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RESUMEN

La supresion de estrégenos que se presenta en la menopausia se relaciona con la disminucién del gasto
energético que contribuye al desarrollo de obesidad durante esta etapa. La obesidad es una enfermedad
cronica, compleja y multifactorial que se caracteriza por un desequilibrio entre la ingesta alimentaria y el
gasto energético, en donde se presenta una acumulacion excesiva de grasa corporal por encima del
valor esperado segun el sexo, la talla y edad. La obesidad condiciona una mayor prevalencia de diabetes
mellitus 2 (DM2), sindrome metabdlico (SM), patologias cardiovasculares y algunos tipos cancer.
Diversas lineas de investigacion han vinculado a la menopausia con alteraciones metabdlicas y
cognitivas. Al respecto, hallazgos recientes sugieren la importancia de la insulina en diversas funciones
del sistema nervioso central (SNC) y aunque no esta claro el mecanismo, se ha observado que la
resistencia a la insulina y la DM2 contribuyen al deterioro de la memoria hipocampo-dependiente.
Estudios recientes sugieren que la terapia de reemplazo hormonal (TRH) se asocia a una reduccién
significativa de la resistencia a la insulina y por lo tanto del riesgo de desarrollar DM2, ademas de que
puede prevenir y reducir la severidad del déficit cognitivo. En este trabajo proponemos estudiar el efecto
de la Tibolona (TIB) sobre la ingesta alimentaria, ganancia ponderal, perfil de lipidos y alteraciones en la
memoria, en ratas con ovariectomia (OVX) y sometidas a una dieta alta en grasa (DAG). Se utilizaron
ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley que estuvieron en condiciones constantes de temperatura y
humedad, con ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas (9:00 pm — 9:00 am), con agua y comida ad libitum.
A los sujetos de experimentacién se les realizd6 ovariectomia (OVX) y dos semanas post-OVX se
incluyeron en alguno de los siguientes grupos experimentales: OVX+DN+VEH; OVX+DAG+VEH,;
OVX+DAG+TIB 0.1; Las dietas fueron administradas durante 9 semanas, al grupo de DAG se administré
una dieta 32 % de grasa a base aceite de palma. En el grupo de DN se utilizé alimento estandar. Se
realiz6 monitoreo diario de ingesta alimentaria, semanalmente de peso y mensualmente de glucosa y
perfil de lipidos. Al finalizar el tiempo de tratamiento los animales fueron sometidos a la prueba de
reconocimiento de objetos (ROB) y de actividad espontanea. Los resultados muestran que el grupo
DAG+OVX+VEH muestra un mayor incremento ponderal. En la prueba de ROB, el grupo de
OVX+DAG+VEH hay disminucion del indice de reconocimiento.
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1. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad crénica, compleja y multifactorial, que se presenta por un desequilibrio
entre la ingestion alimentaria y el gasto energético. En su origen se involucran factores genéticos y
ambientales, que determinan un trastorno metabdlico que conduce a una acumulacién excesiva de grasa
corporal por encima del valor esperado segun el sexo, talla y edad. La obesidad es el principal factor de
riesgo modificable para el desarrollo de enfermedades crénicas no transmisibles que incluyen la
resistencia a la insulina, Diabetes mellitus 2 (DM2), sindrome metabdlico (SM) y patologias
cardiovasculares. La obesidad es resultado de una compleja interaccién de factores, sin embargo una
dieta alta en alimentos hipercal6ricos (con alto contenido de grasas y azlcares) es un elemento
decisivo en la fisiopatologia de la enfermedad. Diversos grupos de investigacion han demostrado que la
menopausia se asocia con el aumento en la prevalencia de obesidad y sobrepeso. Al respecto, los
estrégenos modulan la secrecion de la leptina, grelina e intervienen en la regulacién del apetito, asi
como en la actividad de péptidos opioides enddgenos. Por otro lado, los trastornos neurolégicos mas
comunes relacionados con la menopausia son demencia debida a la enfermedad de Alzheimer,
alteraciones en la memoria, aprendizaje y del estado de animo. Ademas, se ha vinculado a la
menopausia con alteraciones metabdlicas y cognitivas. Al respecto, hallazgos recientes sugieren la
importancia de la insulina en diversas funciones del sistema nervioso central (SNC) y aunque no esta
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claro el mecanismo, se ha observado que la resistencia a la insulina y la DM2 contribuyen al deterioro de
la memoria hipocampo-dependiente. Los mecanismos moleculares por los cuales la insulina promueve
sus acciones en el SNC son similares a los que operan en tejidos periféricos. Estas acciones son
mediadas por cascadas de sefalizacion intracelular, que se activan por la unién de la insulina a su
receptor (el receptor de insulina, RI). El RI se encuentra diferencialmente en las estructuras encefélicas y
a densidades distintas. Una vez activado el RI activa la via sefializacion IRS/PI3K/Akt que dirige la
inhibicién de la JNK (c-jun quinasa N-terminal) relacionada con la activacion de la BCL-2 (por fosforilacién
en Ser87) y la continuacién de una cascada apéptética. También se ha observado que la insulina regula
el procesamiento de la proteina precursora de amiloide (APP) y modula la actividad de las secretasas,
disminuyendo los niveles de proteina B-amiloide (BA). Ademas, el Rl se encuentra en las sinapsis de los
arboles dendriticos donde regula la liberacién de neurotransmisores y el reclutamiento de receptores.
Algunas revisiones sugieren que la insulina regula receptores glutamatérgicos y GABAérgicos, a través
de la activacion de la via de la PI3K y MAPK. Finamente, se ha observado que la TRH se asocia a una
reduccion significativa de la resistencia a la insulina y por lo tanto del riesgo de desarrollar DM2, ademas
de que puede prevenir y reducir la severidad del déficit cognitivo. La TIB es un farmaco ampliamente
utilizado para el tratamiento del sindrome climatérico (asociado a la menopausia) y hay evidencia de que
la TIB tiene efecto sobre algunos parametros metabdlicos tales como una disminucién plasmatica del
colesterol total y trigliceridos sin embargo, la implicacion clinica del efecto de la TIB sobre la obesidad,
SM vy diabetes no es clara.

2. OBJETIVO

Evaluar el efecto de la TIB sobre la ingesta alimentaria, ganancia ponderal, perfil de lipidos y alteraciones
en la memoria, en ratas con OVX y sometidas a una DAG.

3. MATERIALES Y METODOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley que estuvieron en condiciones constantes de
temperatura y humedad, con ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas (9:00 pm — 9:00 am), con agua y
comida ad libitum. A los sujetos de experimentacion se les realizd6 OVX y dos semanas post-OVX se
incluyeron en alguno de los siguientes grupos experimentales

OVX+DN+VEH OVX+DAG+VEH OVX+DAG+TIB 0.1
n=10 n=10 n=10
Peso ~200 Peso ~200 Peso ~200

Después de la cirugia se inicié la dieta y la administracion del tratamiento hormonal con TIB a una dosis
de 0.1 mg/kg o su vehiculo via oral. Diariamente se hizo monitoreo de la ingesta de alimento y
semanalmente del peso corporal de los roedores. A las 4 y 9 semanas se hicieron mediciones de
glucosa, perfil de lipidos y triglicéridos. Finalmente, a las 9 semanas se realiz6 la prueba conductual.

DIETA
Una vez que los roedores fueron asignados a algun grupo experimental, se iniciaron dos tipos de dieta: 1)
dieta normal y 2) dieta alta en grasa (aceite de palma).

MEDICION DE GLUCOSA, PERFIL DE LiPIDOS Y TRIGLICERIDOS.

Los niveles de glucosa, colesterol total y triglicéridos fueron evaluados por medio del equipo
CardioChek™ (Polymer Technology Systems, Inc. Indianapolis, USA) y la muestra de sangre fue
obtenida de la vena caudal.
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MODELO DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS

La tarea de reconocimiento de objetos esti basada en el paradigma etoldgico de preferencia por la
novedad. Este modelo ha sido utilizado para evaluar memoria episédica. La prueba se divide en una
sesion de habituacién al campo abierto y dos de interaccién con los objetos en el campo abierto. Se
utiliz6 un campo abierto de acrilico de 45 x 30 x 15 cm. En la sesién de habituacion, los animales
permaneceran en el campo abierto por 30 minutos y luego seran llevados a su jaula-hogar. Después de
un intervalo de 24 horas se colocaron dos objetos del mismo tamafio y volumen en las esquinas del
campo abierto, a las ratas se les dejara explorar por 5 minutos y luego seran llevadas a su caja hogar.
Finalmente, luego de un intervalo de 1 y 24 horas, cada animal serd colocado nuevamente en el campo
abierto donde se les colocaran previamente un objeto familiar y uno novedoso y se les dejara explorar la
arena por 5 minutos. En ésta prueba, se evalué la frecuencia y el tiempo dedicado por los animales a la
interaccion con cada uno de los objetos y con los datos obtenidos se calculé el indice de reconocimiento.

PRUEBA DE ACTIVIDAD ESPONTANEA.

Para determinar que no haya alguna alteracién motora que interfiera con la realizacion de la prueba de
aprendizaje se evaluo la actividad espontanea de las ratas utilizando un aparato automatico que contiene
celdas fotoeléctricas cuya interrupcidn genera un impulso eléctrico que se procesa y genera un evento o
cuenta (Opto-Varimex; Ugo Basile Italia). Esta evaluacidon se realizard en un cuarto completamente
oscuro y durara 5 minutos, durante este tiempo se midieron los siguientes parametros: actividad total,
actividad ambulatoria y actividad vertical.

4. RESULTADOS

Inmediatamente ddespués de la cirugia se iniciaron las dietas. Se hizo monitoreo diario de la cantidad de
alimento ingerido por los roedores y semanalmente del peso corporal. Con el promedio de la ingesta
diaria de alimento se realiz6 la figura 1a en donde se puede observar que el grupo de OVX+DN+VEH
tienen una ingesta mayor que los otros grupos. Del promedio del peso corporal de los roedores se realizd
la figura 1b en donde se observa que el grupo de OVX+DAG+VEH tiene mayor ganancia ponderal.
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Figura 1. a) Ingesta diaria de alimento (g) en los grupos experimentales durante 9 semanas. b) Efecto de la dieta
sobre el peso corporal. Cada barra representa la media + EE, n=10. *p<0.05 vs OVX+DN+VEH. OVX+DN+VEH:
ovariectomia, dieta normal y Vehiculo. OVX+DAG+VEH: ovariectomia, dieta alta en grasa y vehiculo. OVX+DAG+TIB
0.1 ovariectomia, dieta alta en grasa y TIB 0.1 mg/kg

A las 4 y 9 semanas del tratamiento, a todos los grupos experimentales se les determinaron los
siguientes parametros bioquimicos: a) glucosa, y b) colesterol HDL y d) triglicéridos. De estos datos se
obtuvo la figura 2. Se observa que a las cuatro semanas ningln parametro se modifica, sin embargo en



el grupo de OVX+DAG+VEH a las nueve semanas hay un aumento de los niveles de glucosa y
triglicéridos.
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Figura 2. Efecto de la dieta sobre a) glucosa, b) colesterol total, c) colesterol HDL y d) triglicéridos. Se representa EE,
n=10. *p<0.05 vs OVX+DN+VEH. OVX+DN+VEH: ovariectomia, dieta normal y Vehiculo. OVX+DAG+VEH:
ovariectomia, dieta alta en grasa y vehiculo. OVX+DAG+TIB 0.1 ovariectomia, dieta alta en grasa y TIB 0.1 mg/kg

La figura 3 muestra los resultados del indice de reconocimiento en la prueba de ROB, 1 y 24 horas
después de la exposicion a los objetos familiares. Al analizar los datos se observd diferencia significativa
en el grupo de OVX+DAG+VEH con respecto al grupo control.
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Figura 3. Efecto de la dieta sobre Efecto de la dieta sobre la capacidad cognitiva de la rata ovariectomizada en un
modelo de reconocimiento de objeto nuevo. Se representa EE, n=10. *p<0.05 vs OVX+DN+VEH. OVX+DN+VEH:
ovariectomia, dieta normal y Vehiculo. OVX+DAG+VEH: ovariectomia, dieta alta en grasa y vehiculo. OVX+DAG+TIB
0.1 ovariectomia, dieta alta en grasa y TIB 0.1 mg/kg.



Con el fin de descartar alguna alteracion locomotriz que hubiera interferido con prueba de aprendizaje se
evalué la actividad espontanea a todos los roedores. Con los resultados se obtuvo la figura 5. En ningan

caso hay diferencia significativa.
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Figura 5. Efecto de la dieta sobre la a) actividad total, b) vertical y c) ambultoria Cada barra representa la media + EE del nimero de
cuentas de la actividad total en 5 minutos, n=5. DN+Intactas: Dieta normal+Intactas. DAG+SHAM: Dieta alta en grasa+Cirugia
simulada. DAG+OVX: Dieta alta en grasa+Ovariectomia.

5. CONCLUSION

El hipoestrogenismo condicionado por la OVX parece modificar la ingesta de alimento, la ganancia
ponderal, asi como la glucosa basal y el perfil de lipidos. Los datos obtenidos sugieren que la DAG
disminuye el indice de reconocimiento.
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