.,
1993) en la poblacién femenina aparece 10 a 15 afios después, etapa que coincide

con la posmenopausia (Rossouw et al., 2002). Ya que como se ha mencionado la
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aparicion de SM en mujeres postmenopausicas va desde los 50 a a los 59 afos,
alcanzado un porcentaje del 35%. Durante la ultima década este porcentaje ha
aumentado y se estima que la mitad de todas las ECV en la mujer pueden estar

relacionadas con SM (Chu et al., 2008).

La mujer pre menopausica parece estar protegida para eventos cardiovasculares
comparadas con hombres de su misma edad. Aunque la mujer menor de 50 afios
rara vez desarrolla enfermedad cardiovascular, la incidencia en mujeres mayores de
70 afos se iguala a la de los hombres; lo anterior sugiere que la deficiencia de Est

causa una rapida aceleracion en el incremento de este riesgo (Dubey et al., 2005).

3.1 TRATAMIENTO DE SINDROME METABOLICO DURANTE LA MENOPAUSIA

El notable incremento de la esperanza de vida al nacimiento en la poblacion,
particularmente en mujeres, durante la ultima mitad del siglo XX condicioné que un
mayor numero de mujeres mexicanas cursen una parte considerable de su vida en la
condicion posmenopausica (Fenochio-Gonzalez et al., 2012) (Figura 9), presentando
un alto riesgo para el desarrollo de diferentes patologias). Etapa en la que la
prevalencia de SM en mujeres de 50 a 59 afios es del 35% asociadas al SM (Chu et
al., 2008) y a la pérdida de la produccion de estrégenos enddgenos, lo que constituye

a ser la principal causa de mortalidad (Sécrates-Aedo et al., 2006).

Razon por la cual, se prevé que para el ano 2050, la proporcion de las personas

mayores de 50 afos seguira en aumento, mostrando un pronunciado cambio en el
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perfil de la poblacion general, acompanado de una extensidn sustancial en el numero

de mujeres posmenopausicas (Figura 10) (Barton et al., 2009).

Il 2050
Posmenopausia ] 2009

Premenopausia

g

Monopausia_

Poblacion (millones)

8

0
)
IR EEEEE
- NN W WA A NS NNt
© & © & ©® b © » © & © » ©
Edad (anos)

Matthias Barton, Matthias R. Meyer, Hypertension 2009;54:11-18

Figura 10. Desarrollo proyectado de la poblacion mundial femenina en las
proxima 4 décadas. Hasta 2050, la proporcion de personas de 50 anos
continuara aumentando, lo que provocara un cambio pronunciado en el perfil
de la poblacién general. Aumento sustancial en el numero de mujeres
posmenopausicas, que estan en alto riesgo de desarrollo de hipertensioén y
enfermedad cardiovascular debido a la pérdida de produccion de estrégenos

endoégenos.

Las mujeres menopdausicas que cumplen criterios para diagnéstico de SM deben ser

tratadas para reducir el riesgo cardiovascular. El enfoque terapéutico debe combinar
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cambios en el estilo de vida y la implementacion de terapia farmacolégica (James et

al., 2014; American Diabetes Association, 2015).

Al observar, retrospectivamente, el efecto de los distintos tipos de TRH, con
estrogeno oral administrado en forma cronica sobre la glicemia en ayunas y perfil
lipidico, se puede inferir que en la TRH con baja dosis de estrégeno se asocia a un
perfil lipidico y glicemia ayunas normal, a diferencia del grupo de TRH con estrégeno
en alta dosis con progestina periddica donde se observa un aumento del colesterol
lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) y triglicéridos (fuera del rango normal) los
cuales se incrementan aun mas cuando la modalidad de la TRH usada es con

estrégeno en dosis alta con progestina continua (Socrates-Aedo et al., 2006).

Como se meciond con anterioridad hay que destacar el uso de TRH convencional, no
esta libre de posibles efectos adversos; se ha relacionado con posibles efectos a
nivel oncolégico y de trombosis venosa profunda o tromboembolismo pulmonar. Es
necesario realizar mas estudios que permitan asociar los posibles efectos (benéficos
o perjudiciales) a nivel sistémico secundario al uso de TRH en mujeres

posmenopausicas (Fenochio-Gonzalez et al., 2012).

La medicina actual se dirige a retardar el envejecimiento, buscando terapias que a la
vez corrijan las alteraciones consecuentes. Para ello, en la mujer menopausica
climatérica debe realizar una adecuada exploracion clinica, que no debe ser solo
fisica, sino que comprendera las areas nutricional, metabdlica, endocrina,

inmunitaria, psiquica y neuroldgica, y que requerira la complementacién con métodos
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auxiliares de laboratorio y/o experimentos que ayuden atraves de la simulacién a
tener un enfoque mas claro aserca de los cambios metabdlicos-hormonales que
ocurren durante la menopausia y comprender mejor las complicaciones que se
presentan en esta etapa de vida que se presnetan en esta etapa de vida. (Pacheco

et al., 2010).

4. DIETAS HIPERCALORICAS COMO MODELOS EXPERIMENTALES EN

LOS TRANSTORNOS METABOLICOS

La actual epidemia mundial de enfermedades metabdlicas es consecuencia de la alta
disponibilidad y consumo de dietas altamente hipercaldricas (Barrera-Cruz et al,
2013). Los estudios en modelos animales constituyen una valiosa herramienta para
comprender los procesos fisiopatoldgicos. Una gran parte de los trabajos se
desarrollan en los roedores (ratones y ratas principalmente), dada su similitud
biolégica con el hombre y el gran conocimiento que se tiene a todos los niveles

(genético, molecular, enzimatico, etc.) de estas especies (Ayala et al., 2008).

Con el fin de obtener una mayor comprension de trastornos metabdlicos en
humanos, las ratas y ratones son un modelo de uso comun, ya que estos animales
ganaran peso facilmente cuando se les proporcione una dieta alta en grasas y
también desarrollaran otros factores de riesgo asociados con el SM. Por lo tanto, los
modelos de obesidad inducidos por la dieta pueden ser mas apropiados para

estudiar esta patologia (Campos et al., 2012).
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4.1. DIETA ALTAS EN GRASA

Numerosas dietas de alto contenido de grasa para roedores estan disponibles en
diferentes marcas comerciales. No todas las dietas altas en grasas son lo mismo, ya
que tanto el nivel como la fuente de grasa pueden diferir entre las dietas. Si bien la
mayoria de la investigacion sobre la obesidad es conducida con dietas de
ingredientes purificados, algunos estudios usan una mezcla de chow y grasa
afiadida. Esto puede conducir a insuficiencias nutricionales (proteina, vitaminas,

minerales y fibra) se van perdiendo (Gajda et al., 2007).

Al elegir una dieta con grasa elevada, de debe tenerse en cuenta el nivel de grasa en
la dieta. Si bien estos términos no tienen definiciones estrictas, las dietas bajas en
grasa (LFD) tienen alrededor de 10% de calorias procedentes de la grasa, las dietas
altas en grasa (HFD) tienen alrededor de 30-50% de calorias procedentes de la
grasa y las dietas muy altas en grasa (VHFD) generalmente contienen 50 kcal% de la
grasa. A modo de comparacion, la mayoria de las dietas bajas en grasa contienen
10-12% de las calorias de la grasa. Para inducir obesidad ambas dietas (HFD) y
(VHFD) son comunmente utilizadas y hay una dosis-respuesta para el peso corporal

como una funcion de grasa dietética (Ghibaudi et al., 2002).

4.2. DIETA ALTAS EN FRUCTOSA

La ingesta caldrica excesiva se ha relacionado con alimentos con alto contenido de
grasas, el aumento en el tamafio de las porciones y las dietas altas, ambas en forma

simple azucares como sacarosa y en jarabe de maiz de alta fructosa (JMAF) como
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fuente de fructosa (FC) (Young et al., 2002; Elliott et al., 2002). Un modelo para
producir obesidad en roedores es proporcionar endulzantes (sacarosa, maltosa, etc.)
a las bebidas (Aldrete-Velasco et al., 2017). La solucion endulzada cal6ricamente
reduce la ingesta de alimentos sélidos, pero no lo suficiente como para evitar un
equilibrio caldrico positivo y el lento desarrollo de la obesidad. Ahadiendo la misma
cantidad de sacarosa o maltosa como un solido en la dieta no lo hace producir la
misma respuesta. Por ejemplo, en ratas, una dieta rica en fructosa ocasiona en dos
semanas un incremento en los niveles de TG Las ratas macho wistar son mas
vulnerables al higado graso inducido por fructosa, y se le considera un modelo
aceptado de SM. Cuando se alimentan con fructosa 10% la sintesis hepatica de
acidos grasos y la esterificacion se incrementan significativamente. La fructosa
promueve la sintesis hepatica de triacilglicerol y su liberacién en plasma en forma de

VLDL (Echandi et al., 2009).

Por lo tanto, en animales de experimentacién, endulzado las bebidas parecen
mejorar el consumo caldrico. Debido a que es tan dulce y barato, el jarabe de maiz
de alta en fructosa JMAF se utiliza en muchos alimentos procesados que comen los
humanos y encuestas recientes han sugerido que la ingesta de carbohidratos va en
aumento. En modelos de roedores, las dietas que contienen alto contenido de
fructosa o sacarosa elevan la produccién de TG y la produccion de glucosa en el
higado y esto incrementa disponibilidad de nutrientes y finalmente conduce a

resistencia a la insulina (RI) e hipertrigliceridemia (Basciano et al., 2005).
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4.3. DIETA COMBINADA (FRUCTOSA-GRASA)

En la ultima década se han demostrado cambios drasticos tanto la composicién de la
dieta diaria como en los habitos basicos alimenticios de las sociedades occidentales,
donde un alto porcentaje de la poblacién consume dieta que contienen un exceso de
calorias. Diversos estudios han establecido que la alimentacion o la excesiva ingesta
calérica son suficientes para promover alteraciones metabdlicas sistémicas en

roedores y en humanos. (Lé et al., 2006).

Muchas evidencias demuestran que en los ultimos cuarenta afos ha existido un alto
consumo de FS en la dieta, con lo cual ha surgido una creciente preocupacion, ya
que en humanos el consumo de alta fructosa puede ser la posible responsable del
aumento de peso y la aparicion asociacion de obesidad en todo el mundo (Tappy et

al., 2010).

Dietas combinadas en concentraciones altas de carbohidratos y grasa imitan mejor
dietas humanas inductoras de SM en roedores, los cuales originan un incremento de
peso corporal, aumento de grasa abdominal, inflamacién, hiperinsulienemia,
resistencia a la insulina e incremento de acidos grasos libres circulantes (Lomba et
al, 2010; Chun et al., 2010) dado que las dietas en carbohidratos y grasas generan
en los roedores la mayoria de las complicaciones presentes en el SM humano; estos
modelos son probablemente la mejor manera de estudiar la fisiopatologia de las
complicaciones surgidas por una dieta hipercaloricahipercalérica (Zivkovic et al.,

2007).
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Para obtener un modelo experimental de animal obeso mediante una ingesta alta en
grasas, alta en carbohidratos y por las dietas de la cafeteria ha sido sugerido que las
ratas se vuelven mas obesidadas por el consumo de dietas de cafeteria en lugar de
dietas altas en grasas, lo que indica quizas una mayor hiperfagia que surge de la
variedad de alimentos (Panchal et al., 2011). Sin embargo, una dieta de cafeteria
presenta algunas limitaciones, como la dificultad para determinar el consumo de
componentes dietéticos y el hecho que la comida se ofrece en forma natural y puede
estar en estado de deterioro (Eguchi et al., 2008). Ademas se han efectuado trabajos
utilizando animales de laboratorio sometidos a dietas ricas en fructosa bajo

condiciones controladas, tratando de extrapolar a los seres humanos.

El afan por encontrar la causa y el remedio contra de los procesos de
envejecimiento se han proporcionado una gran cantidad de teorias, entre las que la
del estrés oxidante es una de las mas aceptadas. La evidencia experimental indica
que los oxidantes son determinantes en el envejecimiento celular. Estos hechos
tienen, en el campo de la nutricién, una evidente interaccion, puesto que ésta puede
ejercer una clara influencia desde una perspectiva preventiva. Se conoce el
importante papel de las grasas y los carbohidratos de la dieta en la epidemiologia de
enfermedades como las cardiovasculares. El consumo de dietas hipercaléricas
conlleva al aumento de acidos grasos libres (AGL), citocinas proinflamatorias y
produccion de especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno. Estas alteraciones

inducen estrés oxidante y nitrosativo que dafia a los tejidos causando disfuncion de
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los mismos y en consecuencia se pueden desarrollar enfermedades crénicas (Qulies

et al., 2004).

4. 4 DIETA ATEROGENICA

Puesto que la esteatohepatitis no alcohdlica se ha correlacionado con enfermedades
cardiovasculares, diversos autores han investigado el uso de dietas aterogénicas
para reproducir la patologia de la esteatohepatitis. Asi Matsuzawa et al. (2007)
demostraron lesiones precirréticas de esteatohepatitis tras 24 semanas de suministro
de una dieta aterogénica a ratones. Si se le afiadia un componente rico en grasa a la
dieta se presentaba resistencia a la insulina y se aceleraba el proceso de

esteatohepatitis.

4.5 DIETAS QUE INDUCEN LIPOGENESIS HEPATICA SIN OBESIDAD

Las ratas macho Sprague-Dawley alimentadas con una dieta defi citaria en arginina
durante 21 dias tienen signifi cativamente disminuida la ganancia de masa corporal
pero aumentado el indice de biosintesis lipidica hepatica y la excrecion urinaria de
acido orotico y desarrollan marcadamente higado graso independientemente de su
edad. Las dietas defi citarias en arginina producen una gran reduccién del contenido
hepatico de ATP en las ratas (52%), hamsters (38%) o conejos (27%)(Milner y

Hassan, 1981).
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4.6 DIETAS QUE INHIBEN LA OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

Las dietas defi citarias en colina y metionina alteran la betaoxidacion mitocondrial en
ratones normales y sobrerregulan la expresion del citocromo 2E1 (Leclercq et al.,
2000). Se han empleado también ratas SpragueDawley a las que se sometia a una
dieta deficitaria en colina durante 12 semanas, que daba lugar a infi ltracién grasa del
higado en forma severa, con ligera infl amacion y fi brosis, ademas de una marcada
elevacion de las aminotransferasas (lbafez et al., 2007). Otra variante experimental
son las dietas defi citarias en metionina y colina, y ricas en grasa, que aplicadas
durante 8 semanas, inducen también higado graso en ratas (Ustundag et al.,
2007).Un problema asociado a las dietas deficientes en metionina y colina, tanto en
ratas como en ratones, es la pérdida signifi cativa de peso que pueden perder los
animales (hasta el 40 % en 10 semanas), algo que no se observa en la enfermedad

humana (London y George, 2007).

5. ESTRES OXIDANTE

Al tener un concepto mas claro acerca de lo que son los procesos oxidativos y
antioxidativos del cuerpo, se puede analizar el climaterio como una etapa de
desequilibrio oxidativo, generado por especies reactivas de oxigeno, que es el
término que se aplica colectivamente a las moléculas radicales y no radicales que
son agentes oxidantes y/o son facilmente convertidos a radicales. En la ultima
década se han acumulado evidencias que permiten afirmar que los radicales libres y

el conjunto de especies reactivas que se les asocian juegan un papel central en
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nuestro equilibrio homeostatico, que es el normal funcionamiento de los mecanismos
de regulacion que conservan el estado normal fisiolégico de los organismos (Avello

et al., 2006).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) como el anion superoxido (0O2°), el
peroxido de hdrogeno (H202), el radical hidroxilo (OH-), el radical peroxilo (ROZ2)

pueden resultar beneficiosas ya que son utilizadas por el sistema inmunitario como
un medio para atacar patdogenos, también utilizadas en la sefalizacion celular (Valko
et al., 2005). Sin embargo cuando el aumento del contenido intracelular de ERO
sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula, se produce el estrés oxidante, el
cual esta presente en diversas enfermedades degenerativas, tanto de tipo metabdlico
como el SM, hasta de tipo neuronal como la enfermedad de Alzheimer, ademas de
ser parte fundamental del proceso de envejecimiento, donde se observan
alteraciones sobre la funcionalidad celular, a través del dafio a moléculas biolégicas

como Yy acidos nucleicos, carbohidratos, proteinas y lipidos (Pacheco et al., 2010).

5.1. PEROXIDACION LIPIDICA

Todas las células estan rodeadas por una membrana que las separa del medio
extracelular. La membrana celular contiene proteinas que juegan papeles vitales en
la interaccion de la célula con otras células, hormonas y agentes reguladores del
liquido extracelular. La estructura basica de todas las membranas biolégicas es la

bicapa lipidica, la que funciona como una barrera de permeabilidad selectiva
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(Goodam, 1998). Estas son ricas en acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), que
forman parte de los fosfolipidos de membrana, sus propiedades fisicoquimicas y son
responsables de su fluidez y permeabilidad, o que condiciona la funcién de las
proteinas ligadas a la membrana asi como su susceptibilidad al ataque oxidante y
por lo tanto vulnerables al ataque de radicales libres que traen como consecuencia la
peroxidacién lipidica (Quiles et al., 2004). Esta es generalmente inducida por un
radical hidroxilo que sustrae un hidrogeno a la cadena lateral de un acido graso
formando un radical carbonado, lo que genera una cadena de reacciones oxidativas
(Figura 11). Los antioxidantes, pueden formar complejos estables impidiendo la

accion catabdlica de los radicales libres en la membrana celular (Halliwell, 1990).

R R
H,0
/ + "OH —Lv /  Lipido radical
H L, .
Iniciacion
Lipido insaturado 0,

Propagacion

OO0OH H oo*

Lipido peroxido Lipido peroxil radical

Figura 11. Proceso de Lipoperoxidacion.

60



Los mecanismos homeostaticos con que el organismo enfrenta el dafio oxidativo que
habitualmente causan estas especies son numerosos y diversos, reflejando la
multiplicidad de formas de radicales libres y especies reactivas, como también los
numerosos compartimientos donde actuan en el organismo y las propiedades fisicas

de éstos (Kinsella et al., 1993).

5.2 ANTIOXIDANTES

La capacidad antioxidante celular esta dada por mecanismos a través de los cuales
la célula anula la reactividad y/o inhibe la generacién de radicales libres. Estas
defensas por un lado tienden a impedir su formacion y, por otro, los neutralizan una
vez formados (moléculas con actividad antioxidante). La capacidad antioxidante
celular esta dada por mecanismos a través de los cuales la célula anula la
reactividad y/o inhibe la generacion de radicales libres (Palamanda y Kehrer, 1992).
Estos mecanismos son adecuados a la muy corta vida media de los radicales libres y
comprenden moléculas pequenas, enddgenas y exdgenas con capacidad
antioxidante. Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir la
oxidacion de otras moléculas. Los antioxidantes se clasifican en dos grupos, los de

origen exogeno y los de origen enddgeno (Avello et al., 2006).

5.2.1 ANTIOXIDANTES EXOGENOS

Este grupo lo conforma el a-tocoferol (vitamina E) que pertenece al grupo de
vitaminas liposolubles ampliamente distribuida en los alimentos. Su funcion principal

es la de destruir la mayor parte de las ERO y de otros radicales libres, protegiendo a
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los acidos grasos insaturados de la oxidacion, con lo que se previene el dafo
oxidativo de los lipidos de la membrana. Este antioxidante no reacciona acoplado a
enzima alguna, sino a través de su sitio activo que es el OH+ en la posicion 6 del

anillo cromanol (Brigelius y Traver, 1999).

La participacion de la vitamina E como antioxidante es de suma importancia, por la
que se ha propuesto su uso en la prevencién de enfermedades como isquemia
cardiaca, toxemia del embarazo, tromboflebitis, fibrosis de seno y en traumas, donde
existe una destruccion importante de células. La vitamina E se absorbe en el
intestino y es necesario que se encuentren en presencia de grasas (Mc Call y Frei

2002).

El acido ascorbico (vitamina C) tiene una potente accion antioxidante hidrosoluble en
los fluidos biolégicos, como secuestrador de ERO, generando la especie radical
denominada ascorbilo. Otro mecanismo antioxidante de la vitamina C se asocia con
su capacidad de regenerar antioxidantes de bajo peso molecular como la vitamina E,
el glutatiéon y el B-caroteno, partiendo de sus especies radicales (Halliwell et al.,

1996).

El B-caroteno es una vitamina abundante en algunas frutas y verduras; es uno de los
antioxidantes mas efectivos para proteger el organismo de las enfermedades
cronicas provocadas por los RL ya que neutraliza al oxigeno singulete. Posee
funciones especificas que lo diferencian del resto. En cuanto a las ERO, los

carotenoides pueden interactuar con ellas esencialmente de tres maneras:
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transferencia de electrones, remocion de iones hidrégeno o adicion de especies
radicales. Ademas, es precursor de la vitamina A e influye en el sistema
inmunoldgico, favoreciendo la reproduccion de glébulos blancos y protege del
cancer, pues estimula a las células para que secreten mayor cantidad

TNF-a (Hemila™ et al., 2002).
5.2.2 ANTIOXIDANTES ENDOGENOS

Los antioxidantes enddgenos estan conformados por los grupos de tipo enzimatico y

de tipo no enzimatico.
5.2.3 ANTIOXIDANTES DE TIPO ENZIMATICO.

Primer nivel. Consiste en evitar la reduccion del O2¢ mediante sistemas enzimaticos
capaces de efectuar su reduccién tetravalente consecutiva sin liberar los
intermediarios parcialmente reducidos. Esto lo logra con gran eficiencia el sistema
citocromo-oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial, responsable de mas del

90% de la reduccion del oxigeno en el organismo humano (Tzu et al., 2003).
Segundo nivel. Lo constituyen enzimas especializadas en captar el radical O2
« Estas son la familia de las superéxido dismutasas (SOD):

Descubiertas por McCord y Fridovich (1969), constituyen la primera fase de defensa
antioxidante, son un grupo de metaloenzimas que se encuentran frecuentemente en
organismos aerdbicos, aerotolerantes, esenciales para la defensa contra la toxicidad

de los metabolitos parcialmente reducidos, durante la reduccion biolégica normal del
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oxigeno molecular. En mamiferos, existen tres tipos de enzimas que constituyen a la
familia SOD. La primera es la enzima Cu/Zn-SOD (SOD1) localizada principalmente
en el citosol, el nucleo, en la membrana externa de la mitocondria (Fridovich, 1978),
la segunda enzima es la EC-SOD (SOD3), ubicada en fluidos extracelulares
(Marklund, 1982) y la tercera enzima es la Mn-SOD (SOD2), la cual se concentra en
la matriz mitocondrial y es inducida por el incremento en el estado oxidativo celular.
Estas enzimas catalizan la conversion de O2e, en H202 y Oz y controlan su
concentracion intracelular evitando el dafio al ADN, asi como la oxidacion de lipidos y
proteinas que pueden resultar en la inactivacién de ciertas enzimas (McCord y

Fridovich, 1969).

La compartimentacion de las diferentes SOD se explica en gran medida por el hecho
de que el O2+ no puede cruzar con facilidad las membranas que separan los

compartimientos celulares y mitocondriales.

Tercer nivel. Integrado por un grupo de enzimas especializadas en neutralizar el

peroxido de hidrégeno. Entre ellas estan:

a) Catalasa (CAT). Tiene una amplia distribucion en el organismo, con una alta
concentracion en higado y rifidn, baja concentracion tanto en tejido conectivo como
en epitelios y practicamente nula en tejido nervioso. A nivel celular se localiza en:
mitocondrias, peroxisomas y citosol de los eritrocitos. Presenta dos funciones

fundamentales: catalitica y peroxidativa, y forma parte del sistema antioxidante
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CAT/SOD que actua en presencia de altas concentraciones de peroxido de

hidrogeno (Hadju et al., 1977).

b) Glutatién peroxidasa (GPx). Es una enzima seleno proteina. Esta enzima requiere
de un tripeptido de bajo peso molecular llamado glutatién reducido (GSH), para
reducir el H202 a agua. El GHS es el donador de equivalentes reductores en dicha
reaccion, de esta manera, la reduccion de H202 a agua y la oxidacio del GHS a
glutation oxidado (GSSG) ocurren simultaneamente. Se puede localizar en la
mitocondria y el citosol de la célula hepatica, en el citosol de los eritrocitos formando
complejos con la hemoglobina y en el lisosoma de neutrofilos, macréfagos y otras

células fagociticas del sistema inmune (Arthur et al., 2000)

Existen tres formas de GPx:

* GPx-c o forma celular: tiene mayor afinidad por el perdxido de hidrégeno que por

lipoperoxido.

* GPx —p o forma extracelular: presenta afinidad semejante para ambos sustratos.

* GPx-PH: Tiene afinidad especifica para los lipoperoxidos.

Las formas GPx-c y GPx-p no son capaces de utilizar los lipoperéxidos como

sustrato (Ya y Diamont, 2003)

c) Glutation Reductasa (GR)

La GR es una flavoenzima dependiente del nicotinamin adenin dinucleétido fosfato

reducido (NADPH) que cataliza la reduccién del GSSG a GSH el cual sera utilizado
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por la GPx para la reduccién del H202 y de lipoperéxidos (L-OOH), los cuales son
elementos toéxicos. Es decir, especificamente tiene una funcién de pivoteo en el
estrés oxidante. Esta se encuentra en todos los organismos aerobicos, asi como en
algunas plantas superiores por lo que aparenta ser una enzima casi universal

(Cisneros-Prego et al., 1995).

La GR es una enzima homodimérica compuesta por 2 subunidades idénticas entre si
unidas por un puente disulfuro (cis 90-cis 90'); cada subunidad contiene 478
aminoacidos y en su estructura presenta una extension N-terminal flexible y 4
dominios estructurales bien definidos. Dominio unido al flavin adenin dinucledtido
(FAD), dominio de union al NADPH, dominio central y dominio de interfase. Ambas
subunidades presentan residuos esenciales que contribuyen a los sitios activos y de
union al GSSG, por lo que no presenta actividad enzimatica en su forma monomérica
ya que su sitio de union para el sustrato y su sitio catalitico estan compuestos por

residuos de ambas subunidades (Cancino- Badias et al., 2001).

La GR contiene FAD y un disulfuro en su sitio activo. La reaccion catalitica requiere
de la reduccion del sitio activo por el NADPH, produciendo una semiquinona del
FAD, un radical sulfuro y un tiol. Después de la reduccién del centro activo por el
NADPH, el NADP puede ser liberado antes o después del paso catalitico que

involucra al glutatién (Cisneros-Prego et al., 1995).
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5.2.4 ANTIOXIDANTES DE TIPO NO ENZIMATICO.

El glutation es una molécula unica que participa en aspectos esenciales del
homeostasis celular. Es un tripéptido formado por los aminoacidos y- glutamil- cisteil-
glicina. El glutatiéon (L-g-glutamil-L-cisteinil-glicina) es un tripéptido hidrosoluble
formado por los aminoacidos acido glutamico, cisteina y glicina (Sastre et al., 2005).
Esta molécula es un antioxidante celular esencial, que esta presente en todos los
organos y tejidos, especialmente en el higado, donde se encuentran las mayores
concentraciones (Raftos et al., 2010). La molécula se encuentra libre y unida a
proteinas. La concentracién total de glutation (GSHt) es la suma de la fraccion de
glutation libre y la fraccion de glutation unida a proteinas. A su vez, la fraccion libre
esta integrada por la forma tiol reducida llamada GSH y la forma oxidada o disulfuro
llamada GSSG. La forma reducida GSH es la forma activa de la molécula, es la mas
abundante y se la encuentra en el interior de las células en concentraciones
milimolares en el rango de 0,1 a 10 Mm (Tapiero et al., 2003), en tanto que
extracelularmente se encuentran niveles micromolares de GSH

El grupo activo de la molécula esta representado por el grupo tiol (-SH) del residuo

de cisteina (Figura 12) (Pastore et al., 2003).
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Figura 12. Estructura quimica de las distintas formas de glutatién.
a) Glutatiéon reducido (GSH), su grupo activo es el grupo SH del
residuo de Cisteina (circulo). b) Glutation oxidado, formado por
dos moléculas de GSH unidas por un enlace disulfuro (circulo).

(GSSG). c) Glutatiéon unido a proteinas.

Las células estan sujetas a niveles fisioldgicos de estrés oxidativo derivado de la

respiracion mitocondrial.

Los intermediarios formados tales como el anion superdxido (O2-) y el peroxido de
hidrégeno (H202) pueden llevar a la formacion de formas tdxicas del oxigeno que
causan peroxidacion lipidica y dano celular. Del mismo modo, GSH reacciona con los
intermediarios reactivos del nitrégeno (Han et al., 2006). El peréxido de hidrogeno
formado durante el metabolismo aerdbico es metabolizado formando GSSG. La
reaccion ocurre por la accion de la enzima glutatiéon peroxidasa, tanto en el citosol

como en la mitocondria y también por la enzima catalasa que esta ausente en la
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mitocondria. El GSSG formado luego es reducido para formar nuevamente GSH por
accion de la enzima GSH reductasa usando NADPH, formando asi un ciclo de éxido-
reduccion. Los perdxidos organicos (ROOH) pueden ser reducidos por dos enzimas,
la glutation peroxidasa o la enzima GSHS-transferasa. En condiciones de estrés
oxidativo severo, la habilidad de la célula para reducir GSSG a GSH se encuentra
superada, tendiendo entonces a la acumulacion de GSSG. Para evitar un cambio en
el equilibrio redox intracelular, GSSG es activamente transportado fuera de la célula
0 bien reacciona con los sulfidrilos de las proteinas para formar disulfuros mixtos

(PSSH) (Lu et al., 2009) (Figura 13).

2 GSH

GSH
Peroxidasa e
o - transferasa a

GSSH

GSH E
peroxidasa reductasa e

ROH + H,0

GSSH

Figura 13. Funcién antioxidante de GSH. 1) El peréxido de hidrégeno

formado por el metabolismo aerébico es metabolizado por la enzima GSH
peroxidasa formando GSSG. 2) GSSG formado en la reaccién anterior es
reducido por la enzima GSH reductasa utilizando NADPH como cofactor. 3)
Los peréxidos organicos formados pueden ser reducidos por GSH
peroxidasa. 4) El GSSG formado durante el estrés oxidativo que no puede
ser reducido a GSH es exportado de la célula para mantener el equilibrio

redox.



5.2.5 ESTROGENOS COMO ANTIOXIDANTES

Los estrogenos per se, son antioxidantes, (Ayres et al., 1998; Subbiah et al., 1993;
Taniguchi et al., 1994), ya que poseen un anillo fenol, el cual puede actuar como un
barredor de radicales libres y, a la vez, le permite donar un atomo H+ (Wen et al,,
2000). Esta propiedad le posibilita al estrégeno intervenir en diferentes etapas de la
oxidacion lipidica. Estudios in vitro han evidenciado la capacidad antioxidativa de los
estrégenos, al disminuir la oxidacion de LDL y el CuSOg, e inclusive se ha mostrado
una disminucion de lesiones inducidas por radicales libres en cadenas de ADN
(Demirbag et al., 2005). Se ha evidenciado que los diferentes estrogenos y sus

metabolitos poseen distintas capacidades antioxidativas (Markides et al., 1998)

Los estrogenos no solo participan como antioxidantes per se, sino que también
pueden modificar los niveles y capacidades de los mecanismos oxidativos y
antioxidativos del cuerpo. Strehlow en el 2003., demostraron que el estradiol
disminuia la produccion de radicales libres inducido por la angiotensina Il en cultivos
celulares de musculo liso (Strehlow et al., 2003). Wassmann en el 2005 concluyé que
el estradiol aumenta la transcripcion, expresion y actividad de MnSOD y de ecSOD,
sin afectar los niveles o actividad de la Cu-ZnSOD, GPx ni catalasa (Wassmann et

al., 2005).
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5.3 ESTRES OXIDANTE EN TRASTORNOS METABOLICOS Y LA

DEFICIENCIA ESTROGENICA.

El estrés oxidante como lo mencionamos con anterioridad es la disparidad en la
produccion y degradacion de las ROS. Las evidencias disponibles indican que el
estrés oxidativo sistémico elevado esta estrechamente relacionado con SM
(Furukawa et al., 2004; Reuter et al.,, 2010). Se ha establecido una correlacién
positiva entre la presencia de estrés oxidante y el aumento de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y Lipoproteinas de baja densidad (HDL) en los modelos animales.
Varios mecanismos se han propuesto para evaluar el estrés oxidante en desordenes
metabdlicos. Uno de los mecanismos es la disfuncionalidad de la capacidad
antioxidante de la HDL, mecanismo por el cual resulta la disminucion de HDL en los
desordenes metabdlicos (Hansel et al., 2004). La presencia de marcadores de
estrés oxidante en plasma se correlaciona inversamente con niveles bajos de HDL,
mientras que los productos de peroxidacion lipidica se correlacionan con un bajos
niveles de HDL en el SM (Marques de Mattos et al., 2012). Por otro lado también se
ha observado que puede ocurrir aumento de peroxidacion lipidica, carbonilacion de
proteinas y incremento en la actividad NADPH oxidasa, asi como la disminucién de
los niveles de GSH en el SM, lo cual conduce a un aumento en la formacién de ROS

(Holvoet et al., 2004).

La produccion de radicales libres durante el trastorno metabdlico también se puede
atribuir al desequilibrio redox y la disminucion del potencial del sistema de

eliminacion de radicales libres. Cu-Zn superoxido dismutasa (SOD), el cual es
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regulado a la baja junto con otro sistema antioxidante en el organismo como catalasa
y GPx (Hutcheson et al., 2012). El anion superoxido (O2e) tiene la capacidad de
cambiar post-traduccionalmente biomoleculas como lipidos, proteinas, ADN vy
antioxidantes de bajo peso molecular. Esta especie también pueden causar cambios
oxidativos en las proteinas celulares por la nitrosilacion de los residuos de tirosina,
un marcador importante del problema cardiovascular, y hacerlos disfuncionales

(Huang et al., 2005).

Como sabemos, el estrés oxidante afecta en un sin numero de funciones bioldgicas y
participa en el desarrollo de enfermedades humanas de tipo crénico degenerativas

con impacto epidemiolégico como el SM.

En la actualidad existen evidencias basadas en ensayos clinicos controlados bien
disefiados, en que el empleo de TRH con estrégenos tiene efectos beneficiosos,
eficaces no solo sobre el sindrome climatérico (Olaiz-Fernandez et al., 2006), sino
también sobre el metabolismo de hidratos de carbono y perfil lipidico alteraciones

propias de transtornos como el SM (Cérdova-Villalobos et al., 2008).

Durante la menopausia ocurre una serie de cambios importantes sobre el
metabolismo de los lipidos y a nivel del endotelio vascular que facilita la aterogénesis

lo que se agrava con la presencia del SM (Gonzalez et al., 2013).

La terapia oral puede tener efectos metabdlicos benéficos tales como, aumentar los
niveles de HDL-C, la sintesis de proteinas hepaticas como las globulinas

transportadoras SHBG responsable de la regulacion los andrégenos libres, globulina
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unida a la tiroxina (TBG) y la globulina unida al cortisol (CBG), aumenta la produccion
apolipoproteina A1 (apoA1), mejora la tolerancia a los hidratos de carbono e inhibe la
lipasa hepatica (Salpeter et al., 2006); pero a la vez produce efectos indeseables
tales como aumento de los factores de coagulacion, produccion excesiva del sustrato
renina, aunque disminuye los niveles circulantes de LDL-C, modifica el tamafio de las
particulas a mas pequefas de LDL-C, las cuales son mas aterogénicas e
incrementan la concentracion de triglicéridos generando mayor riesgo de pancreatitis

y calculos en vesicula (Escobar-Sanchez et al., 2011).

Los estrogenos administrados por via oral con o sin un progestageno durante un afio
de tratamiento, mostré reduccion en la glucosa e insulina en ayunas y una menor
probabilidad de desarrollar diabetes (Kanaya et al., 2003). Aunque los datos han sido
controvertidos y pueden ser diferentes dependiendo del tipo de pacientes tratadas,
de la dosis, el tipo y via de administracién de estrégenos, los resultados del estudio
sugiren que la implementacién de la TRH con estradiol mejord los parametros
determinados en dicho estudio (Tabares-Trujillo et al., 2012), haciendo énfasis en
que la via transdérmica puede ser preferible a la oral, en pacientes con SM (Chu et

al, 2008).

En diversos estudios se ha observado un efecto protector para SM en mujeres que
reciben TRH, principalmente en la terapia de estrégenos con progestagenos, por via
transdérmica (Fenochio-Gonzalez F et al., 2012). La TRH con estrégenos, solos o
combinados, no esta libre de posibles efectos adversos; se ha relacionado con

posibles efectos a nivel oncolégico y de trombosis venosa profunda o
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tromboembolismo pulmonar (Sturdee et al, 2011). Debido a ello, la TRH debe
prescribirse solo en casos de sintomas climatéricos que alteren la calidad de vida de
la paciente, a la dosis minima eficaz y durante el tiempo mas corto posible, ya que
muchos de los tratamientos empleados se prescriben mucho tiempo después del
comienzo del decline estrogénico. Ademaés este tipo de terapia puede tener efectos
benéficos o perjudiciales en funcién de los factores de riesgo que presente la
paciente, edad, afos desde la menopausia, estado de salud del sistema vascular y
metabdlico, naturaleza de los compuestos hormonales, dosis y vias de
administraciéon oral, transdérmica o vaginal, como también del progestageno

asociado, efectos que se siguen investigando.

Por tal motivo es necesario realizar mas estudios que permitan asociar los posibles
efectos (benéficos o perjudiciales) a nivel sistémico secundario al uso de TRH en
mujeres posmenopausicas. Por otro lado el uso de la TRH ha estado relacionada con
la variacion en el tiempo del comienzo del tratamiento, asi como a la aparicion de
cuadros oncologicos (Sturdee et al, 2011). Debido a esto surge el interés de probar
una TRH, que ayude a prevenir y/o mejorar todas y cada y una de las
complicaciones tanto de origen metabdlico e inducidas por el estrés oxidante durante
los primeros estadios del decline estrogénico, y a la vez, que no tenga los efectos

adversos tan agresivos como los que se presentan con el uso de la TH convencional.

Como lo hemos visto en los datos anteriores la prevencion y el control de las
enfermedades metabdlicas se traducen en un retraso en la expresion clinica de estos

procesos cronico-degenerativos y, por tanto, en una paralela disminucion de su
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prevalencia y de los costos que suponen. En este sentido, este proyecto se pretendi6
definir el efecto de la administracion de TB sobre parametros, bioquimicos y

moleculares del SM, a través de la modulacion del estrés oxidativo.
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JUSTIFICACION

El aumento de peso corporal, y en consecuencia el desarrollo de obesidad, genera
mayor prevalencia del SM en mujeres posmenopausicas, y con esto el riesgo de
desarrollar DT2 aumenta. La TRH puede ayudar a reducir los componentes del SM
(obesidad, hipertension, resistencia a la insulina, marcadores de inflamacion,
dislipidemia, estrés oxidante) en mujeres postmenopausicas. Sin embargo, en
aquellas mujeres posmenopausicas que cuentan con diagnostico de SM, se ha
observado que con la TRH con estradiol y estradiol/progesterona puede generar
aumento en el desarrollo de complicaciones asociadas al SM, asi como un mayor
riesgo en la aparicion de cuadros oncologicos. Cabe meciona que el uso de la TRH
tiene una amplia variacion en cuanto al tiempo de inicio del tratamiento. Esta
situacion ha provocado un renovado interés acerca de las posibles ventajas del
empleo de hormonas sintéticas como la TB durante un tiempo mas temprano, es
decir al inicio del decline estrogenico, ya que hay pocos estudios acerca del efecto de
esta hormona sobre el SM y sus componentes y el estrés oxiadante. El estudio de
dichas variables permitira comprender los mecanismos que se presentan durante
este transtorno. Por ello, es necesario estudiar los efectos de la administracion de TB
a corto plazo, como agente preventivo y/o mejorar todas y cada una de las
complicaciones tanto de origen metabdlico o inducidas por el estrés oxidante durante

los primeros estadios del decline estrogénico.
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HIPOTESIS

Si la dieta alta en fructuosa y grasa induce trastornos metabdlicos y estrés oxidante,
entonces el efecto de la administracion aguda de tibolona, demostrara una
disminucién de parametros metabdlicos y marcadores de estrés oxidante en suero

ratas ovariectomizadas
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la administracion aguda de TB sobre el perfil metabdlico y el
estrés oxidante en suero de ratas ovariectomizadas alimentadas con una dieta alta

en fructosa y grasa.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto agudo de la TB sobre consumo de alimento, consumo de
agua, ingesta calorica el peso corporal, de ratas ovariectomizadas

alimentadas con una dieta alta en fructosa y grasa.

Establecer el efecto de la adminiatracion de la TB durante siete dias sobre los
niveles de glucosa, sensibilidad a la insulina, asi como la formacion de
productos de glicacion avanzada en suero de ratas rata ovariectomizadas

alimentadas con una dieta alta en fructosa y grasa.

Decretar el efecto agudo de la TB sobre los niveles triglicéridos y colesterol en
suero de ratas rata ovariectomizadas alimentadas con una dieta alta en

fructosa y grasa.

Analizar el efecto a corto plazo de la administracién de TB sobre actividad de
enzimas antioxidantes (SOD, GPx y GR) en suero de ratas rata

ovariectomizadas alimentadas con una dieta alta en fructosa y grasa.

Senalar el efecto por siete dias de la TB sobre las concentraciones del radio
GSH/GSSG como indicador del estado redox celular en suero de ratas

ovariectomizadas alimentadas con una dieta alta en fructosa y grasa.
Determinar el efecto agudo de TB sobre la formacion de marcadores de EO

en (MDA) suero de ratas ovariectomizadas alimentadas con una dieta alta en

fructosa ygrasa.
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10. MATERIAL Y METODOS

10.1 Animales

Las ratas hembras Sprague-Dawley adultas (250-270 g) estuvieron individualmente
bajo condiciones estandar de bioterio (ciclos de luz / oscuridad de 12 horas, 22 ° C).
Todos los procedimientos experimentales fueron realizados por las Directrices
Mexicanas para el Cuidado y Manejo de Animales (NOM-062-ZO0-1999). Todas se
hicieron esfuerzos para minimizar la incomodidad de los animales y reducir la
cantidade animales utilizados. El protocolo fue autorizado por el comité de ética de la
Comisién Nacional de Investigacion Cientifica de la Coordinacién de Investigacion en

Salud del IMSS

10.2 Procedimientos quirurgicos

Los animales fueron ovariectomizados (OVX) bajo i.p. ketamina (90 mg/kg) y xilazina
(10 mg/kg) (Vetoquinol, Ciudad de México, México) anestesia. Ambos ovarios se

extirparon quirurgicamente para eliminar los esteroides ovaricos enddgenos.

10.3 Dietas

Los animales control fueron alimentados con dieta estandar para roedores (3 kcal/g;
LabDiet® México) y agua (DE). Los grupos de dieta alta en fructuosa y grasa
(HFFD), por sus siglas en inglés fueron alimentados con dieta para roedores

estandar suplementado con 10% de manteca de cerdo (5.4 kcal/g) y 20% de alta
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fructosa mezclado en el agua de beber (0.83 kcal / ml, disponible comercialmente
como jarabe de maiz). Los animales fueron alimentados ad libitum con sus dietas
correspondientes. La ingesta de agua y alimentos, asi como el peso del animal, se

registraron diariamente durante los siete dias de tratamiento.

10.4 Tratamiento

Tibolona (1 mg/kg; Livial®, Organon, México) o vehiculo (agua) se administro
diariamente por sonda gastrica durante siete dias. Recientemente se ha demostrado
que esta dosis de TB tiene propiedades neuroprotectoras reduciendo la peroxidacion
lipidica y mejorando déficits conductuales/funcionales después de la exposicion al
ozono (Pinto-Almazan et al., 2014). Las soluciones que contienen TB o vehiculo

fueron codificadas independientemente antes de la administracion.

10.5 Diseiio experimental

Diez dias después de OVX, los animales fueron asignados aleatoriamente a uno de
los siguientes grupos: (1) INT-DE+V, animales intactos alimentados con DE vy
tratados con vehiculo (V); (2) INT-DE+TB; animales intactos alimentados con DE y
tratado con TB; (3) INT-HFFD+V, animales intactos alimentados con HFFD y V; (4)
INT-HFFD+TB, animales intactos alimentados con HFFD y TB; (5) OVX, animales
ovariectomizados alimentados con DE y V; (6) OVX-DE+TB, animales
ovariectomizados alimentados con DE y TB; (7) OVX-HFFD+V, ovariectomizado
animales alimentados con HFFD y V; y (8) OVX-HFFD+TB, animales

ovariectomizados alimentados con HFFD y TB (Figura 14).
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10.5.1 Determinacion del peso corporal

El peso corporal de los animales se registré diariamente, y el peso promedio para

cada grupo fue calculado.

10.5.2 Determinacion del consumo de alimento

Se cuantifico la cantidad de alimento consumido al dia (g) y se hizo una relacién de

a cuerdo a la cantidad de alimento que se les dejo a cada grupo el dia anterior.

10.5.3 Determinacion del consumo de fructosa

Se cuantificé la cantidad de liquido (agua o fructosa al 20%, segun fuera el caso)
consumido al dia (mL) y se hizo una relacion de a cuerdo a la cantidad de liquido que

se les dejo a cada grupo el dia anterior.

10.5.4 Determinacion del consumo de la ingesta calorica

Con cada uno de los valores finales de consumo de alimento, fructosa y agua al dia

se cuantificaron los valores caléricos (kcal/g o kcal/mL) de cada grupo.

10.5.5 Determinacion de colesterol y triglicéridos en suero

Se recolecto la sangre total y se centrifugd para separar el suero, posteriormente se

almacenaron alicuotas a -80 ° C hasta su analisis.

Los niveles de triglicéridos (TG) y colesterol total (COL) se determinaron usando

métodos espectrofotométricos (kits SPINREACT, Espafia).
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10.5.6 Determinacion de niveles de glucosa y sensibilidad a la insulina

Para las mediciones de glucosa en sangre, las ratas se mantuvieron en un ayuno de
4-6 h antes de la determinacion, a partir de un corte del extremo de la cola se obtuvo
sangre y se coloco una gota en la tira reactiva y usando un analizador de glucosa en
sangre de contorno (Abbott, lllinois, EE. UU.). Con la finidad de analizar la
sensibilidad a insuina, a cada animal se le inyectd un bolo de insulina de 5U/kg
(HUMALOG MIX50 KWIKPEN, Lilly Lab, Madrid, Espafia) de peso. Después de un
tiempo de espera de 15 minutos de la inyeccién se vovidé a tomar una muestra de

glucosa.
10.5.7 Actividad de la Superéxido Dismutasa (SOD)

La actividad de SOD se determiné usando un kit comercial (CAYMAN, Michigan, EE.
UU.). Este métodopermite la deteccion de los principales tipos de SOD (Cu / Zn-
SOD, Mn-SOD y Fe-CESPED). La reaccién se realizd en los pozos de microplacas
donde se colocaron 200 uL de cada una de las muestras de suero. Posteriormente,
se anadieron a la mezcla 10 pyL de extracto enzimatico o un estandar de SOD. La
reaccion se inicid anadiendo 20 pL de xantina oxidasa (preparada diluyendo 50 uL).
Xantina oxidasa en 1.95 mL de Tris-HCI 50 mM pH 8.0), catalizando asi la liberacion
de radicales superdxido los cuales son captados por la sal de tetrazolio y
cuantificados a una absorbancia de 450 nm siendo la concentracion de radicales fue

inversamente proporcional a la actividad de SOD en las muestras. Donde una unidad
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(U/mL) de SOD es definida como la cantidad de enzima necesaria para mostrar el

50% de la dismutacion del radical puerdxido.

10.5.8 Actividad especifica de Glutation Peroxidasa (GPx) y Glutation

Reductasa (GR)

Las actividades enzimaticas de GPx y GR en el suero se cuantificaron mediante la
produccion de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP +), usando los
métodos previamente descrito (Lawrence RA & Burk RF, 1979. Donde se reporto la
concentracion y la relacion de cada una de las enzimas, y el resultado se expresé en

U/mL en una muestra de suero.

10.5.9 Relacién Glutation Reducido /Glutation oxidado (GSH/GSSG)

GSH (glutatién reducido) se determiné usando el método descrito por Sedlak y
Lindsay (1968), en la cual se midieron los grupos tiol en acido 2-nitrobenzoico
(DTNB) (Sedlak y Lindsay et I., 1968). Brevemente, se mezclaron 0.05 mL de suero
con 800 pL de acido meta-fosférico, 2 mL de Tampdn TRIS y 50 yL de DTNB, vy la
absorbancia se registré a 412 nm. GSSG (glutation oxidado) se redujo a GSH, que a
su vez se cuantifico con el Ellman reactivo, 5.5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico)
(Tietze F et al., 1969). La reduccion fue catalizada por GR cuando NADPH estaba
presente. EI cambio de color durante la reaccién y la velocidad de reaccion son

proporcionales a las concentraciones de GSH y GSSG.
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10.5.10 Productos Finales de la Glicosilaciéon Avanzada (AGES)

La determinacion de AGES se baso en la deteccidon espectrofluorométrica de algunos
productos fluorescentes segun Munch et al. 1997 y Henle et al. 1999. (Munch G et
al., 1997). El suero sanguineo se diluyé 1:50 con PBS pH 7.4 y se reqistro la
intensidad de fluorescencia en el maximo de emision (~ 440 nm) tras la excitacion a
350 nm (Fluoromax-3) espectrofluorémetro, HORIBA Jobin Yvon, EE. UU.). La

intensidad de fluorescencia se expreso en unidades arbitrarias (UAF).

10.5.11 Determinacion de Malondialdehido (MDA)

MDA es el producto final de la peroxidacion de acidos grasos y un marcador de
radicales libres. El procedimiento para la determinacién de MDA se llevé a cabo de
acuerdo con las instrucciones del kit del fabricante (Abcam, Cambridge, MA, EE.
UU.). Todos los ensayos se prepararon en placas de 96 pozos y estudiado en
duplicados. El contenido total de MDA en muestras de suero fue determinado por

diferencia entre la prueba y las muestras estandar.
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Figura 14. Diseiio Experimental

10.5. Analisis Estadistico

Los datos se expresaron como media + error estandar (EE). Un valor de p <0.05 se
consider6 estadisticamente significativo. La comparacién entre grupos se determiné
con ANOVA de una via seguido de una prueba pos hoc de Tukey, utilizando

GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, Estados Unidos).
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11. RESULTADOS

En las graficas que a continuacion se presentan estan representados en el eje de las
abscisas todos y cada uno de los grupos de experimentales, los cuales se
encuentran divididos en dos grandes familias: intactos (INT) y ovariectomizados
(OVX), que a su vez estan ordenados tal y como se detallé en la seccién de
metodologia. Mientras que, en el eje de las ordenadas estaran representados todos
y cada uno de los parametros que fueron determinados para la realizacion de este
trabajo (peso corporal, ingesta caldrica, niveles de glucosa, actividad enzimatica,

etc.)

El humano es un organismo heterétrofo, que obtiene sus alimentos del medio
ambiente, por lo que requiere de un sistema muy bien organizado que regule la
ingestion de alimentos, el mantenimiento del balance energético y la conservacion
del peso corporal. Cuando este sistema falla, se presentan transtornos de tipo
metabolico la desnutricidn y la obesidad, con base a lo anterior en este trabajo se

analizaron cada uno de los componetes de dicho sistema de regulacion.

Los resultados muetran en la grafica 1 el comportamiento de cada grupo con
respecto al peso de los animales tratados en el estudio, Los resultados indican que
siete dias de alimentacion con HFFD son suficientes para incrementar
significativamente el peso tanto de los animales INT (+20 £ 3.48 g vs +2.51 + 4.29 g;

p<0.05) y OVX (+9.33 £ 2.23 g vs +2.51 £ 4.29 g; p<0.05), ambos comparados con el
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grupo control (Tabla 2). Por otro lado, losresultados muestran que siete dias de
alimentacién con HFFD son suficientes para incrementar significativamente el peso
tanto de los animales INT (+20 + 3.48 g vs +2.51 + 4.29 g; p<0.05) y OVX (+9.33 %

2.23 g vs +2.51 £ 4.29 g; p<0.05), ambos comparados con el grupo control (Tabla 2)

Por otro lado se puede apreciar que la OVX por si sola, no caus6 cambios
significativos de peso en los animales de este grupo de experimentacién (OVX-
DE+V), sin embargo el tratamiento por siete dias con TB mostré disminucion
significativa de peso tanto en animales INT-DE+TB (-44 + 5.85g vs +20 + 3.48 g ;
p<0.05) y OVX-DE+TB (-6.25 + 2.52 g vs +9.33 £ 2.23g; p<0.05) que fueron

alimentados con dieta estdndar comparados con sus grupos controles (Tabla 2)
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Efecto de la TB sobre la diferencia de peso corporal inducidos por la OVX y la
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Grafica 1. Efecto de la TB sobre los cambios de peso corporal en
animales INT y OVX, alimentados con DE y HFFD. Las barras
representan la media + EE (n=10), *p<0.05, INT-DE+TB, INT-HFFD+V vs
INT-DE+V; ip<0.05 INT-HFFD+TB vs INT-HFFD+V; *p<0.05 OVX-DE+TB
vs OVX-DE+V; #p<0.05 OVX-HFFD+V vs OVX-DE+V; &p<0.05 OVX-
HFFD+TB vs OVX-HFFD+V. p<0.05, ANOVA, Pos hoc de Tukey.
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Grupo

Peso corporal

(9)

* Diferencia de peso

corporal (AWg)

I-DE+V 256+3.48 +2.51+4.29
I-DE+TB 234.8+0.67* -26.40+6.49*

I-HFFD+V 286.8+1.79* +20+3.48*

I-HFFD-TB 249.5+3.28** -44+5.85**

OVX-DE+V 268.9+4.90 +9.331+2.23

OVX-DE+TB 239.3+5.98% -6.25+2.52

OVX-HFFD+V 289.8+5.83" +28+2.51%
OVX-HFFD-TB 255.6+5.75% -18.20+5.27#

Tabla 2. Efecto de la TB sobre la ganancia (+) o pérdida (-) de peso, expresada

como la diferencia de peso (AWg) en animales INT y OVX alimentados con DE y
HFFD. Los datos representan la media + EE (n=10), * vs control, ** vs C-HFFD, *vs

oVvX, ™ vs OVX-HFD. p<0.05, ANOVA, Pos hoc de Tukey.

90



Con la finalidad de observar si el consumo de alimento se veia modificado en cada
una de las condiciones bajo las que se realizd este estudio, se decidid medir el
alimento consumido en cada uno de los grupos. La grafica muestra que la HFFD
incrementa significativamente el consumo de alimento, tanto en animales INT-
HFFD+V (31.48 + 4.48 g vs 13.90+4 0.46 g; p<0.05) como OVX-HFFD+V (39.53+2.85
g vs 25.88 £ 0.42 g; p<0.05), en comparacion con el grupo control (INT-DE+V) para
INT-HFFD+V y (OVX-HFFD+V) para OVX-DE+V; ademas se aprecia que los
animales ovariectomizados alimentados con dieta estandar (OVX-DE+V) también
tuvieron un incremento significativo en el consumo de alimento con respecto al grupo

INT-HFFD+V (25.88 + 0.42 g vs 13.90+ 0.46 g; p<0.05)

Al dar el tratamiento simultaneo por siete dias con TB pudimos observar una
disminucion significativa del consumo de alimento sélo en el grupo de animales OVX,
que fueron alimentados con HFFD (OVX-HFFD+TB) en comparacién con el grupo de

animales OVX-HFFD+V (28.27+ 2.84 g vs 39.53 % 2.85 g; p<0.05) (Grafica 2)
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Efecto de la TB sobre los cambios en el consumo de alimento inducidos por la

OVX'y la HFFD
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Grafica 2. Efecto de la TB sobre el consumo de alimento en animales INT y
OVX, alimentados con DE y HFFD. Las barras representan la media + EE
(n=10), *p<0.05 INT-HFFD+V, OVX-DE+TB vs INT-DE+V; #p<0.05 OVX-HFFD+V
vs OVX-DE+V; p<0.05 OVX-HFFD+TB vs OVX-HFFD+V. p<0.05, ANOVA, Pos
hoc de Tukey.
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La fructosa es un monosacarido presente en forma natural en frutas, verduras, miel y
en forma agregada en alimentos etiquetados como diet o light, bebidas y néctares.
La ingesta de este monosacarido se ha incrementado considerablemente en los
ultimos anos, especialmente en la forma de "Jarabe de maiz alto en fructosa.
Estudios recientes sugieren que la dieta especificamente alta en fructosa ha
contribuido a la presencia de alteraciones metabdlicas que resultan en ganancia de
peso, diabetes mellitus tipo Il, hiperlipidemia e hiperuricemia, por tal motivo uno de
los objetivos de este trabajo fue determiar la ingesta de fructosa de cada uno de los
grupos de experimetacion. Los resultados indican que en los grupos alimentados con
HFFD se acrecent6 el consumo de fructosa al 20% en animales INT (83.89 + 1.32
mL/dia vs 39.17 £ 0.79 mL/dia) y OVX (94.51 + 3.60 mL /dia vs 45.20 + 4.57 mL/dia;
p<0.05), aumento que fue corroborado al ser comparados con sus grupos control

(INT-HFFD+V) y (OVX-HFFD+V.

Por otra parte los resultados muestran que la OVX no causo modificaciones
estadisticamente significativas, en cuanto al consumo de fructosa. Por el contrario a
lo ocurrido con la toma de TB, ya que en los animales INT con HFFD (13 £ 1.39
mL/dia vs 83.89 + 1.33 mL/dia; p<0.05) y sin HFFD (13.34 £ 1.62 mL/dia vs 39.17 +
0.79 mL/dia; p<0.05) el consumo de fructosa baj6 significativamente dicho consumo,
comparado a los grupos que fueron tratados con las mismas condiciones; pero que

se les dio solo el vehiculo.
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De igual manera se noté que la TB en los OVX que consumieron HFFD, pudo
reducir el consumo de fructosa con respecto al grupo OVX-HFFD+V (30.57+ 2.50

mL/dia vs 94.51 + 3.60 mL/dia; p<0.05) (Grafica 3)

Efecto de la TB sobre los cambios en el consumo de fructosa al 20% inducido

por la OVX'y la HFFD

I-DE+V
I-DE+TB
E= 1-HFFD+v
EH -HFFD+TB
/] 0-DE+V
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Grafica 3. Efecto de la TB sobre el consumo de fructosa en animales INT y OVX,
alimentados con DE y HFFD. Las barras representan la media * EE (n=10),
*p<0.05 INT-DE+TB, INT-HFFD+V vs INT-DE+V; ip<0.05 INT-HFFD+TB vs INT-
HFFD+V; #p<0.05 OVX-HFFD+V vs OVX-DE+V; &p<0.05 OVX-HFFD+TB vs
OVX-HFFD+V. p<0.05, ANOVA, Pos hoc de Tukey.
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En la actualidad es bien sabido que los excesos de calorias consumidas
desencadenan algunas enfermedades crénicas como: sobrepeso, obesidad, diabetes
y SM, entre otras, en las cuales el factor mayormente asociado a ellas, es el
desequilibrio energético entre calorias consumidas y gastadas, ya que existe un
aumento en la ingesta de alimentos de alto contenido caldrico, que son ricos en
grasa, azucar y sal; y un descenso en la actividad fisica debido a la naturaleza cada
vez mas sedentaria. Evidencia que dirigié a la determinacion de la ingesta calorica en
nuestro modelo de estudio, donde los datos mostraron que los grupos INT-HFFD+V y
OVX-HFFD+V, tuvieron un incremento estadisticamente significativo de la ingesta
caldrica en comparacion con el grupo control (INT-DE+V) para INT-HFFD+V (191+
14.23 Kcal/dia vs 58.37+ 1.96 Kcal/dia; p<0.05) y (OVX-HFFD+V) (147.1+ 6.24

Kcal/dia vs 31.50 + 1.73 Kcal; p<0.05) para OVX-DE+V (Grafica 4).

Por otra parte se puede apreciar que la OVX por si sola, no causé modificaciones
significativas en cuanto a la ingesta calérica (OVX-DE-V), efecto que fue disminuido
significativamente en los animales que se les administr6 TB tanto en intactos
alimentados con dieta estandar (INT-DE+TB) (31.03 £ 0.70 Kcal/dia vs 58.37 + 1.96
Kcal/dia; p<0.05) e INT alimentados con HFFD (INT-HFFD+TB) (35.10 + 3.39 vs 3.39
Kcal; p<0.05); ademas este efecto se mostré similar (disminuyd) en el grupo OVX-
HFFD+TB (75.05 £ 5.32 Kcal/dia vs 147.1 £ 6.24 Kcal/dia; p<0.05) comparado con el

grupo OVX-HFFD-V (Gréafica 4)

95



Efecto de la TB sobre los cambios en la ingesta calodrica inducidos por la OVX 'y
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Grafica 4. Efecto de la TB sobre el consumo de fructosa en animales INT y

OVX, alimentados con dieta estandar (DE) y dieta alta en fructosa y grasa,

por sus siglas en inglés (HFFD). Las barras representan la media = EE de
(n=10), *p<0.05 INT-DE+TB, INT-HFFD+V vs INT-DE+V; ip<0.05 INT-
HFFD+TB vs INT-HFFD+V; #p<0.05 OVX-HFFD+V vs OVX-DE+V; 4p<0.05
OVX-HFFD+TB vs OVX-HFFD+V. p<0.05, ANOVA, Pos hoc de Tukey.
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La medicion de los procesos bioldgicos es un aspecto de la biomedicina denominada
"biomarcador". Los biomarcadores son parametros anatémicos, fisiologicos,
bioquimicos o moleculares asociados con la presencia y severidad de estados
especificos de determinadas enfermedades por lo que indican una medida de salud.
El colesterol total y los triglicéridos son ejemplos de biomarcadores. Sus
concentraciones son de indiscutible valor diagnostico y pronostico ya que estan
directamente correlacionadas con el inicio y progresion de las enfermedades
vasculares, cuales constituyen las primeras causas de muerte en el mundo. Dado a
lo anterior los resultdos en este estudio con respecto a los niveles de triglicéridos
séricos muestraron que en los animales intactos (INT), ni la HFFD, ni la
administracion de TB causé modificaciones significativas en cuanto a la
concentracion de triglicéridos en ninguno de estos grupos, efecto que se observd

similar en los animales OVX alimentados con dieta estandar (OVX-DE+V) (Fig. 5)

Sin embargo, en los animales OVX que fueron alimentados con HFFD (OVX-
HFFD+V) se observé un incremento estadisticamente significativo (139.55+6.93
mg/dL vs 71.5314.33 mg/dL; p<0.05) de los niveles de triglicéridos en suero en

comparacion con el grupo (OVX-DE+V) (Gréfica 5)

Al administrar TB durante siete dias logramos apreciar que el farmaco disminuyo las
concentraciones de triglicéridos en suero de los animales OVX alimentados con dieta
estandar (OVX-DE+V) (34.55+7.79 mg/dL vs 71.53+4.33 mg/dL; p<0.05) en
comparacién con el grupo ovx que fue alimentado con dieta estandar mas la

administracion del vehiculo (OVX-DE+V).
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Finalmente los resultados mostraron una disminucion estadisticamente significativa
de los niveles de triglicéridos en suero cuando se le administro TB al grupo de
animales que fueron alimentados con HFFD (OVX-HFFD+TB) (26.01£5.39 mg/dL vs
139.55+6.93 mg/dL; p<0.05) en comparacién con el grupo OVX que fue alimentado

con dieta HFFD mas la administracion del vehiculo (OVX-HFFD+V) (Grafica 5).

Efecto de la TB sobre la concentracion de triglicéridos inducidos por la OVX'y

la HFFD en suero
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Fig. 5. Efecto de la TB sobre la concentracion de TG en suero de animales INT y
OVX, alimentados con dieta estandar (DE) y dieta alta en fructosa y grasa, por
sus siglas en inglés (HFFD). Las barras representan la media + EE (n=10).
*p<0.05 OVX-DE+TB vs OVX-DE+V; #p<0.05 OVX-HFFD+V vs OVX-DE+V;
&p<0.05 OVX-HFFD+TB vs OVX-HFFD+V. p<0.05, ANOVA, Pos hoc de Tukey.
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El colesterol es un tipo de grasa (lipido) que se encuentra en la sangre y otras partes
del organismo. Diversos estudios han sefalado la estrecha relacion que existe entre
la dieta y el nivel medio de colesterol total del suero. Las poblaciones con alto
consumo caldrico de grasas saturadas y de colesterol, poseen niveles séricos mucho
mas altos que las que consumen pocas calorias provenientes de estos compuestos,
con respecto a lo anterior, los datos de este estudio no muestran cambios
significativos de en los niveles de colesterol en suero de animales intactos que fueron
alimentados con HFFD (INT-HFFD+V), ni en los OVX alimentados con dieta estandar
(OVX-DE+V) comparados con el grupo control (INT-DE+V). Efecto que en los
animales OVX que se les administré6 HFFD (OVX-HFFD+V) se observé un aumento
significativo de las concentraciones de colesterol en suero comparado con su grupo

control (OVX-DE+V) (165.8 + 12.69 mg/dL vs 100.4 + 4.59 mg/dL; p<0.05) (Gréfica 6)

Adicionalmente los datos muestran que la administracion de TB causo una reduccion
significativa de los niveles de colesterol en suero de animales intactos alimentados
con dieta estandar (INT-DE+TB) comparados con el grupo control (INT-DE+V) (40.79
*+ 3.54 vs 87.96 £ 2.23 mg/dL; p<0.05), una reduccién significativa de los niveles de
colesterol en suero de animales intactos alimentados con HFFD (INT-HFFD+TB) en
comparacion con su grupo control (INT-HFFD+TB) (32.06 £ 3.23 mg/dL vs 94.83
5.35 mg/dL; p<0.05). Asimismo, se percibié un descenso significativo de colesterol en
suero de animales OVX que fueron alimentados con dieta estandar y se les dié TB

(OVX-DE+TB) (44.96 £ 2.79 mg/dL vs 100.4 + 4.59 mg/dL; p<0.05) cuando fueron
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comaprados con su grupo control (OVX-DE+V). Igualmente, se observé una
disminuciénsignificativa de la concentracion de colesterol en suero del grupo OVX
con HFFD (OVX-HFFD+TB) comparado con su grupo control (OVX-HFFD+V) (67.93

+11.23 mg/dL vs 165.8 £ 12.69 mg/dL; p<0.05) (Gréfica 6).

Efecto de la TB sobre las concentraciones de colesterol inducidos por la OVX

y la HFFD en suero
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Grafica 6. Efecto de la TB sobre la concentraciéon de colesterol en suero de
animales INT y OVX, alimentados con dieta estandar (DE) y dieta alta en
fructosa y grasa, por sus siglas en inglés (HFFD). (n=10).*p<0.05 INT-DE+TB
vs INT-DE+V; ip<0.05 INT-HFFD+TB vs INT-HFFD+V *p<0.05 OVX-DE+TB
vs OVX-DE+V; #p<0.05 OVX-HFFD+V vs OVX-DE+V; %p<0.05 OVX-
HFFD+TB vs OVX-HFFD+V. p<0.05, ANOVA, Pos hoc de Tukey.
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La hiperglucemia origina cambios quimicos y funcionales en las proteinas y ocaciona
alteracién en la expresion de genes, que han sido identificadas como factor de
riesgo para el surgimiento de ECV. Los resultados indican que la HFFD indujo un
aumento significativo de los niveles de glucosa en suero de los animales tanto INT
como OVX, al ser comparados con sus respectivos grupos controles, (INT-DE+V)
para el INT-HFFD+V (103.6 + 3.75 mg/dL vs 83.57+3.23 mg/dL; p<0.05) y (OVX-
DE+V) para el OVX-HFFFD+V (116.9 £ 2.20 mg/dL vs 92.17 + 2.12 mg/dL; p<0.05)

(Grafica 7)

Por otra parte en la grafica se puede apreciar que la OVX no ocasion6 cambios
significativos en los niveles de glucosa en el suero de los animales alimentados

durante siete dias con la dieta estandar (OVX-DE+V) (Grafica 7).

Adicionalmente, la administracion de TB durante siete dias, mostréo niveles
estadisticamente bajos de glucosa en suero de los animales INT y OVX que se
alimentaron con HFFD en comparacion con sus grupos controles (INT-HFFD+V) para
el grupo INT-DE+TB (67.86 + 2.44 mg/dL vs 103.6 + 3.75 mg/dL; p<0.05) y (OVX-
HFFD+V) para el grupo OVX-HFFD+TB (92.50 + 2.24 mg/dL vs 116.9 £ 2.20 mg/dL)

(Grafica 7).

101



Efecto de la TB sobre las concentraciones de glucosa inducidas por la OVX y

la HFFD en suero
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Grafica 7. Efecto de la TB sobre las concentraciones de glucosa en suero de
animales INT y OVX, alimentados con dieta estandar (DE) y dieta alta en
fructosa y grasa, por sus siglas en inglés (HFFD). Las barras representan la
media * EE (n=10). *p<0.05 INT-HFFD+V vs INT-DE+V; ip<0.05 INT-
HFFD+TB vs INT-HFFD+V; #p<0.05 OVX-HFFD+V vs OVX-DE+V; 4p<0.05
OVX-HFFD+TB vs OVX-HFFD+V. p<0.05, ANOVA, Pos hoc de Tukey.

La sensibilidad a la insulina es la respuesta normal de los tejidos a su accion en tanto
que la resistencia a la Insulina es la respuesta bioldégica disminuida en los tejidos

blancos, principalmente musculo, higado y grasa a los efectos biologicos de esta
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hormona, con respecto a lo anterior se optd por medir los niveles de glucosa después
de la inyeccidon de un bolo de isulina, los datos muestran que, aunque los niveles de
glucosa en el estado basal fueron distintos en los animales INT que consumieron
HFFD (Gréfica7), después de inyectar el bolo de insulina de 5 U/kg, se observo una

disminucién notable en los niveles de glucosa en el estado basal de los grupos de

+

animales INT que se alimetaron con DE y con HFFD. I-DE+V + INS (59.43 %

+

3.301mg/dL vs 83.57 + 3.236 mg/dL, p<0.05) comprado con |-DE+V; I-HFFD+V
INS (61.67 £ 7.981 mg/dL vs 103.6 + 3.754 mg/dL, p<0.05) comparada con I-

HFFD+V. Respuesta que fue similar en los grupos OVX, O-DE-V + INS (68.00

+

2.309 mg/dL vs 92.17 £ 2.120 mg/dL, p<0.05) al compararla con su control O-DE-V.

Efecto que también se mostré similar en aquellos grupos INT que recibieron TB: |-
DE+TB + INS (60.86 + 5.750 mg/dL vs 76.71 £ 3.400 mg/dL, p<0.05) comparado con
[-DE+TB; I-HFFD+TB + INS (50.57 + 3.463 mg/dL vs 67.86 + 2.444 mg/dL, p<0.05)
comparado con I-HFFD+TB y OVX que también recibieron TB: O-DE+TB + INS
(65.50 £ 3.213 mg/dL vs 87.00 + 1.336 mg/dL, p<0.05) disminucion con respecto a al
grupo O-DE+TB y en O-HFFD-TB + INS (75.25 + 1.698 mg/dL vs 92.50 + 2.244

mg/dL, p<0.05) comparado con su respectivo control O-HFFD-TB (Grafica 8).

Cabe destacar que este resultado no fue estadisticamente significativo en el grupo
de animales OVX que se alimenté con HFFD y que recibieron el bolo de insulina (O-
HFFD+V + INS) al compararlos con el grupo O-HFFD+V (116.4 + 1.478 mg/dL vs

116.9 £ 2.209 mg/dL, p<0.05), lo cual indica que en estos animales no disminuyo la
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glucosa cuando se les dio la insulina, respuesta que muestra claramente que este

grupo perdié la sensibilidad a la insulina (Grafica 8).

La glicacion consiste en una reaccion lenta, no enzimatica, de azucares reductores
como glucosa con grupos aminoacidos de una proteina. Los productos resultantes de
la glicacion se acumulan tanto dentro como fuera de las células y se unen a
proteinas de la membrana plasmatica, a proteinas circulantes y a proteinas
estructurales. Los productos resultantes de la glicacion se conocen con el nombre
colectivo de productos finales de la glicacién avanzada o AGE por su nomenclatura
en inglés (Advance Glication End Products) y se acumulan en la matriz extracelular.
Los datos evidenciaron que los niveles de los Productos Finales de Glicacion
Avanzada (AGE’s) en suero de los grupos alimentados con HFFD, aumentaron
significativamente en los animales INT-HFFD+V (4.08 £ 0.53 UAF vs 2.50 + 0.21
UAF; p<0.05) comparados con el control INT-DE+V, de la misma manera se observo
un aumento significativo de los niveles de AGE’s en los animales OVX-HFFD+V
(12.32 £ 0.67 UAF vs 6.24 £ 1.16 UAF; p<0.05) en comparacion con el grupo OVX-

DE+V (Gréfica 9).
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Efecto de la TB sobre la sensibilidad a la insulina inducida porla OVXy la
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Grafica 8. Efecto de la TB sobre la sensibilidad a la insulina y los niveles de
glucosa en el estado basal, en suero después de la administracion de un bolo
de insulina de 5U/kg en animales INT y OVX, alimentados con dieta estandar
(DE) y dieta alta en fructosa y grasa, por sus siglas en inglés (HFFD). Las
barras representan la media £ EE de diez animales por cada grupo, *p<0.05.
T-student.
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Nuevamente podemos apreciar en esta grafica que la OVX no mostré cambios
significativos de los niveles de AGE’s en el grupo que se alimenté con DE (OVX-
DE+V); sin embargo, al administrar la dosis de TB, se se observé que el farmaco es
efectivo para atenuar significativamente los niveles de AGE’s en suero, tanto de
animales INT como OVX, resultados obtenidos al compararlos con sus respectivos
grupos controles (INT-HFFD+V) para el grupo INT-HFFD+TB (2.20 + 0.22 UAF vs
4.08 + 0.53 UAF; p<0.05) y (OVX-HFFD+V) para el grupo OVX-HFFD+TB (5.08 +

0.56 UAF vs 12.32 + 0.67 UAF; p<0.05) (Gréfica 9).

El oportuno control del O2¢« representa para la célula el punto neutral en el equilibrio
entre oxidantes y antioxidantes, por lo que la SOD juega talvez el papel central en
este equilibrio. Un exceso de O2¢ genera toxicidad, pero al mismo tiempo, el O2¢y la
SOD son generadores del H202, el cual tiene funciones muy importantes en la
transduccion de sefiales y la activacion de genes,por lo que un buen funcionamiento
de la SOD asegura un correcto estado redox, que permite una adecuada actividad
celular. Con base a lo anterior al determinar los niveles en suero de la SOD en cada
uno de los grupos experimentales podemos apreciar que ni la HFFD, ni la OVX, ni la
administracion de TB por siete dias, o causo modificaciones estadisticamente
significativas con respecto a la actividad de la Superoxido Dismutasa en ninguno de

los grupos de experimentacion (Grafica10).
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Efecto de la TB sobre las concentraciones de AGE’s inducido por la OVXy la

AGE’s (AUF)
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Grafica 9. Efecto de la TB sobre los niveles de productos finales de glicacion
avanzada (AGE’'s) en animales INT y OVX alimentados con dieta estandar
(DE) y dieta alta en fructosa y grasa, por sus siglas en inglés (HFFD). Las
barras representan la media * EE (n=10). *p<0.05 INT-HFFD+V vs INT-DE+V;
ip<0.05 INT-HFFD+TB vs INT-HFFD+V; #p<0.05 OVX-HFFD+V vs OVX-DE+V;
4p<0.05 OVX-HFFD+TB vs OVX-HFFD+V. p<0.05, ANOVA, Pos hoc de Tukey.
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Efecto de la TB sobre la actividad de la SOD inducida por la OVX y la HFFD en

suero
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Grafica 10. Efecto de la OVX, la HFFD y la TB sobre la actividad de la enzima de
la Superoxido Dismutasa (SOD) en suero de animales INT y OVX alimentados
con dieta estandar (DE) y dieta alta en fructosa y grasa, por sus siglas en inglés
(HFFD). Las barras representan la media * EE (n=10). p<0.05, ANOVA, Pos hoc
de Tukey.
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Las especies reactivas del oxigeno son moléculas capaces de provocar dafos
importantes en organos y tejidos. Para combatirlas el organismo presenta medios de
defensa entre los que se encuentra el sistema de glutation peroxidasa/glutation
reductasa. La glutation peroxidasa es una enzima que juega un papel central en los
procesos celulares de oOxido-reduccién, es un importante mecanismo de defensa
celular contra las formas de oxigeno altamente reactivas (radicales libres) que se
producen en el organismo durante el metabolismo aerobio habitual. Al anizar la
actividad de esta enzima en el suero de los animales INT los datos animales INT
que se alimentaron con la HFFD incrementé significativamente la actividad de la GPx
comparados con el grupo control (0.17 + 0.001 U/mL vs 0.13 £ 0.001U/mL). Sin
embargo la GPx fue afectada por la OVX, ya que esta condicién decrecio
significativamente la actividad de la enzima en todos los grupos OVX,
independientemente de la alimentacion con HFFD y/o con la administracion de TB, al
ser comparadas con el grupo control de los animales INT (0.025+£0.003 U/dL vs 0.134
+ 0.001U/dL). Mientras que en los animales OVX la HFFD no modificd
significativamente la actividad de la GPx cuando se comparé con el grupo OVX que

fue alimentado con dieta estandar.

En resumen solo los animales OVX que recibieron TB y se alimentaron con HFFD
(OVX-HFFD+TB) incrementaron la actividad de la GPx, comparados con el grupo

OVX-HFFD+V (0.07+ 0.001 U/mL vs 0.05 + 0.001 U/mL) (Grafica 11)
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Efecto de la TB sobre la actividad de la GPx inducido por la OVXy la HFFD en

suero
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Grafica 11. Efecto de la TB sobre la actividad de la enzima Glutation
Peroxidasa (GPx) en suero de animales INT y OVX alimentados con dieta
estandar (DE) y dieta alta en fructosa y grasa, por sus siglas en inglés
(HFFD). Las barras representan la media + EE (n=10). *p<0.05 INT-DE+TB,
INT-HFFD+V, INT-HFFD+TB vs INT-DE+V; #p<0.05 los grupos OVX vs
respectivos grupos INT; 4p<0.05 OVX-HFFD+V vs OVX-HFFD+TB. p<0.05,
ANOVA, Pos hoc de Tukey.
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La GR es una enzima que cataliza la reduccion del glutation oxidado a glutation
reducido el cual sera utilizado por la glutation peroxidasa para la reduccién del
peroxido y de lipoperoxidos, los cuales son especies reactivas del oxigeno. Esta
enzima juega un importante papel en la defensa antioxidante y debido a su presencia
en los diferentes tejidos y érganos esta involucrada en la fisiopatologia de varias
enfermedades. Por tal motivo al medir la actividad de dicha enzima podemos
apreciar que ni la HFFD, ni la administracion de TB por siete dias, no causo
modificaciones estadisticamente significativas de la actividad de la GR en ninguno de

los grupos de animales INT. Efecto que se aprecio igual en el grupo OVX-DE+V.

Sin embargo, en los animales OVX que fueron tanto alimentados con HFFD y a los
que ademas e la HFFD se les dio TB, se aprecié que siete dias fueron suficientes
para elevar significativamente la actividad de la enzima GR (0.21+£0.01 U/mL vs 0.08
10.01 U/mL; p <0.05) cuando se comparé con el grupo OVX que se alimenté durante

el mismo periodo, pero con dieta estandar (OVX-DE+V) (Grafca 12)
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Efecto de la TB sobre la actividad de la GR inducido por la OVX 'y la HFFD en

suero
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Figura. 12. Efecto de la TB sobre la actividad de la enzima Glutation Reductasa
(GR) en animales INT y OVX alimentados con dieta estandar (DE) y dieta alta en
fructosa y grasa, por sus siglas en inglés (HFFD). Las barras representan la
media + EE (n=10).%p<0.05 OVX-HFFD+V vs OVX-DE+V; %p<0.05 OVX-
HFFD+TB vs OVX-HFFD+V. p<0.05, ANOVA, Pos hoc de Tukey.

112



El glutatién es un antioxidante endégeno que protege a las células del dafio oxidativo
y de la peroxidacion. La proporcion de GHS respecto a la de glutation oxidado dentro
de las células se utiliza a menudo cientificamente como una medida de toxicidad
celular. Razon por la cual en el presente trabajo se decidié medir los niveles de GSH
en el suero de las ratas. Los resultados muestran un aumento significativo de la
concentracion de GHS en el grupo de animales INT que ingirieron la HFFD durante
siete dias (INT-HFFD+V) en comparacion con el grupo que solo se alimenté con la

dieta estandar (INT-DE+V) (16.61+£1.61 mmol vs 7.20 £ 1.56 mmol; p<0.05).

Por otro lado se hizo notar que con el tratamiento con TB agrandé la concentracion
de GHS en los animales INT que comieron HFFD (INT-HFFD+TB) en comparacion
con los que de igual manera comieron HFFD, pero que se les administro el vehiculo

(25.94+1.47 mmol vs 15.52 £ 1.84 mmol; p<0.05) (Gréfica13).

Finalmente podemos notar que la OVX por si sola, ni en combinacion con la HFFD o
con el tratamiento con TB por siete dias modifico de forma estadistica la

concentracion de GHS (Grafica 13).
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Efecto de la TB sobre la concentracion de GSH inducido por la OVX y la HFFD

en suero
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Grafica 13. Efecto de la TB sobre la concentracién de Glutation Reducido
(GSH) en animales INT y OVX alimentados con dieta estandar (DE) y dieta
alta en fructosa y grasa, por sus siglas en inglés (HFFD). Las barras
representan la media £ EE (n=10).*p<0.05 INT-HFFD+V vs INT-DE+V; ip<0.05
INT-HFFD+TB vs INT-HFFD+V. p<0.05, ANOVA, Pos hoc de Tukey.
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La oxidacion enzimatica del GSH se produce como producto de la actividad de
la glutation peroxidasa (GPx). EI GSSG obtenido durante el curso de la reaccion de
la GPx, es reciclado a GSH por la GR, que utiliza NADPH, proveniente de la via
pentosa fosfato como dador de electrones manteniendo asi la proporcidon

GSH/GSSG. De modo que en este trabajo se determié medir los niveles de GSSG.

En la grafica podemos apreciar que en los animales INT la HFFD (0.18 £ 0.01 mmol
vs 0.04+ 0.01 mmol) elevd significativamente las concentraciones de GSSG en

comparacion con el grupo que se alimenté con dieta estandar (INT-DE+V).

Mientras en los animales OVX, de misma forma se observé que esta condicidn elevo
la concentracion de GSSG en este grupo en comparacion con el grupo control (0.13
1+ 0.006 mmol vs 0.04+ 0.01 mmol). Ademas, los datos mostraron que la TB también
incremento las concentraciones de GSSG tanto en los animales INT que se
alimentaron con DE (0.14 + 0.02 mmol vs 0.04+ 0.01 mmol) y en aquellos se

alimentaron con HFFD (0.15 £ 0.02 mmol vs 0.18 £ 0.01 mmol).

Finalmente, en la grafica se observd que ni la HFFD ni la TB cambiaron
significativamente las concentraciones de GSSG en ninguno de los animales

ovariectomizados (Gréfica 14)
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Efecto de la TB sobre la concentracion de GSSG inducido por la OVX 'y la HFFD

en suero
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Grafica 14. Efecto de TB sobre la concentracion de Glutation Reducido
(GSSG) en animales INT y OVX alimentados con dieta estandar (DE) y dieta
alta en fructosa y grasa, por sus siglas en inglés (HFFD). Las barras
representan la media + EE (n=10). *p <0.05 vs INT-DE+TB, INT-HFFD+V INT-
HFFD+TB, OVX+DE+V vs INT+DE+V. p<0.05, ANOVA, Pos hoc de Tukey.
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Las concentraciones de GSH, GSSG y GSH/GSSG son indicadores de la funcion
celular y su alteracion esta asociada con varios procesos de enfermedad en
humanos y en animales, ya que con el estrés oxidante se acumula GSSG vy
disminuye la relacion GSH/GSSG, lo que indica cambios en el estado redox, que
afectan el balance de la proliferacién, la diferenciacion y la muerte cellular. Analizada
esta relacion en el suero de los animales de este estudio, los resultados muestran
que ni la HFFD, ni OVX, ni mucho menos la TB causé modificaciones significativas

en la relacion GSH/GSSG en ninguno de los grupos experimentales (Grafica 15).
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Efecto de la TB sobre el radio GHS/GSSG inducido por la OVX y la HFFD en

suero
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Grafica 15. Efecto de la TB sobre el radio GHS/GSSG en suero de animales
INT y OVX alimentados con dieta estandar (DE) y dieta alta en fructosa y
grasa, por sus siglas en inglés (HFFD). Las barras representan la media *
EE(n=10)., p<0.05, ANOVA, Pos hoc de Tukey.
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El estrés oxidante se ha implicado en la patogénesis del envejecimiento y la
deficiencia de estrogenos, y puede surgir a través del aumento de la produccién de
peréxidos de lipidos, manifestandose en la generacion de un metabolito final,
malondialdehido (MDA), que indica la presencia de radicales libres y cuya

concentracion es directamente proporcional al dafio en el organismo.

Con los datos obtenidos se mostré que en la HFFD aumento significativamente las
concentraciones de MDA en comparacion con el grupo que se aliment6é con la DE
durante siete dias, tanto en los animales INT (0.08 £ 0.27 uyM vs 5.69 £ 0.18 uM;
p<0.05) como OVX (11.73 £ 0.62 uyM vs 7.19 £ 0.54 yM; p<0.05), comparados con

sus respectivos grupos controles.

Por otro lado se evidencié que la OVX por si sola, después de siete dias, no causo
cambios estadisticamente significativos en cuanto a la formacion de productos de
lipoperoxidaciéon como el MDA, con respecto a la formacién de MDA, se observo que
el tratamiento con TB durante siete dias fue suficiente para decrecer
significativamente la concentracién de este producto en los animales INT (4.44 + 0.69
pM vs 8.08+ 0.27 uM ; p<0.05), y OVX (5.91+£0.20 uM vs 2.84+0.23 uM ; p<0.05) que
fueron alimentados con HFFD durante el mismo tiempo datos comparados con sus

respectivos controles (Grafica 16).
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Efecto de la TB sobre la concentracion de MDA inducido por la OVX y la HFFD

en suero
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Grafica 16. Efecto de la TB sobre la concentracion de MDA en animales INT
y OVX alimentados con dieta estandar (DE) y dieta alta en fructosa y grasa,
por sus siglas en inglés (HFFD). Las barras representan la media + EE
(n=10).ip <0.05 INT-HFFD+TB vs INT-HFFD+V; #p<0.05 OVX-HFFD+V vs
OVX-DE+V; 4p<0.05 OVX-HFFD+TB vs OVX-HFFD+V. p<0.05, ANOVA, Pos

hoc de Tukey.
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12. DISCUSION

Con el modelo experimental propuesto en el presente trabajo notamos que la HFFD
presento un incremento significativo en el consumo de alimento sélido y liquido
durante los 7 dias. Manifestandose hiperfagia, incremento de peso y menor
sensibilidad a la insulina (Calvo-Ochoa, et al, 2014), efecto que se ve reflejado en un
aumento de la ingesta caldrica y una significativa ganancia de peso corporal, tanto en
animales INT como en OVX. Los resultados obtenidos en los los grupos OVX
mostraron que, aunque se observd una tendencia a incrementar los efectos antes
mencionados, este incremento no fue estadisticamente significativo, respuesta que
puede ser comparable a lo descrito en trabajos anteriores, donde informan que el
agotamiento de estrogenos enddgenos inducido por OVX aumenta la ingesta de
alimentos, la ingesta caldrica y peso corporal durante los primeros 18 dias después
de la OVX (Wu et al., 2016), razon por la cual es probable que a los siete dias
nosotros aun no apreciamos cambios significativos con respecto a estos parametros,
dicha respuesta sugiere que la ganancia rapida de peso en los primeros 18 dias
después de la extirpacion de los ovarios parece ser el resultado del aumento de la
ingesta caldrica dada por la administracion de la HFFD y a la redistribucion del tejido
adiposo, una posible explicacién a este echo seria el papel que juega el hipotalamo
al ser una region cerebral encargado de la coordinacion del consumo de alimento,
peso corporal y la homeostasis en el gasto energético (Kim et al., 2011), otro
mecanismo sugerido es que los estrégenos directa e indirectamente modulan la

actividad de moléculas involucradas en el aumento de la ingesta alimentaria (Hart-
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Unger et al., 2011), debido a que los receptores estrogénicos estan presentes en el
tejido adiposo, ya que se ha demostrado que la ausencia del RE-a produce una
hiperplasia e hipertrofia del adipocito en tejido adiposo blanco pero no en tejido
adiposo marrén y es acompafiada por una Rl e intolerancia a la glucosa (Ropero et
al., 2008), indicando que estos receptores son capaces de regular funciones en este
tejido (Acosta-Garcia et al., 2012), el RE-a predominantemente regula la
homeostasis via crecimiento y proliferacion de adipocitos y RE-B regula la
distribucion sexo especifico del tejido adiposo, teniendo asi, que el cese en la
secrecion de estrégenos gonadales, con el consiguiente desbalance androgenos/
estrégenos, favorece el depédsito graso abdominal con aumento de la grasa visceral
(Milewicz et al., 2001; Feigelson et al. 2004) en ese sentido se ha reportado que en
animales adultos (ratones y hamster) ovariectomizados (Beato et al., 1996; Demir et
al. 2008) esta deficiencia esta relaciona con la ganancia de peso corporal y el
desarrollo de obesidad, respuesta que se ha relacionado, a que parte de las
funciones de los estrégenos es regular la composicién corporal, el balance
energético, regular la homeostasis de la glucosa y la sensibilidad a la insulina en
mujeres y hombres (Guthrie et al., 2004). El peso corporal se incrementa con varias
condiciones asociadas a la deficiencia estrogénica como son ovariotomia, sindrome
de ovario poliquistico o la falta de funcionalidad de la aromatasa o por alteraciones
en su gen, y todos pueden ser corregidos por tratamiento con E2 (Pedersen et al.,

1992).
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En cuanto a los parametros metabdlicos, los resultados mostraron un aumento
significativo en la concentraciéon de colesterol y triglicéridos en animales OVX
después de siete dias de HFFD. Este efecto fue disminuido por la administracion de
TB, tal y como lo mencionan estudios clinicos en mujeres posmenopausica, donde se
ha demostrado que la administracion de TB durante 20 semanas mejoro los niveles
plasmaticos de colesterol y triglicéridos (Villanueva et al., 1999; Henriques et al.,
2010), lo que indica con nuestros resultados la TB puede reducir estos parametros
en un periodo mas corto. Respuesta que puede ser dada por un efecto androgénico
por parte del Delta 4-isomero de TB sobre la lipasa hepatica (Kloosterboer et al.,
2001), enzima encargada de hidrolizar los lipidos de las lipoproteinas remanentes y
las lipoproteinas de alta densidad, por lo tanto promueve la degradacion del colestrol

(Cedé et al., 2017).

Otro parametro que se analiz6 en este trabajo fue la cantidad de glucosa en sangre
en ayunas, ya que se ha demostrado que con altos niveles de glucosa
(hiperglucemia), las biomoléculas se someten a una reaccion de glicacion, es decir,
los azucares reductores reaccionan de una manera no enzimatica principalmente con
grupos amino que pertenecen a proteinas, lipidos y acidos nucleicos, lo que conduce
a la formacioén de una serie de compuestos complejos conocidos como AGEs (Diaz-
Casasola et al., 2016) y en consecuencia, esto resulta en el dafio de las funciones
biolégicas de macromoléculas ocasionando modificaciones en su conformacion

estructural.
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Los resultados mostraron un aumento significativo en los niveles de glucosa basal
después de siete dias de alimentacion con HFFD en los animales OVX, tal y como se
reporta en diversos estudios, donde el uso de dietas ricas en grasas saturadas y
carbohidratos estan asociadas con intolerancia a la glucosa, efecto presentado once
semanas después del uso de la dieta, lo que indica que nuestro modelo experimental
fue adecuado para inducir hiperglucemia a corto plazo (Liu et al.,, 2001). Sin
embargo, después de inyectar un bolo de insulina, se observé una disminucion
notable en los niveles de glucosa en la sangre en animales cada uno de los grupos
INT alimentados con DE y HFFD, pero no en los OVX con HFFD, lo que indica el
menor sensibilidad a la insulina sistémica en el grupo de animales O-HFFD+V.
Respuesta que es consistente a lo ya reportado donde se indica que el consumo
cronico de dietas altas en grasas saturadas y en azucares procesados (alto
contenido de grasa y fructosa), particularmente alta en fructosa, esta fuertemente
asociada con una variedad de enfermedades metabdlicas, incluyendo, obesidad,
resistencia a la insulina sistémica y SM (Wang et al., 2001) efecto que en nuestro
modelo ocurrié a un tiempo mas corto, tal y como lo habia demostrado un estudio
previo, donde se evidencidé que siete dias de alimentacién con HFFD son suficientes
para ocasionar menor sensibilidad a la insulina sistémica (Wang et al., 2001; Samuel

et al., 2004; Calvo-Ochoa et al., 2014)

Por otra parte en nuestro estudio se observd que los animales que recibieron TB
durante el mismo tiempo (siete dias) tuvieron una disminucién de los niveles de

glucosa en ayunas, respuesta semejante a lo reportado en informes anteriores,
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donde el empleo de 17-beta estradiol (tiempo mas prolongado) (Cagnacci et al.,
1992) y el uso de TB (2.5 mg/kg/dia, por tres meses) mostraron una respuesta
similar, debido a que no se encontré efecto negativo sobre el metabolismo de la
glucosa (Cagnacci A et al., 1996). Como lo observamos en el presente trabajo que el

uso TB durante un menor tiempo, redujo la hiperglucemia.

Si bien se desconocen los mecanismos de estos efectos, se sabe que los estrogenos
estimulan el transporte de glucosa en diversos 6rganos diana al alterar la expresion
de genes que codifican proteinas y enzimas involucradas en el metabolismo de la
glucosa (Shinkarenko et al., 1992). Al afectar la expresion de los genes de los
transportadores de glucosa, los estrogenos son capaces de alterar su transporte y
metabolismo, lo que lleva a un metabolismo anormal de la glucosa y que podria ser
asociado al desarrollo de la obesidad (Brennan et al., 2004), sin embargo la
respuesta obtenida por el uso de TB puede deberse a que los progestagenos
reducen la sensibilidad a la insulina periférica, ya que se ha reportado que es posible
que el efecto progestagénico se ejerza principalmente en tejidos, como el endometrio
o el higado, donde la TB se metaboliza localmente en potentes derivados
progestagenos (Elkind-Hirsch et al., 1993). En los tejidos periféricos que carecen de
esta capacidad, la TB puede actuar predominantemente como un estrogeno (Tang et
al., 1993). De hecho, la administracién de 0.625 mg/dia de estrégenos conjugados
(como la TB) a mujeres posmenopausicas disminuye los niveles de glucosa en
ayunas y mejora la sensibilidad a la insulina en el tejido periférico (Lindheim et al.,

1993), tal y como se mostré en nuestro estudio.
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Por lo tanto, en cuanto a la formacién de AGE’s, los resultados mostraron una
relacion directa de las concentraciones de glucosa con respecto a los niveles de
estos productos de glicacion. Donde se muestra que la alimentacion durante siete
dias con la HFFD se relacion6 con las altas concentraciones de AGE's, respuesta
que coincidioé con estudios previos, donde se reporta que el uso de azucares, como
la fructosa, promueve el aumento de la formacion AGE’s a tiempos mas agudos
(Aragno and Mastrocola 2017), y contribuye a la lesion tisular mediante la activacion
de RAGE (receptor para AGE), generacion de ERO y aumento de la produccion de
IL-6 que empeora progresion de la enfermedad del higado graso no alcohdlico (Merhi

etal., 2014).

Por otro lado mostré que el uso de TB de forma aguda disminuyo los niveles de
AGE’s en los mismos grupos experimentales que tuvieron alza de glucosa,
consecuencia que podria estar asociada con la actividad estrogénica del farmaco, ya
que, in vitro indicaron que el tratamiento con estradiol (principalmente a través del
RE-a) por seis meses inhibio la sintesis de AGE’s en el epitelio vaginal de mujeres
posmenopdausicas (Jackson et al., 2009), lo que sugieren un posible papel

antiinflamatorio y protector de la TB en la mujer posmenopdausicas.

Debido a que uno de los propdsitos de este estudio fue analizar el papel del estrés
oxidante en nuestro modelo y con base a, que éste se puede detectar midiendo la
actividad de las enzimas antioxidantes (Jarukamjorn et al., 2016). Al analizar la
actividad de las enzimas antioxidantes en cada uno de los grupos tratados, no se

observaron cambios significativos en la actividad de SOD en ninguno de los grupos,
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lo que sugiere que esta enzima puede mantener su actividad independientemente del
tratamiento (HFFD o TB). Por el contrario, la actividad de GPx se vio afectada por
OVX y HFFD. Ambas condiciones produjeron una disminucion significativa en la
actividad de esta enzima, reaccion que esta asociada con la acumulacion de H20z2,
compuesto que puede reaccionar con el anién OH- (reaccidén de Fenton), y dafar a
los acidos grasos poliinsaturados de la membrana celular, efecto que se deduce al
encontrar aumentando la concentracion de productos de la per oxidacion lipidica

como el MDA (Guerra et al., 2014).

El glutatién, un agente fisiologico con gran capacidad antioxidante, esto lo convierte
en una de las sustancias organicas mas importantes presentes en el cuerpo humano,
ya que los cambios de concentracion de GSH en sangre podrian dar una medida del
estrés oxidativo in vivo (Vifa et al., 1989). La importancia de sus funciones dentro de
los sistemas biolégicos ha dado lugar a la existencia de un sistema GSH que incluye
ademas enzimas relacionadas con su metabolismo, responsables del mantenimiento
de su estado redox en condiciones fisiolégicas (Meister et al., 1988). En sujetos
sanos, los niveles de glutation en sangre han demostrado ser importantes en el

control del desarrollo de radicales libres (Cross et al., 1987).

Al analizar los valores de GSSG, en los resultados se observaron valores mayores
de este compuesto en los grupos de animales INT, principalmente en aquellos que
consumieron la HFFD, respuesta que pudo ser dada al EO, el cual se caracteriza por
un aumento de la susceptibilidad del organismo al dafio oxidativo tras la ingesta de

alimento rico en grasas y/o hidratos de carbono. Por lo tanto los macronutrientes
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pueden tener un efecto en el balance redox del organismo siendo blanco de
modificaciones oxidativas tras su absorcion o presentandose en forma de pro-
oxidantes en la dieta (Bowen et al., 2004), lo que conduce a la acumulacién del
glutation en su forma oxidada (GSSG) y a la afectacion el equilibrio de proliferacion,
diferenciacion y muerte celular (Ye et al, 2015). Respuesta que fue inversa en
cuanto a los niveles de GSH, ya que se encontr6 que el glutation en su forma
reducida (GSH) en la circulacion, se vio favorecido, y se constaté con los valores de
la relacion GSH/GSSG, debido a que estos no evidenciaron cambios significativos en
ninguno de los grupos experimentales. La determinacion de la relacion GSH/GSSG
plasmatica reflejaria los cambios que aparentemente ocurren en los tejidos extra
hepaticos. Consecuencia que puedo ser dada a como se ha demostrado
anteriormente, donde la presencia de insuficiente cantidades de GSH desencadena
la sintesis de Novo de GSH. Este tipo de sintesis se lleva a cabo a partir de los
precursores del GSH y no por transformacion a partir del GSSG. La finalidad de este
mecanismo es restablecer los valores de GSH (Ji-Young et al., 2015). Otra posible
explicacion podria ser el envié de GSH de los gldbulos rojos, que tienen un poderoso
sistema de recuperacion debido a la agresién oxidativa permanente de la molécula
de oxigeno que debe ser transportado por la hemoglobina (Di Toro et al., 2003). En
el presente estudio, proporcionamos evidencia de que OVX en ratas condujo a un
aumento temprano (después de siete dias) en los parametros de estrés oxidante:
disminucién de la relacion GSH/GSSG, asi como deplecion de la actividad de
enzimas antioxidantes en suero. Estas observaciones son consistentes con varios

estudios en los que correlacion entre el agotamiento de estrogenos endogenos vy el
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aumento de los niveles de estrés oxidativo en las mujeres posmenopausicas
(Cisneros et al., 2011; Sanchez-Rodriguez et al., 2012; Bloch-Damti et al., 2005;
Dilek et al., 2010), ademas se ha encontrado una relacién decreciente de
GSH/GSSG en la sangre, de ratas ovariectomizadas (Bloch-Damti et al., 2005) y de

mujeres posmenopausicas (Cisneros et al., 2011).

Ademas, el equilibrio de las vias NAD y NADP esta involucrado en el mantenimiento
del estado redox celular (Patki et al., 2103). Aparentemente, es posible que HFFD y
TB puedan afectar este equilibrio. Sin embargo, se requerira mas investigacion para

verificar esta hipotesis.

El estrés oxidativo ha sido implicado en la patogénesis del envejecimiento y la
deficiencia de estrogenos, ambos puede surgir a través del aumento de la produccion

de peroxidos lipidicos.

La destruccion y la degradacion de estos productos genera un metabolito final, MDA,
que indica la presencia de radicales libres y cuya concentracion es directamente
proporcional al dafio en el organismo (Baynes et al., 1991; Blacker et al., 2016). En la
presente investigacion, se observo elevados niveles séricos de MDA en ratas INT y
OVX ambas alimentadas con HFFD. Estos hallazgos indican que la oxidacion de
lipidos aumentd posiblemente debido al estrés oxidativo generado por el consumo de
la HFFD, lo que sugiere que el agotamiento de estradiol (OVX) mas HFFD aumento
las especies reactivas de oxigeno, las cuales oxidan a los acidos grasos

poliinsaturados de la membrana celular y favorecen estrés oxidante (Guerra et al.,
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2014). Nuestros resultados mostraron un aumento significativo de casi el 100% en la
concentracion de MDA en los animales INT-HFFD+V en comparacién con el grupo

de control.

Los resultados concuerdan con los estudios previos, en los que HFFD produjo
obesidad, aumento de la per oxidacion lipidica, y condujo a incremento en los
depdsitos de grasa (Nielsen et al., 1997). Por el contrario, no se observaron cambios
significativos en los niveles de MDA en otros estudios. Sin embargo, es importante
enfatizar que en estos estudios el tiempo de alimentacién fue mas largo (seis meses)
y la composicion de la dieta era diferente, lo que indica que el tipo de dieta, asi como
el tiempo de alimentaciéon es importante para inducir cambios en los marcadores de

estrés oxidativo como el MDA (Coelho et al., 2011)

Algunos informes indican que los niveles séricos de perdxidos lipidicos aumentan en
mujeres y en modelos experimental en ratones después de una ooforectomia
bilateral, que apoya un posible papel antioxidante de las hormonas (Wu et al., 2016).
Estos hallazgos coinciden con nuestros resultados ya que un aumento fue observado

en animales OVX alimentados con HFFD (Bellanti et al., 2013).

Finalmente con los resultados obtenidos en este estudio se demostré que la
administracién de TB disminuyé significativamente la concentracion de MDA, lo que
sugiere que esta hormona puede proteger contra la oxidacion de los lipidos, similar a
los estrogenos, como se informé en un estudio anterior donde la TB disminuyé la

lipoperoxidacién y la oxidacion de proteinas en ratas expuestas al ozono (Pinto-

130



Almazan et al., 2014), efecto observado a un tiempo mas prolongado, respuesta que
puede deberse a la actividad estrogénica de TB. Los estrégenos ejercen su actividad
antioxidante a través de la donacion de atomos de hidrogeno, el drenaje del grupo
hidroxilo del anilo fendlico a los lipidos radicales peroxilo, asi como a otros radicales
perjudiciales (Yagi et al., 1999). Por otra parte, se ha reportado que, casi todos los
metabolitos sulfatados muestran actividad antioxidante; el mas fuerte es el 3b-17b-
disulfatado-tibolona (Ruiz-Larrea et al., 2000). Este metabolito muestra una actividad
comparable con el compuesto de referencia, estradiol, siendo mas abundante en
mujeres tratadas con tibolona (Stark et al., 2005) En conjunto, estas acciones

podrian ser responsables de inhibir la lipoperoxidacién (Vos et al., 2002)

13. CONCLUSION

En general, los resultados de este trabajo sugieren que nuestro modelo experimental
(con dieta HFFD y ovariectomia) es eficaz para inducir los principales cambios
fisiolégicos asociados con el consumo incrementado de grasa y fructosa, asi como
alteraciones en el estrés oxidativo a través de MDA inducido por una disminucion
estrogénica. Pero el tratamiento a corto plazo con TB revierte parte de las
alteraciones metabdlicas inherentes a la deficiencia estrogénica, que a su vez
reducen los marcadores de enfermedades cardiovasculares. En este trabajo

sugerimos que el tratamiento agudo de la TB esta asociado con una mejora la
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formacion de MDA y AGE’'s durante los primeros estadios de la deficiencia de

estrogenos.

14.0 PERSPECTIVAS

» Determinar el efecto de la TB a largo plazo en el mismo modelo de estudio
(OVX+HFFD) sobre los biomarcadores de estrés oxidante
» Determinar el efecto de la TB a largo plazo (OVX+HFFD) sobre el estrés

oxidante en tejidos insulino dependientes, principalmente en el cerebro.

» Determinar el efecto de la TB a largo plazo (OVX+HFFD) en la consolidacién

de procesos cognitivos (memoria y aprendizaje).
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ABSTRACT

In addition to oxidative stress due to the increase of free radi-
cals, estrogen deficiency is associated with changes in enzy-
matic activity, glutathione redox ratio (GSH/GSSG), and the
content of oxidative markers such as malondialdehyde. Tibo-
lone, a synthetic steroid, has been used as an elective treat-
ment for the relief of menopausal symptoms. However, the
acute effects of hormonal therapy with tibolone on metabolic
parameters and oxidative stress markers associated with the
first stages of estrogen deficiency are still unknown. The study
aimed to evaluate if the acute administration of tibolone re-
duces oxidative stress in ovariectomized rats fed high-fat-and-
fructose diet. Rats were fed a standard diet or a diet consisting
of 10 % lard-supplemented chow and 20 % high-fructose syrup
in the drinking water plus tibolone or vehicle for seven days.
Weight, cholesterol, triglycerides, and glucose levels, as well
as antioxidant enzymes and oxidative stress markers were
quantified in the serum of each experimental group. It was ob-
served that seven days of diet and tibolone treatment in the
ovariectomized group reduced weight, triglycerides, choles-
terol, glucose levels and advanced glycation end products but
did not change GSH/GSSG ratio nor the enzymatic activity of
superoxide dismutase. Also, both glutathione peroxidase and
glutathione reductase activity decreased, as well as malondi-
aldehyde levels. These results suggest that the acute treatment
with tibolone prevented the changes in the metabolic param-
eters analyzed as well as the increase in the levels of malondi-
aldehyde and AGEs induced by ovariectomy and high-fat diet.
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Introduction

Estrogens are sex steroid hormones essential during the fertile
stage that are produced in the ovaries and the adrenal glands [1].
During the climacteric estrogen deficiency (ED), the body and me-
tabolism of women change significantly. The mechanisms that reg-
ulate oxidative stress are not the exception [2]. As estrogens are
antioxidants per se, more studies on their antioxidant effects as a
possible treatment for some diseases, such as cardiovascular dis-
ease, hypertension, osteoporosis, cancer, and metabolic diseases
[3,4], which relate both estrogen decrease and redox imbalance,
have been recently encouraged.

Oxidative stress (OS) is originated from the excessive produc-
tion of free radicals (FR) and failures in the biologic system capac-
ity to rapidly detox FR or repair the resulting injury [5, 6]. The mech-
anisms of protection against FR can be either non-enzymatic, in-
cluding antioxidants such as tocopherols, vitamin C, and reduced
glutathione (GSH), which is presently used as a marker of cellular
redox state [7], or enzymatic, including glutathione peroxidase
(GPx), superoxide dismutase (SOD), and glutathione reductase
(GR) enzymes [8].

Studies have demonstrated that chronic hormonal therapy (HT)
consisting of estrogens given orally with or without a progestogen
showed beneficial effects for over six months, such as the reduc-
tion in metabolic parameters and a decrease in oxidative stress
markers [9]. However, the current issue of discussion is whether
estrogen therapy might increase the risk of carcinogenesis, espe-
cially breast and endometrial cancer [10]. Consequently, it is nec-
essary to evaluate another HT with the same beneficial effects of
estrogens but the adverse effects.

Tibolone (TB), a synthetic steroid that has been used as an elec-
tive treatment for the relief of menopausal symptoms, and its var-
ious metabolites have estrogenic as well as progestogen/andro-
genic effects [11]. TB treatment in rats decreased OS markers [12],
body weight, and total cholesterol levels [13], whereas in studies
conducted with postmenopausal women, TB improved blood pres-
sure, glycemia [14], insulin levels, HDL cholesterol, and triglycer-
ides [15]. However, the acute effects of HT with TB on metabolic
parameters and OS markers associated with the first stages of ED
are still unknown. Therefore, this work aimed to evaluate the effect
of acute TB administration on OS markers in the serum of rats fed
a high-fat-and-fructose diet.

Materials and Methods

Animals

Adult Sprague-Dawley female rats (250-270 g) were individually
housed under standard conditions (12-h light/dark cycles, 22 °C).
All experimental procedures were performed by the Mexican
Guidelines for Animal Care and Handling (NOM-062-Z00-1999).
All efforts were made to minimize animal discomfort and reduce
the number of animals used.

Surgical procedures

Animals were ovariectomized (OVX) under i.p. ketamine (90 mg/
kg) and xylazine (10 mg/kg) (Vetoquinol, Mexico City, Mex) anes-

thesia. Both ovaries were surgically removed to eliminate endog-
enous ovarian steroids [16].

Diets

Control animals were fed with standard rodent chow (3 kcal/g; Lab-
Diet® St. Louis, MO, USA) and tap water (standard diet, SD). The
high-fat and fructose diet (HFFD) groups were fed with standard
rodent chow supplemented with 10% lard (5.4 kcal/g) and 20%
high-fructose mixed in the drinking water (0.83 kcal/ml, commer-
cially available as corn syrup). Animals were fed ad libitum on their
corresponding diets. Food and water intake, as well as the animal
weight, were recorded daily during the seven days of treatment.

Treatments

Tibolone (1 mg/kg; Livial®, Organon, Mexico) or vehicle (water)
was administered daily by oral gavage for seven days. It has been
recently demonstrated that this dose of TB has neuroprotective
properties by reducing lipid peroxidation and ameliorating behav-
ioral/functional deficits after ozone exposure [12, 17]. The solu-
tions containing TB or vehicle were independently coded before
administration (> Fig. 1).

Experimental design

Ten days after OVX, animals were randomly assigned to one of the
following groups: (1) INT +SD +V, intact animals fed with SD and
treated with vehicle (V); (2) INT +SD +TB, intact animals fed with
SD and treated with TB; (3) INT + HFFD +V, intact animals fed with
HFFD and V; (4) INT+HFFD + TB, intact animals fed with HFFD and
TB; (5) OVX+SD +V, ovariectomized animals fed with SD and V; (6)
OVX+SD +TB, ovariectomized animals fed with SD and TB; (7)
OVX+HFFD +V, ovariectomized animals fed with HFFD and V; and
(8) OVX +HFFD + TB, ovariectomized animals fed with HFFD and
TB. The treatments were administered simultaneously for seven
days according to each group. Animals were sacrificed by decapi-
tation at the end of the treatments. Blood from the trunk was col-
lected in 10 ml tubes. The blood samples were left at room tem-
perature for one hour and centrifuged at 3500 rpm for 5 min to ob-
tain serum, which was stored at - 80 °C until the analysis was
performed.

Determination of body weight

The body weight of the animals was monitored daily since day 0
(before the administration of the treatments), and the mean weight
for each group was calculated. AW is the representation of the
weight change between day 0 and day 7.

Serum cholesterol and triglycerides determination

After blood centrifugation, serum was collected, and aliquots were
stored at - 80 °Cuntil analyzed. Levels of triglycerides (TG) and total
cholesterol (CHOL) were determined using spectrophotometric
methods (SPINREACT kits, Spain).

Glucose determination

Rats fasted for 4-6 h before blood glucose measurements. Baseline
blood glucose levels were determined from tail blood using a con-
tour blood glucose analyzer (Abbott, Illinois, USA) and a corre-
sponding sensor strip.

Estrada-Cruz NA et al. Tibolone Prevents Oxidative Stress Induced by Ovariectomy and HFFD... Exp Clin Endocrinol Diabetes
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llustrated as a diagram. Intact and ovariectomized (OVX) rats were fed

standard or high-fat-and-fructose diet (HFFD) and treated with vehicle or tibolone (TB). At the end of each treatment, body weight, blood glucose,

and biochemical tests were conducted.

Superoxide dismutase activity

SOD activity was determined using a commercial kit (CAYMAN,
Michigan, USA). This method allows the detection of the major
types of SOD (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, and Fe-SOD). The reaction was
performed in the wells of microplates. Briefly, 50 pL of the radical
detector (tetrazolium salt) was diluted in 19.95 mL of 50 mM Tris-
HCl buffer pH 8.0, containing 0.1 mM diethylenetriaminepentaacet-
icacid (DTPA) and 0.1 mM hypoxanthine. Subsequently, 10 pL of
enzymatic extract or a standard of SOD were added to the mix. The
reaction was initiated by adding 20 pL xanthine oxidase (prepared
by diluting 50 pL xanthine oxidase in 1.95 mL of 50 mM Tris-HCl pH
8.0), thereby catalyzing the release of superoxide radicals captured
by the tetrazolium salt. Quantification was performed at 450 nm.
The radical concentration was inversely proportional to the SOD
activity in the samples.

Glutathione peroxidase- and glutathione reductase-
specific activity

GPx and GR enzymatic activities in serum were quantified by the
production of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADP +), using the methods previously described [18].

GSH/GSSG ratio

GSH (reduced glutathione) was determined using the method de-
scribed by Sedlak and Lindsay (1968), in which the thiol groups in
2-nitrobenzoic acid (DTNB) were measured [19]. Briefly, 0.05 mL
of serum was mixed with 800 pL of meta-phosphoric acid, 2 mL of
TRIS buffer and 50 uL of DTNB, and the absorbance was recorded
at412nm. GSSG (oxidized glutathione) was reduced to GSH, which
in turn was quantified with the Ellman’s reagent, 5,5'-dithiobis-(2-

Estrada-Cruz NA et al. Tibolone Prevents Oxidative Stress Induced by Ovariectomy and HFFD

nitrobenzoic acid) [20]. The reduction was catalyzed by GR when
NADPH was present. The color change during the reaction and the
reaction rate are proportional to GSH and GSSG concentrations.

Advanced glycated end-products assay

Determination of AGEs was based on the spectrofluorometric de-
tection of some fluorescent products according to Miinch et al.
(1997) and Henle et al. (1999) [21, 22]. Blood serum was diluted
1:50 with PBS pH 7.4 and fluorescence intensity was recorded at
the emission maximum (~450 nm) upon excitation at 370 nm
(Fluoromax-3 spectrofluorometer, HORIBA Jobin Yvon, USA). A
spectrofluorometer, which excitation and emission wavelengths
(M) were calibrated using 5 pM quinine bisulfate in 0.2 M sulfuric
acid, was used. The operating conditions for the evaluation of AGEs
were established using a BSA solution (50 pm) incubated with glu-
cose (0.5 M) for 90 days. In this solution, the maximum fluorescence
intensity was obtained at A=450 nm by excitation withaA=370nm
light source. The fluorescence intensity was expressed as arbitrary
units (AUF) relative to the control solution. Each measurement was
normalized to a protein concentration of 1 mg/mL. The fluores-
cence intensity was expressed in arbitrary units per milliliter of
serum (AUF/mL).

Malondialdehyde determination

MDA is the final product of fatty acids peroxidation and a marker of
free radicals. MDA determination procedure was conducted accord-
ing to the instructions of the kit manufacturer (Abcam, Cambridge,
MA, USA). All assays were prepared in 96-well plates and studied in
duplicates. Total MDA content in serum samples was determined by
the difference between the test and the standard samples.

... Exp Clin Endocrinol Diabetes
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Statistical analysis

Data were expressed as mean = SEM. A value of p<0.05 was con-
sidered statistically significant. Significance was determined with one-
way ANOVA followed by a Tukey’s post hoc test, using the GraphPad
Prism version 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).

Results

Effects of OVX, HFFD, and TB on metabolic
parameters

According to the present findings, OVX produced a significant in-
crease in weight (4 %) in animals fed with SD without altering the
other metabolic parameters (triglycerides, cholesterol, and glucose
concentrations). However, the HFFD increased both body weight
(11 %) and glucose concentration (19.4 %) in INT animals, while in
OVX animals, HFFD showed a significant increase in body weight
(7.7 %), cholesterol (65.12 %), triglycerides, and glucose levels
(p<0.05). In contrast, it was observed that TB treatment for seven
days sufficed to reduce body weight in both INT and OVX rats fed
SD. A significant reduction in body weight, cholesterol, triglycer-
ides, and glucose levels in the OVX+HFFD +V group was observed
as well (> Table 1).

Effects of OVX, HFFD, and TB on basal blood glucose
and AGEs

HFFD increased the levels of basal glucose in the INT + HFFD +V
group in comparison with the intact fed standard diet group
(INT+SD+V), as well as in the OVX + HFFD +V group compared with
the OVX+SD+V (40%, p<0.001) (> Fig. 2a).

On the contrary, it was observed that the administration of TB
reduced basal glucose levelsin the INT + HFFD + TB group compared
with the INT+HFFD +V group (63.6 %, p<0.0001). In the
OVX+HFFD +TB group, a decrease was also observed when com-
pared with the OVX+HFFD +V group (75.3 %, p<0.001) (> Fig. 2a).

As for AGEs, its concentration was significantly increased in the
INT +HFFD +V group concerning the INT +SD +V group, while TB
treatment prevented this increase (INT + HFFD +TB). In OVX ani-
mals, OVX+HFFD +V group showed a significant increase in the
concentration of AGEs of more than double that the OVX+SD+V
animals (6.243+1.160 AUF vs. 2.508 +0.2126 AUF; p<0.001).

»Table 1 Effects of tibolone on metabolic parameters.

In contrast, TB decreased AGEs levels in the OVX+HFFD +TB
group, which were significantly lower than the OVX+HFFD +V
group (5.243 £1.160 AUF vs. 12.508+0.2126 AUF; 61.6 %,
p<0.001) (> Fig. 2b).

Effects of OVX, HFFD, and TB on SOD, GPx, and GR
activity

These results did not indicate any significant changes in SOD activ-
ity (p=0.4532) in none of the experimental groups after seven days
of treatment (> Fig. 3a).

However, GPx was affected by OVX showing a significant de-
crease in the activity of this enzyme (0.025+0.003 U/dL vs.
0.134+0.001 U/dL) in all the groups (33.3 %) compared with the
intact groups (> Fig. 3b). Also, it was observed that the adminis-
tration of TB and HFFD in the intact animals increased the activity
of GPxwhen compared with the SD +V group. In the OVX animals,
anincrease in GPx activity was observed only in the HFFD + TB group
concerning the HFFD +V group (>Fig. 3b). Interestingly, neither TB
nor the HFFD modified the activity of GR enzyme in the intact ani-
mals (> Fig. 3c), while TB administration significantly decreased the
activity of GR in the OVX+HFFD + TB group compared with the
OVX+HFFD+V(0.148+.0.20 U/dLvs.0.217£0.13 U/dL) (> Fig. 3c).

Effects of OVX, HFFD, and TB on GSH/GSSG ratio

The consumption of HFFD is associated with a decrease in GSH. Thus,
changes in blood concentration could give a measure of in vivo oxida-
tive stress [23]. Furthermore, [GSH]/[GSSC] ratio is often used as a in-
dicator of the redox state or antioxidant capacity of the cell. Under
physiological conditions, [GSH]/[GSSG] ratiois > 100 [24]. Therefore,
we decided to measure the levels of this non-enzymatic antioxidant
inintact and OVX animals fed with HFFD, as well as with SD.

A significant increase of GSH was observed in the INT + HFFD +V
animals compared with the INT +SD +V group (16.61+ 1.61 mmol
vs. 7.20+1.56 mmol). This effect was significantly enhanced when
TB was administered (INT + HFFD + TB) compared with the
INT +HFFD +V group (25.94 +1.47 mmol vs. 15.52 £ 1.84 mmol)
(> Fig. 4a), whereas in OVX animals, no significant changes were
observed with either HFFD or TB.

Concerning GSSG, it was observed that in INT animals the ad-
ministration of HFFD, as well as TB, increased the levels of GSSG
with respect to the SD +V group, while the OVXincreased the GSSG

Weight (g) Difference in weight (AW)?2 Cholesterol (mg/dL) Triglycerides (mg[dL) | Glucose (mg/dL)
INT+SD+V 256+3.48 +2.51+4.29 87.96+2.23 49.02+5.58 83.57+3.23
INT+SD+TB 234.8+0.67 * -26.40£6.49" 40.79+3.54* 42.70+3.77 76.71+3.40
INT+HFFD+V 286.8+1.79* +20+3.48* 94.83+5.35 63.90+3.60 103.6+3.75*
INT+HFFD+TB 249.5+£3.28 ** -44+5.85" 32.06+3.23 19+£8.39 ™ 67.86+2.44*
OVX+SD+V 268.9+4.90 +9.33+2.23 100.4+4.59 71.53+4.33 92.17+2.12
OVX+SD+TB 239.3+5.98* -6.25+2.52 44.96+2.79*% 34.55+7.79*% 87+1.33
OVX+HFFD+V 289.8+5.83# +28+2.51# 165.8+12.69* 139.6+6.938# 116.9+2.20%
OVX+HFFD+TB 255.6+5.75% -18.20£5.27# 67.93+11.23(0)## 26.01+5.39# 92.50 +2.24##
aAW, difference in weight expressed as the average of lost (-) vs. gained (+) weight (g); Cholesterol, triglycerides, and glucose levels in intact (INT) and
OVX rats fed standard diet (SD) or HFFD diet treated with vehicle (V) or tibolone (TB). The data is represented as the mean +SE of 10 animals per group. *
vs. INT; **vs. INT + HFFD; #vs. OVX; ##vs. OVX + HFFD; p<0.05.
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»Fig. 3 Effect of tibolone (TB) on superoxide dismutase (SOD) a, glutathione peroxidase (GPx) b, and glutathione reductase (GR) c activity in intact
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levelsin the SD +V group compared with the INT +SD +V group. In None of the groups showed any significant changes regarding
this group of animals (OVX), neither HFFD nor TB affected the GSSG ~ GSH/GSSG ratio (> Fig. 4c). Moreover, neither OVX nor HFFD mod-
concentration (> Fig. 4b). ified GSH/GSSG ratio.
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Effects of HFFD and TB on lipoperoxidation

We observed that neither the HFFD nor the OVX increased MDA
levels. However, in the OVX+HFFD +V group, animals showed sig-
nificantly higher levels of MDA (p<0.0001) compared with the
OVX+SD+V group (> Fig. 5).

Conversely, TB treatment decreased MDA levels in the
INT+HFFD +TB group (4.446 £0.6029 uM vs. 8.207 £0.5482 uM,
p<0.0001) as well as in the OVX+HFFD + TB group (5.910£0.67 uM
vs. 11.73+£0.41 uM, p<0.05) in comparison with the groups treat-
ed with vehicle (INT +HFFD +V and OVX + HFFD +V) (> Fig. 5).

Discussion

The present results showed that seven days of HFFD increased the
weight significantly in both INT and OVX animals. These results
agree with previous studies, which reported that seven days of
HFFD are enough to produce hyperphagia and weight gain in adult
male rats [25]. Regarding the effect of OVX on body weight, al-
though there was a tendency to increase, our results indicated that
this increase is not significant. A previous study reported that OVX-
induced estrogen depletion increases food intake, body mass, and
caloricintake during the first 18 days postsurgery [26], suggesting
that the rapid weight gain during this period after the removal of
the ovaries seems to be the result of an increased caloricintake and
the redistribution of adipose tissue. Probably, this may be the rea-
son why a significant change regarding this parameter is not no-
ticeable after seven days. A possible explanation for this response
could be the role of the hypothalamus as an important center for
coordination of food consumption, body weight homeostasis, and
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»Fig.5 Effect of tibolone (TB) on oxidative stress markers. Lipoper-
oxidation products (MDA) in intact (INT) and ovariectomized (OVX)
rats fed standard (SD) or high-fat-and-fructose diet (HFFD). The bars
represent the mean + SEM of ten animals per group. *p<0.05 vs.
INT+HFFD+V; **p<0.05 OVX+HFFD+V vs. OVX+SD+V and
OVX+SD+TB; *p<0.05vs. OVX+HFDD +V.

energy expenditure [27]. Furthermore, estrogens modulate, di-
rectly and indirectly, the activity of molecules involved in food in-
take and can requlate the energy intake through the direct action
of the estrogen receptor-a (ER-a) or indirectly through decreasing
orexigenic peptides. Therefore, the absence of estrogens may pro-
mote hyperphagia [28] since ERs are present in the adipose tissue
and act as its requlators [29]. ER-a predominantly regulates home-
ostasis via growth and proliferation of adipocytes, whereas the es-
trogen receptor-beta (ER-f) requlates the sex-specific distribution
of adipose tissue. Thus, the interruption of gonadal estrogen se-

Estrada-Cruz NA et al. Tibolone Prevents Oxidative Stress Induced by Ovariectomy and HFFD... Exp Clin Endocrinol Diabetes



cretion, with the consequent androgen/estrogen imbalance, favors
abdominal fat deposition with increased visceral fat [30,31]. In
other studies, it has been reported that this deficiency is related to
body weight gain and development of obesity in adult humans,
mice and the OVX hamster [32-34].

Body weight loss in rats treated with steroid hormones seems
to be associated with less food consumption, and with an increase
in energy expenditure [35].

These results suggest that TB can cause a decrease in body
weight in both INT and OVX rats due to the short-term estrogenic
action on the centers of intake regulation in the hypothalamus, in-
ducing less food consumption [36].

Regarding the metabolic parameters, a significant increase in
the concentration of cholesterol and triglycerides was observed in
OVX animals after seven days of HFFD. This effect was diminished
by the administration of TB. Clinical studies in postmenopausal
women have shown that TB improves plasma cholesterol and tri-
glyceride levels after 20 weeks of treatment [13,37]. Our results
suggest that TB may reduce these parameters in a shorter time.

Another parameter analyzed in this work was the amount of fast-
ing blood glucose. It has been shown that under a high glucose load
(hyperglycemia), biomolecules undergo a glycation reaction.
Namely, when reducing sugars react in a non-enzymatic manner—
mainly with amino groups belonging to proteins, lipids, and nucle-
ic acids—which leads to the formation of a series of complex com-
pounds known as advanced glycation-end products (AGEs) [38].
Consequently, this results in the deprivation of the functions of bi-
ological macromolecules due to modifications in their structural
conformation. Our results showed a significant increase in fasting
glucose levels after seven days of HFFD, which was higher than the
OVX group. This effect was related to the increase in AGEs levels in
these animals. Moreover, this result is consistent with previous re-
portsinwhich the use of sugars, such as fructose, promoted a fast-
er formation of AGEs [39]. In these animals, the administration of
TB for a short time (seven days) decreased fasting glucose levels,
as mentioned in previous reports [40]. Our results suggest that the
administration of TB for a short period reestablished glucose levels
almost to normal values in INT and OVX animals fed HFFD
(INT +HFFD + TB and OVX + HFFD + TB) compared with their respec-
tive control groups (V). The latter findings could be associated with
the estrogenic activity of TB since studies in vitro indicated that es-
tradiol inhibits the effect of AGEs in human platelet aggregation. In
peripheral tissues, TB may act predominantly as an estrogen. Indeed,
the administration of 0.625 mg/day of conjugated estrogens (as TB)
to postmenopausal women decreases fasting glucose levels [40].

When analyzing the activity of the antioxidant enzymes, no sig-
nificant changes in SOD activity were observed in any of the groups,
suggesting that this enzyme can maintain its activity regardless of
the treatment (HFFD or TB). In contrast, OVX produced a significant
decrease in GPx activity, which is associated with the accumulation
of H,0,, which in turn could react with the anion OH- (Fenton reac-
tion) and oxidize cell membrane polyunsaturated fatty acids, increas-
ing the concentration of MDA [41].

Under physiological conditions, GSH/GSSG ratio is > 100. How-
ever, oxidative stress produces GSSG accumulation, thus decreasing
this ratio, which in turn indicates changes in the redox state that af-
fect the balance of proliferation, differentiation, and cell death [42].

Estrada-Cruz NA et al. Tibolone Prevents Oxidative Stress Induced by Ovariectomy and HFFD

We observed thatin the intact animals, the HFFD increased GSH
and GSSG levels (> Fig. 4a and b), without statistically significant
changes in the GSH/GSSG ratio. This result is probably because
HFFD caused an increase in the activity of the glutathione system
since GPx activity was increased by the number of reactive species
generated due to the diet. However, as the organism tries to main-
tain its homeostasis, the cellular redox environment is not altered
even when the GSH/GSSG ratio shifts, as mentioned in the litera-
ture [43].

After analyzing this ratio in blood serum, it was found that the
reduced form of circulating glutathione was favored since the val-
ues of the GSH/GSSG ratio were around 170 in the INT and OVX
groups fed SD and treated with TB, although these values were not
statistically significant. The determination of the serum GSH/GSSG
ratio would reflect the changes that occur in extrahepatic tissues.
The presence of insufficient amounts of GSH triggers the de novo
synthesis of GSH. This type of synthesis is carried out from GSH pre-
cursors and not by GSSG transformation. The purpose of this mech-
anism is to restore GSH values [44]. Another possible explanation
could be the export of GSH (reduced glutathione) from red blood
cells, which have a powerful GSH recovery system due to the per-
manent oxidative aggression of the oxygen molecule that must be
transported by hemoglobin [45]. In the present study, we provide
evidence that OVX significantly decreased the activity of GPx, with-
out modifying the activity of SOD or GR. Furthermore, HFFD sig-
nificantly increased the levels of GHS and GSSG without modifying
the GSH/GSSG ratio. These observations are consistent with sev-
eral studies in which a correlation between estrogen depletion and
increased oxidative stress levels in women [6,46] and rats [47,48]
has been found. A reduced GSH/GSSG ratio in the blood of ovariec-
tomized rats [47] and postmenopausal women [46] was reported
as well.

Additionally, the balance of the NAD and NADP pathways is in-
volved in the maintenance of the cellular redox state [49]. It is pos-
sible that HFFD and TB may be affecting this balance. However, fur-
ther research will be required to verify this hypothesis.

Oxidative stress has been implicated in the pathogenesis of
aging and estrogen deficiency and may arise through the increased
production of lipid peroxides. The destruction and degradation of
these products generate a final metabolite, MDA, which indicates
the presence of free radicals and whose concentration is directly
proportional to the damage in the organism [50,51].

In the present research, it was noticed that neither the HFFD nor
the OVXincreased MDA levels. However, the combination of both
treatments significantly increased MDA levels (OVX +HFFD +V
group). This result is probably because seven days post-OVX or
HFFD alone is not sufficient to cause lipoperoxidation and the an-
tioxidant systems are still able to reverse the damage that these
conditions could cause. Conversely, when combined, the effects of
OVX and HFFD are synergized and able to exceed the antioxidant
capacity and, therefore, increase MDA levels [41].

These findings indicate that lipid oxidation increased, possibly
due to oxidative stress generated by the consumption of the HFFD
diet, suggesting that depletion of estradiol (OVX) plus HFFD in-
creased reactive oxygen species, which oxidize cell membrane pol-
yunsaturated fatty acids and favor oxidative stress [41]. Our results
showed a significant increase of almost 100 % in the concentration
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of MDA in the OVX+HFFD +V group compared with the OVX+SD+V
group. These results agree with those reported in previous studies,
in which HFFD produced obesity, increased lipid peroxidation, and
led to more fat deposits [52]. Interestingly, no significant changesin
MDA levels were observed in other studies. However, it isimportant
to emphasize that the feeding time was longer (six months) and the
composition of the diet was different in these studies, which indi-
cates that the type of diet, as well as the feeding time, are important
to induce changes in OS markers such as MDA levels [53].

Some reports indicate that serum levels of lipid peroxides in-
crease in women and female mice after a bilateral oophorectomy,
which supports a possible antioxidant role of female hormones
[54]. These findings coincide with our results since a 33.4 % increase
was observed in OVX animals fed HFFD [55].

It was observed that TB administration significantly decreased
the concentration of MDA, which suggests that this hormone can
protect against lipid oxidation, similar to estrogens, as reported in
a previous study where TB decreased lipoperoxidation and protein
oxidation in rats exposed to ozone [17]. This effect observed in the
short-term may be due to the estrogenic activity of TB. It has been
reported that estrogens exert their antioxidant activity through
the donation of hydrogen atoms, drainage of the hydroxyl group
from the phenolic ring to the lipid peroxyl radicals, as well as other
detrimental radicals [56]. Moreover, it has been shown that some
of the TB metabolites have pronounced antioxidant activity. Be-
yond the steroid structure, other chemical specificities have been
observed in this action. Almost all of the sulfated metabolites dis-
play antioxidant activity; the strongest is the 3b-17b-disulfated-
tibolone [57]. This metabolite shows an activity comparable with
the reference compound, estradiol, and is present in large quanti-
tiesin women treated with tibolone [58]. As a whole, these actions
might be responsible for inhibiting lipoperoxidation [59].

Overall, the present results suggest that this model is effective
to induce some of the major physiological changes associated with
the chronic consumption of fat and fructose, as well as oxidative
stress. Short-term treatment with TB reverses some of the meta-
bolic parameters inherent to estrogenic deficiency. Furthermore,
the acute TB treatment is associated with an improvement in the
systemic redox state, as well as a decrease in the formation of MDA
and AGEs during the first stages of estrogen deficiency.
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