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ABSTRACT

Introduction. Menopause is defined as a normal physiological process in women,
where there is a cessation of ovarian follicular activity and with it the menstrual
cycle, which leads to a decrease in the synthesis and secretion of estradiol, which
exerts its function in the cardiovascular, central nervous and bone systems. This
decrease will affect the REDOX regulation and balance, increasing the oxidative
damage in different tissues. This is the case of bone tissue, where oxidative
damage is involved in decreasing its density. To counteract the negative effect of
the REDOX imbalance, there are certain foods that possess estrogenic capacity,
in addition to antioxidants that could regulate and avoid processes such as
osteoporosis. Therefore, we have decided to evaluate the REDOX parameters in
bone tissue in the menopausal rodent model with estrogenic treatments.

Material and method. The use of animals was carried out under standard
bioethics procedures (Guide for the care and use of laboratory animals, 2011)
(bioethics certificate Acta 010/2016). For the rodent model of menopause, 20
females were selected from the Sprague-Dawley strain, which were
ovariectomized (OVX) (protocol OECD 440, 2007), using another 5 rats as NO
OVX control. 2 months after the OVX, estrogenic treatments were administered
for 35 days. The groups were randomly assigned according to the following
distribution: GO: NO OVX; G1: OVX; G2: OVX + estradiol; G3: OVX + Vegetable
oil; G4: OVX + Phytosterols. After this time, REDOX parameters (antioxidant
defense CAT and TRAP, oxidative damage TBARS) were determined in the bone
tissue of each study group (section of the proximal tibia).

Results and Discussion. There are significant differences in the REDOX
parameters when GO is compared with the rest of the experimental groups. The
latter have a high level of oxidative damage and low antioxidant capacity with
respect to the control, which is favorably modified in those with estrogenic
treatment.

Conclusion. There are natural products that present in their chemical
composition different compounds that induce an estrogenic and antioxidant
response, which attenuates bone deterioration, thus regulating the REDOX state.

Key words: Menopause, oxidative stress, reactive oxygen species, REDOX
balance, osteoporosis, estrogenic treatments.
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RESUMEN

Introduccion. La menopausia es definida como un proceso fisioldégico normal en
la mujer, donde existe un cese de la actividad folicular ovarica y con ello del ciclo
menstrual, lo que conlleva a una disminucion en la sintesis y secrecién de
estradiol, el cual ejerce su funcion en los sistemas cardiovascular, nervioso
central y 6seo. Dicha disminucién va a afectar el la regulacién y el equilibrio
REDOX, aumentando el dafio oxidativo en diferentes tejidos. Es el caso del tejido
0seo, donde el dafio oxidativo esta involucrado en la disminucién de su densidad.
Para contrarrestar el efecto negativo del desbalance REDOX, existan ciertos
alimentos que poseen capacidad estrogénica, ademas de antioxidantes que
podrian regular y evitar procesos como osteoporosis. Por lo que, nos hemos
planteado evaluar los parametros REDOX en tejido éseo en el modelo roedor
menopadsico con tratamientos estrogenicos.

Material y Meétodo. La utilizacibn de animales se llevd a cabo bajo
procedimientos estandares de bioética (Guide for the care and use of laboratory
animals, 2011) (certificacion bioética Acta 010/2016). Para el modelo roedor de
menopausia, se seleccionaron 20 hembras de la cepa Sprague-Dawley las
cuales fueron ovariectomizadas (OVX) (protocolo OECD 440, 2007), utilizando
otras 5 ratas como control NO OVX. 2 meses después de la OVX, se
administraron durante 35 dias los tratamientos estrogénicos. Los grupos fueron
designados aleatoriamente segun la siguiente distribucién: GO: NO OVX; G1.:
OVX; G2: OVX + estradiol; G3: OVX + Aceite de palta; G4: OVX + Fitoesteroles.
Transcurrido el tiempo, se determinaron parametros REDOX (defensa
antioxidante CAT y TRAP; dafo oxidativo TBARS) en el tejido 6seo de cada
grupo de estudio (seccién de la tibia proximal).

Resultados y Discusién. Existen diferencias significativas en los parametros
REDOX cuando se compara GO con el resto de los grupos experimentales. Estos
ultimos poseen un elevado nivel de dafio oxidativo y baja capacidad antioxidante
con respecto al control, el cual es modificado favorablemente en aquellos con
tratamiento estrogénico.

Conclusion. Existen productos naturales que presentan en su composicion
quimica diferentes compuestos que inducen una respuesta estrogénica y
antioxidante, lo que atenda el deterioro 6seo, regulando asi el estado REDOX.

Palabras Claves: menopausia, estrés oxidativo, especies reactivas del
oxigeno, balance REDOX, osteoporosis, tratamientos estrogénicos.
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1. INTRODUCCION

La menopausia es un proceso fisioldgico normal en la mujer, que comienza a la
edad de 45 a 55 afos, donde existe un cese de la actividad folicular ovarica y con
ello del ciclo menstrual, definiéndose después de transcurrido un afio de la dltima
menstruacion, donde existe una disminucion de la sintesis y secrecion de
estradiol (Doshi SB. & Agarwal A, 2013), el cual presenta una funcién reguladora
a nivel de los diferentes sistemas, como el Sistema Reproductivo,
Cardiovascular, Sistema Nervioso Central y en Tejido Oseo. Ademas, al estradiol
se le atribuyen propiedades que pueden actuar como moduladoras de la actividad
antioxidante (Sharma T. et al 2015). La menopausia se presenta en una edad
laboralmente activa y que afecta, tras los cambios que se generan, la salud y

calidad de vida de las mujeres (Davis et al 2015).

A lo largo del tiempo se ha estudiado las diversas funciones que presentan las
especies reactivas del oxigeno (ROS), las cuales forman parte de distintos
mecanismos de sefializacidon y de regulacion. Dentro de los que se encuentra la
induccion en la sintesis de antioxidantes, procesos de reparacion, inflamacion,
controlan la migracion celular, proliferacion, sobrevida y apoptosis. Todo esto
dependiendo del tipo de célula, del oxidante que la genere y de su intensidad.
(Marotte C. & Zeni S., 2013). Sin embargo, cuando existe un desbalance en la

1



produccion de ROS y de su regulacion, se produce estrés oxidativo, o que se
define como “un desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes” (Sekhon
L. & Argawal A., 2013), en donde los elementos celulares se ven expuestos a
diversas fuentes que van a producir una alteracién en el balance entre las
sustancias prooxidantes y los mecanismos antioxidantes (AOX) quienes son los
encargados de disminuir la produccién de ROS. Esto puede ocurrir por un déficit
de las defensas AOX, o por un incremento exagerado en la producciéon de ROS.

(Gutiérrez J., 2002).

Se ha visto que el declive de estrégenos puede afectar el equilibrio REDOX
aumentando los niveles de dafio oxidativo en los diferentes tejidos,
especialmente en el Tejido Oseo donde el aumento de ROS se involucra la
disminucién de su densidad por el aumento de la resorcién tras la activacion

osteoclastica (Doshi S. et al 2013).

Durante los dltimos afios se han sugerido el uso de diversos tratamientos para
mujeres en la menopausia en lugar del reemplazo hormonal tradicional. Esto
debido a que no todas las mujeres posmenopausicas con sintomas de la
menopausia se consideran candidatas probables para recibir terapia hormonal, y
porque el tratamiento de reemplazo hormonal estda asociado a riesgo de
desarrollar cancer de mama, accidente cerebrovascular y/o complicaciones

cardiovasculares. Dentro de los tratamientos alternativos que se sugieren



incluyen medicamentos no hormonales, remedios herbales, vitaminas, minerales
y suplementos antioxidantes entre otros. En base a esto ultimo, se ha visto que
una dieta balanceada con cantidades adecuadas de vitaminas, minerales y otros
nutrientes juega un papel importante en la prevencién y el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, osteoporosis, obesidad, diabetes, cancer,
depresion y otras enfermedades relacionadas con la menopausia (Behr et al
2012). En base a esto, se ha estudiado la existencia de ciertos alimentos que
posean propiedades estrogénicas (D Abrosca B. et al 2017) las cuales podrian
regular el equilibrio REDOX en hueso. En estudios previos realizados en el
Laboratorio de Toxicologia de la Universidad de Valparaiso se evidencio la
estrogenicidad del aceite de palta y fitoesteroles en vagina y utero de un modelo
roedor de menopausia. Ademas, debido a que el fitoesterol presenta dentro de
sus componentes [-sitosterol, este seria capaz de unirse a los receptores de
estrégeno REa y con mayor afinidad al REB y actuar de la misma forma que el
estradiol en los diferentes sistemas (Ju et al, 2004). Por otra parte, el aceite de
palta presenta dentro de sus compuestos fitoesterol y acidos grasos teniendo en
mayor proporcion el acido oleico, elemento que le confieren la propiedad de ser
un alimento con capacidad antioxidante (Moreno et al 2015) demas de su
propiedad estrogénica que le permite regular los niveles de dafios que se
producen tras la diminucién del estradiol. A pesar de esto, falta evidencia que
respalde por medio de estudios clinicos y de ciencias basicas los mecanismos y

los verdaderos efectos de estos tratamientos sobre el balance REDOX en tejido



0seo, por lo que se hace interesante investigar cuales son los efectos que poseen
estos tratamientos estrogénicos como el Aceite de Palta y Fitoesteroles, sobre
los pardmetros REDOX, los que pudiesen ser una alternativa terapéutica para
tratar las manifestaciones en la menopausia y en el contexto de esta investigacion

atenuar o enlentecer los procesos vinculados a la osteoporosis.

Esta investigacion se llevo a cabo bajo la aprobacion del comité de bioética de la
Facultad de Farmacia de la Universidad de Valparaiso (Anexo 1) en las
dependencias del Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de farmacia y en el
Laboratorio de Investigacion de Estrés Oxidativo de la Escuela de Kinesiologia,

Facultad de Medicina, de la Universidad de Valparaiso, durante el afio 2017.



2. MARCO TEORICO

Las mujeres al entrar a la etapa de menopausia disminuyen la sintesis y a su vez
la secrecion de estradiol, el cual ejerce una funcion reguladora a nivel de los
diferentes sistemas, tales como: a nivel del Sistema Reproductivo, Sistema
Cardiovascular, Sistema Nervioso Central y en Tejido Oseo. El estradiol, por otra
parte, hay referencias que le asignan una funcién antioxidante (Sharma T. et al
2015) por lo que el declive de estradiol puede afectar el equilibrio REDOX
aumentando los niveles de dafo oxidativo en los diferentes tejidos, y
particularmente en el caso del Tejido Oseo donde el aumento de ROS se
involucra en la disminucién de su densidad (Doshi S. et al 2013), sin embargo,
es probable que existan ciertos alimentos que posean propiedades estrogénicas

(D Abrosca B. et al 2017) quienes podrian regular el equilibrio REDOX en hueso.



2.1 MENOPAUSIA

2.1.1 Definicion

La menopausia segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se define como
‘cese permanente de la menstruacion, determinado de manera retrospectiva,
después de 12 meses consecutivos de amenorrea, sin causas patoldgicas”. Por
otra parte, en el ambito clinico la menopausia es definida como un proceso
fisiol6gico normal en la mujer, donde existe un cese de la actividad folicular
ovarica y con ello el ciclo menstrual, definiéndose después de transcurrido un afio
de la ultima menstruacion, donde existe una disminucién de las hormonas
sexuales tales como estrogeno y progesterona (Doshi SB. & Agarwal A, 2013).
Dicho proceso, se encuentra precedido por lo que se conoce como transicion a
la menopausia, el cual constituye al periodo de irregularidad del ciclo menstrual,
y constituye la pérdida gradual de la produccién de foliculos ovéricos (Doshi SB.

& Agarwal A, 2013).

Por lo tanto, estamos hablando de un fenémeno totalmente natural sin una
connotacién patolégica o de enfermedad, al que todas las mujeres se ven
expuestas en una etapa determinada de sus vidas, generando una serie de
alteraciones y sintomatologia en diferentes érganos y sistemas, que van a

repercutir en la calidad de vida de las mujeres menopadsicas.



2.1.2 Descripcion (rango etario)

La menopausia se encuentra comprendida entre los 45 y 55 afos, siendo la edad
promedio los 50-52 afos, esto se cumple en las diferentes culturas y razas. Sin
embargo, puede existir el cese de la menstruacion antes de los 40 afios, lo cual

es considerado como la menopausia precoz (Dul A., 2009).

2.1.3 Menopausia Precoz

La menopausia esta asociada al proceso de envejecimiento reproductivo, por
ende, es catalogado como un proceso natural por el cual toda mujer ha de pasar.
Sin embargo, pueden existir otras causas que adelanten la menopausia sin estar
asociado directamente con los cambios que existen producto del envejecimiento
(Doshi SB. & Agarwal A, 2013). Dentro de las causas a las que se le hace
mencion son las cirugias como la histerectomia (extraccion del Utero) y la ligadura
tubdrica; la quimioterapia; la insuficiencia ovarica prematura, el habito tabaquico;
un alto indice de masa corporal; la diabetes mellitus tipo 1; el hecho de que no
haya tenido embarazos anteriormente y por ultimo, las causas producto de una

mala accion médica (dafio iatrogénico) (Dul A., 2009).



2.1.4 Incidencia

Alrededor del 10% de la poblacién mundial esta en el periodo postmenopausico
y cerca de 25 millones de mujeres en el mundo entero, entran en este periodo

cada ano.

En el afio 1990 la poblacién mundial que se encontraba en la edad promedio de
inicio de la menopausia era de aproximadamente 470 millones de mujeres, donde
128 millones (un 27% del total) correspondian a paises desarrollados (economia
de mercado) y sélo el 7% correspondian a Latinoamérica, Africa y el Medio
Oriente. Sin embargo, para el 2030 se estima que el nimero total de mujeres
postmenopausicas a nivel mundial ascendera alcanzando 1.200 millones

representado en la Tabla 1 (Hill K., 1996).



Tabla 1. Resumen Estadistico de Mujeres en Edad Menopausica en el Mundo por
Regiones, 1990 a 2030. (Hill, 1996)

{a) Numbers of Women Aged 50 and Cver | 000)

Region Year
: 1590 2000 2010 2020 2030

Sub-Saharan Africa 26,022 34,280 45,714 63,999 90,735
Imdia 57,570 72,000 M3 127,909 168,507
China 92986 115,388 160,240 17,387 201,383
Otther Asia & Islands 44,394 57,610 2314 116,470 154,749
Latin Ameria 31,088 42,083 60,140 um 11,751
Middle Eastern Crescent 29,531 38,085 54,767 77.133 106,529
Ex Sociakist Europe 57,367 62,642 72,449 75,797 81,748
Market Economies 128,112 147,352 171,615 194,544

Warld 467,090 569,440 742,150 67 463 1,200,195

1&]MWMMNHWQ’T¢MWHNI

Sub-Saharan Afmnca 510 L1 5.62 b.62
India 6,78 T_1 & 823 996 197
China 8.0 B9 11,28 1477 17,08
Onher Asia & lulands 650 116 2.9 11.38 13.82
Latin America T.00 . 956 1144 14.99
Middle Eastern Crescent 587 567 &.77 186 2.21
Ex Socilst Europe 16.57 17.37 19.30 19.50 2041
Market Ecomombss 1606 17.54 19,72 21.87 J1B%
World 57 *23 10,53 [ Jr k] 13,73
ic) Medion Age of the Female Pmﬁu'm-: Aged 50 and Ower

Sub-Saharan Alrca b k] 598 53 5.9

Imdia -ﬁﬂ.l Gl 6 604 B 6.5

China (IR 618 0.6 61.1 63.7

Other Asia & Islands 60,3 69 599 607 622

Latin America 61.2 1.2 6.0 61.7 611

Middie East Crescent 0.6 6].2 e 607 615

Ex Socialisi Europe 618 656 642 G654 &749

Market Economies 49 650 .8 &6 6.2

World 622 624 61.7 62.2 615



2.1.5 Importancia

Las mujeres hoy en dia a nivel pais tienen una mayor participacion en el campo
laboral, lo cual queda demostrado tras la encuesta nacional de empleo del afio
2016 realizada por el instituto nacional de estadistica (INE), que comprobé que
cerca del 48% de las mujeres mayores de 15 afios se encuentran en actividad
laboral, a su vez, el 62,2% son mujeres sobre los 45 afios que participan en
alguna actividad laboral y el 59,4% se encuentran en alguna ocupacion. Por otra
parte, existe una tendencia mundial con un nimero mayor de mujeres en relacién
con el numero de hombres, sin embargo, son las mujeres quienes presentan una
mayor esperanza de vida. En Chile existen cerca de 7.414.844 mujeres, dentro
de las cuales 1.934.210 corresponden al rango etario de 45 aflos y mas, siendo
éste el grupo mayoritario en nuestro pais. Por consiguiente, si se considera el
rango etario en el cual las mujeres comienzan el proceso de menopausia
corresponde a una edad laboralmente activa que se puede ver alterada y/o

mermada por comorbilidades asociadas a los efectos de la menopausia.
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2.1.6 Efectos Hormonales

El control hormonal que determina la madurez folicular depende del eje
Hipotalamo-hipdfisis —gonadal, que modula la etapa reproductiva en la mujer.
Durante la pre-menopausia existe una regulacién del ciclo menstrual mediante la
liberacién de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), la cual estimula la
sintesis y liberacion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona
luteinizante (LH) por la glandula pituitaria anterior. A través del aumento de FSH
se estimula la produccién, a nivel de los foliculos ovaricos, de estradiol e inhibina
B, las cuales van a realizar un feedback sobre la hip6fisis e hipotalamo regulando
de esta forma, la produccién de GnRH, LH y FSH. Esta produccién coordinada
y programada permite el desarrollo de los foliculos ovaricos, ovulacion y
menstruacion. Sin embargo, tras la menopausia, existe una disminucion del
namero de foliculos, por ende, existe una disminucion en la produccion de
estradiol y de inhibina B, lo que conlleva a un cese de la menstruacion (Davis SR.

et al 2015).

En relacion a lo anteriormente descrito, la menopausia genera cambios
hormonales, dentro de los que se destaca el aumento de la hormona foliculo
estimulante (FSH), debido a una disminucién de la produccion de inhibina B, la
cual es una glicoproteina dimérica cuya funcion es suprimir a la FSH mediante

un feedback negativo a nivel de la glandula Pituitaria y el Hipotalamo. Ademas,
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tras el paso de los afios en la etapa post-menopausica, existe también un

aumento de la hormona luteinizante (LH) (Dul A., 2009).

Los 6rganos reproductivos femeninos jévenes e indemnes responden de manera
Optima a nivel sistémico producto de la accion reguladora que cumple el estradiol,
sin embargo, existen varios procesos que contribuyen a disminuir la funcién
ovarica y generar el desarrollo de la menopausia, estos incluyen: hipotalamo y
envejecimiento funcional de los ovarios; factores ambientales, genéticos y estilos
de vida; y por ultimo sistémico a través de enfermedades. El envejecimiento
hipotalamico conduce a la liberacion desincronizada de gonadotropina (GnRH) y
por ende, una alteracién del aumento de la liberacion de la hormona luteinizante
(LH). Estos cambios en el sistema nervioso central, junto con los ovarios
envejecidos, afectan la maduracién del foliculo ovarico, la produccion de
hormonas (inhibina B, hormona anti-Mullerian (AMH) y estradiol) y la ovulacion.
Esto conduce a irregularidades en el ciclo y al aumento hormona foliculo

estimulante (FSH) (Davis SR. et al, 2015).

Juntamente con el aumento de los niveles de FSH y LH, existe a su vez una
disminucién importante del estradiol, el cual es una hormona lipofilica cuya
funcidn es generar las caracteristicas sexuales secundarias femeninas; por otra
parte, el estradiol permite un control lipidico por medio del aumento de las

lipoproteinas de alta densidad (HDL) y una disminucién de las lipoproteinas de
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baja densidad (LDL). Ademas, dentro de sus funciones se le atribuye un rol
antioxidante. Sin embargo, las funciones antes descritas se ven alteradas en
estados menopausicos generando diferentes trastornos en los diferentes

sistemas (Dul A., 2009).

Otra hormona que se ve afectada producto de la menopausia es la progesterona,
quien disminuye en este proceso y con ello también lo hacen sus funciones
principales correspondiente a estimular la etapa secretora del endometrio con el

fin de preparar al Gtero para el embarazo (Doshi SB. & Agarwal A., 2013).

2.1.7 Fisiologia

La menopausia es producto de una disminucién en la produccion de inhibina B,
quien corresponde a una glicoproteina dimérica. Esta en niveles normales genera
un feedback negativo en la pituitaria anterior inhibiendo la secrecion de la FSH al
inicio del ciclo menstrual. Sin embargo, producto del envejecimiento la inhibina B
disminuye y con ello el feedback se ve alterado, por o que se genera un aumento
de FSH provocando un aumento en el reclutamiento de foliculos y de su
liberacion acortando el ciclo menstrual y a su vez lo hace mas irregular (Fase de
transicion a la menopausia) (Dul A., 2009). Esto hace que la disponibilidad de

foliculos disminuya a tal punto que los ovarios dejan de responder al aumento de
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FSH, por lo que la ovulacion disminuye y con ello la funcién del cuerpo Ilteo, por
lo que los niveles de progesterona también se ven afectados. Ademas, las células
granulosas disminuyen su funcién lo que afecta a su vez la produccion de
estradiol. El organismo en respuesta a estos cambios aumenta la produccién de

la LH, la cual va a estimular la secrecion de androgenos (Dul A., 2009) (Fig. 1).

K K La menopausia s causada por el agotamiento de los foliculos primordiales en
| Dep\euﬁn Folicular | los ovarios. Las hembras tienen |a cantidad méxima de ovocitos a las 20
T icion Temp dela F i * de gestacion. La cantidad folicular disminuye gradualmente a Io largo
de la vida hasta aproximadamente los 52 afios, cuando la cantidad s& agota.
Acelera

v Postmenopausia

| L Foliculos reclutados I—"
/ v
1 Cuerpo l Alargamiento del l

l 4 Celulas Granulosas | I Luteo Ciclo

| L Inhibina B 4 Estradiol | HD[r{mona 4 Progesterona

1 Feedback negativo sobre Mejar indicador de _
ituitaria e _hipofisis I 1 SHBEG l I T LH l reserva folicular

T FSH Al prlnclpln de la transicién a la menopausia, los ciclos menstruales se vuelven
T més cortos y mas irregulares, lo que lleva a una pérdida folicular
Disminucidn general de acelerada en los 10 afios previos a la menopausia. eventualmente, el grupo folicular
andrégenna pero mantencion se agota significativamente, lo que lleva a ciclos anovulatorios con solo ovulacion
Reclutamiento temprana del foll'culo] . : ocasional. Las mujeres per icas tienen ofi rea (= 35 dias entre
| P relativ. altas de Testosterona. ciclos) & hipomenorrea (hemorragias mas leves).

Fase folicular mas corta del I

ciclo menstrual

Concentracion Hormonal PRE y POST- Menopausia

- Pre-Menopausia

_| Ciclos mas Cortos | Disminucién menor
debido a la depuracidn ) - Post Menopausia
hepatica mas rapida e Concentracion de Principalmente por
inhibicion preferencial andrégenos mucho mas aromatizacian

dela FSH alta que los estrogenos periférica de
b ¢ androstenediona
/ suprarrenal y ovarica

FSH LH Estradiol Estrona Androstenediona Testosterona

Figura 1. Fisiologia del proceso de menopausia (Modificado desde A., 2009).
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2.1.8 Efecto Sistémico

2.1.8.1 A nivel cardiovascular

Tras la disminucion del estradiol, se pierden muchas de sus funciones, dentro de
ellas es ser un cardio-protector, ya que participa en la formacién de vasos
colaterales, ademas se le atribuye efectos favorables sobre la insulina, la glucosa
y la estabilidad de las lipoproteinas tales como, la lipoproteina de alta densidad
(HDL) y la lipoproteina de baja densidad (LDL). Es por esto, que al existir una
variacion en los niveles de estrégeno es posible encontrar una alteracion a nivel
de los é&cidos grasos libres, lo que aumenta en ellas el riesgo de padecer

aterosclerosis (Doshi SB. & Agarwal A, 2013).

Por otra parte, en las mujeres postmenopausicas, se ha visto una sobreexpresion
de los receptores de angiotensina AT-Il, juntamente con una disminucion del
oxido nitrico (ON) y un aumento de la musculatura lisa a nivel de los vasos
sanguineos, lo cual conlleva a generar disfuncién endotelial y por ende una mayor
vasoconstriccion disminuyendo el flujo hacia los tejidos periféricos, aumentando

asi el gasto cardiaco. (Doshi SB. & Agarwal A, 2013).
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2.1.8.2 A nivel vasomotor

Existen cambios a este nivel que implican sofocos (sensacion repentina de calor
en la zona del rostro, cuello y pecho) o sudores nocturnos los cuales son seguidos
por escalofrios. Esta sensacion tiene una duracion de 1-5 minutos, siendo més
comun su ocurrencia por las noches, lo que altera el suefio y provoca una mayor
fatiga. Sin embargo, puede darse también producto del estrés, el encontrarse en
un ambiente calido o simplemente por el hecho de haber consumido algun

alimento picante y/o irritante (Doshi SB. & Agarwal A, 2013).

La regulacion de la temperatura esta dada por el centro termorregulador que se
ubica en el area preoptica medial del hipotalamo. Cuando existe una disminucion
del estradiol no se genera un aumento de la estimulacion de la norepinefrina, un
aumento de la activacion de la serotonina y a su vez un aumento de la actividad
de los péptidos opioides centrales. Al producirse todas estas activaciones se
provocara un estrechamiento de la neutralidad térmica en el centro
termorregulador, lo que significa que a un menor ascenso de la temperatura
corporal se va a activar los mecanismos para disipar el calor dentro de ellos el
sudor y la vasodilatacion. Del mismo modo, tras disminuir en pocos grados la
temperatura corporal se van a activar los mecanismos para conservar el calor,

dentro de ellos los escalofrios y el temblor (Dul A., 2009).
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El sofoco se da producto del aumento de la temperatura a nivel central, lo que
conlleva a una vasodilatacion a nivel de la piel, aumentando la presion arterial

sistélica, la frecuencia cardiaca y la tasa metabdlica (Dul A., 2009).

2.1.8.3 A nivel del endometrio y el tracto urogenital

En el endometrio producto de la menopausia existe una atrofia del tejido epitelial
y con ello una atrofia vaginal, ya que los niveles de estradiol y progesterona, que
eran los encargados de estimular la hiperplasia de las células epiteliales, se
encuentran disminuidos. Ademas, existen cambios en el tracto urogenital, en
donde hay una disminucion de la vascularizacién de dicha zona lo cual favorece

la atrofia (Dul A., 2009).

Por otra parte, se produce irritacion, ardor, prurito y falta de lubricacion en la zona
urogenital, y existen ademas cambios en el pH en donde este se vuelve mas
alcalino (pH 4,5) lo que favorece la generacion de infecciones. También, existen
alteraciones a nivel del tejido conectivo lo que afecta la laxitud de estructuras
ligamentosas del piso pélvico llevando a una incontinencia urinaria y en casos

graves el prolapso de estructuras pélvicas (Dul A., 2009).
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2.1.8.4 A nivel de Hueso

A nivel de tejido 6seo existe disminucion de la densidad de éste, producto de la
perdida de estradiol, el cual desempefiaba un rol importante en la regulaciéon de
la relacion que existe entre osteoblastos y osteoclastos. Ademas, se describe que
es uno de los elementos involucrados en la forma y desarrollo del tejido éseo
durante el crecimiento y regula la homeostasis 6sea en la etapa mas adulta
(Manolagas S. et al, 2013). Todo esto debido a que el estradiol estimula a
diferentes células, dentro de estas se encuentran, los condrocitos, células
periostial, osteoprogenitora (con el fin de disminuir la resorcién 6sea) y regulan

la accion de los osteoclastos (Manolagas S. et al, 2013).

También se ha descrito que el estradiol es el encargado de inhibir a los
precursores hematopoyéticos de osteoclastos y promover la diferenciacion de las
células mesenquimales para osteoblastos, ademas de estimular y mantener la
sobrevida de los osteoblastos y osteocitos. Sin embargo, debido al declive de
estradiol, y al aumento de la FSH, existe un aumento de las citoquinas
inflamatorias tales como interleuquina (IL)- 4, IL-10 e IL-12, y el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a), siendo este ultimo uno de los actores importantes en la
perdida de densidad Osea, ya que estimulan la actividad osteoclastica y

favorecen su sobrevida. (Doshi SB. & Agarwal A, 2013).
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La remodelacion ésea esta dada principalmente por la actividad osteoclastica,
quienes son los encargados de la resorcién de la matriz ésea, y la actividad de
los osteoblastos quienes estdn a cargo de la sintesis de hueso laminar. Las
actividades de estos dos tipos celulares se regulan mediante diferentes
mecanismos de sefalizacion que interactian entre si, dentro de esos
mecanismos de sefalizacion se encuentran el receptor activador del factor
nuclear kB (RANK), los cuales se expresan en los osteoclastos, y RANK ligando
(RANKL), los cuales se expresan en las células 6seas (osteocitos) y en los
osteoblastos. La union de RANKL a RANK va a estimular la diferenciacion del
precursor de osteoclasto (precursor hematopoyético) a osteoclasto maduro, por
ende, estimula su actividad. Sin embargo, esta diferenciaciéon se ve contra-
regulada por medio de la Osteoprogenitora (OPG), la cual es secretada por los
osteoblastos en respuesta a la estimulacion del estradiol, en donde la OPG va a
unirse a los receptores RANKL inhibiéndolos interrumpiendo el proceso descrito

anteriormente (Kennedy P. et al, 2013) (Fig. 2).

En las mujeres menopadsicas los niveles de estradiol se encuentran muy
reducidos, por lo que no estimulan a los osteoblastos para que secreten OPG,
traduciéndose en un aumento de la actividad de RANKL, aumentando la
diferenciacion y proliferacion de los osteoclastos, lo cual conlleva a un
desequilibrio entre la resorcion 6sea y la formacién de hueso, aumentando la

perdida de hueso trabecular y con ello la perdida de densidad mineral 6sea,
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generando osteoporosis. Por otra parte, la disminucion y perdida de estradiol va
a llevar a una sensibilizacion en la capacidad del hueso a responder frente a los
niveles de la paratohormona (PTH), por lo que a niveles bajos de PTH se liberara

facilmente calcio desde el tejido éseo (Dul A., 2009).

diferenciacion de PRECURSOR DE

Osteoclasto

/—' OSTEOCLASTO

Intercambio
de aniones

Podosoma

Osteopontino.

&EOBLASTO
Borde con Volantes
\ v HUESO
‘\ - Disolucién sales de hueso

- Degradacion de matriz
.. fragmentos de
colageno

Canal de
Cloro
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(pH ~4)

Ca?* PO,

Figura 2. Resorcion 6sea y la relacién osteoclasto/osteoblasto (Modificado desde
Kennedy P. et al, 2013). Receptor activador del factor nuclear kappa beta (RANK) se
expresa en los osteoclastos, lo que permite que las sefiales de otros tipos de células
afecten su ciclo de vida y actividad. Ligando RANK (RANKL) se expresa en las células
de la médula y los osteoblastos. La unién de RANKL a RANK estimula la formacion,
diferenciacion y activacion de osteoclastos, los cuales tras unirse por medio de los
podosomas y sus proteinas de adhesion (osteopontinas) crean un pozo de resorcién que
se sella desde el hueso adyacente. Varios &cidos (por ejemplo, acido citrico, acido
lactico) se liberan desde las mitocondrias y las vesiculas secretoras. Los iones de
hidrégeno también se liberan a través de las acciones de la anhidrasa carboénica (CA) y
las bombas de protones de vacuolar ATPasa. Esto crea un ambiente acido en el pozo
de resorcion, lo que da como resultado la disolucion de la sal de hueso. Las enzimas
proteoliticas catepsina K (CakK) se liberan de los lisosomas en el osteoclasto. Estas
enzimas descomponen la matriz 6sea de coladgeno y son mas activas en un ambiente
acido. Los materiales dentro del pozo de reabsorcion se fagocitan y se mueven a través
de la célulay se liberan a la sangre provocando un aumento en la concentracion de iones
en la sangre.
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2.1.9 Envejecimiento

Segun la OMS el envejecimiento desde el punto de vista biolégico es “la
consecuencia de la acumulacién de una gran variedad de dafios moleculares y
celulares a lo largo del tiempo, lo que lleva a un descenso gradual de las
capacidades fisicas y mentales, un aumento del riesgo de enfermedad, y

finalmente la muerte”.

El envejecimiento reproductivo marca un cambio en el eje hipotalamo-hipdfisis-
gonadal, donde la base radica en la deplecién de los ovocitos en el ovario,
llevandolo a un estado no funcional, pero este cambio no depende de la edad
cronolégica de la mujer, sino que mas bien de cambios endocrinos y funcionales
propios del proceso menopausico, causando hipoestrogenismo y altas

concentraciones de FSH (Davis et al 2015).
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2.1.10 Osteoporosis / Fracturas

La osteoporosis es una patologia en la cual el tejido 6seo en especial el hueso
trabecular, pierde su densidad, provocando que los huesos se vuelvan mas
fragiles y por ende estén mas predispuestos a fracturas. Segun la International
Osteoporosis Foundation (IOF) la osteoporosis en las mujeres mayores de 45
afnos es un problema de salud frecuente que conlleva a fracturas dentro de las
que se destacan la fractura de cadera, columna y muieca, las cuales afectan a
una de cada tres mujeres mayores de 50 afios en todo el mundo. Del mismo
modo la IOF plantea que una de cada tres mujeres y uno de cada cinco hombres
mayores de cincuenta afios experimentaran una fractura por osteoporosis a lo
largo de su vida. Ademas, se habia predicho que en los afios comprendidos entre
el 2005 y el 2015 habria aproximadamente 5,2 millones de fracturas por
osteoporosis en mujeres de Estados Unidos mayores de 45 afos, lo cual significd
para la salud un gasto de US$ 45 mil millones. Se calcula que, en Chile durante
el afio 2008, hubo 5.236 y 2.104 fracturas de cadera, respectivamente, entre las
mujeres (45 afios o mas) (IOF, 2012). Todo lo anterior, se condice con el periodo
de edad en que las mujeres inician la menopausia y por ende experimentan los
cambios fisicos antes descritos, dentro de los principales se encuentra la
disminucion de la densidad ésea y con ello el aumento del riesgo de padecer

osteoporosis.
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2.2 ESTRES OXIDATIVO

2.2.1 Definicion

El estrés oxidativo ha sido definido como “un desequilibrio entre especies
oxidantes y antioxidantes” (Sekhon L. & Argawal A., 2013), en donde los
elementos celulares se ven expuestos a diversas fuentes que van a producir una
alteracion en el balance entre las sustancias pro-oxidantes y los mecanismos
antioxidantes (AOX) quienes son los encargados de eliminar las especies
reactivas del oxigeno (ROS). Esto puede ocurrir por un déficit de las defensas
AOX, o por un incremento exagerado en la produccién de ROS (Gutiérrez J.,

2002).

2.2.2 Radicales Libres

Los radicales libres se definen como aquellas especies quimicas que pueden
poseer carga 0 no y que en su orbital externo presentan uno o mas electrones
desapareados, lo cual le otorga una gran reactividad y la capacidad de interactuar

con otras moléculas celulares desestabilizandolas (Gutiérrez J., 2002).
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Los radicales libres presentan una estructura birradicalica, por lo que son muy
reactivos e inestables cinética y energéticamente, lo que conlleva a una mayor
capacidad de generar dafios estructurales de aquellas moléculas cercanas al sitio
en el que fueron formadas. Ademas, poseen una vida media muy corta, es decir,
duran milisegundos y en algunos casos nanosegundos, por lo cual se hace dificil
su medicién en las reacciones de oxidacion con otras moléculas. A su vez,
producto de estas reacciones, los radicales libres producen nuevas formas con
diferente nivel de estabilidad y toxicidad (Fernandez J, Da Silva-Grigoletto M &

Tanez-Fifianac 1., 2009).

Los radicales libres son pequefias moléculas ubicuitarias, difusibles que se
pueden formar durante diversos mecanismos, tales como, la cadena
transportadora de electrones a nivel mitocondrial y en diversos sistemas
proteicos oxido-reductasas. Durante dichos mecanismos se van a formar
especies reactivas, siendo las de mayor importancia aquellas que se van a formar
producto del metabolismo del oxigeno denominadas: “Especies Reactivas del

Oxigeno” (ROS) (Gutiérrez J., 2002).
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2.2.3 Especies reactivas del Oxigeno (ROS) y Nitrégeno (RNS)

En las mitocondrias de los organismos aerodbicos, existe la llamada respiracion
oxidativa, el cual es un proceso que permite la reduccién univalentemente del
oxigeno. Dicha reduccién es incompleta debido a que los electrones libres se
unen a la molécula de oxigeno generando las especies reactivas del oxigeno
(ROS). EIl término ROS incluiria a todas las variedades de radicales libres
propiamente dichos y aquellos atomos o moléculas que no lo son, pero que se
encuentran dentro de la clasificacién de ROS debido a su alta reactividad como
es el caso del perdxido de hidrégeno (H202) (Fernandez J. et al, 2009). Dentro

de las ROS mas comunes se encuentran:

Anion superoxido (Oze-), quien es formado tras la adicion de un electron a la
molécula de oxigeno, dando como resultado una especie altamente reactiva con
el poder suficiente para generar oxidacion lipidica, peroxidacion y dafo en el ADN

(Ecuacién 1).

(1)02 + e-=0ye-

Es considerado como la fuente primaria para la generacion de ROS, sin embargo,
el Oz+- puede reaccionar con otras moléculas desestabilizadndolas lo cual conlleva
a la produccion de especies secundarias con mayor capacidad de dafio a nivel

celular. Por otra parte, el Oz- posee una carga negativa, y una vida media mayor
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que el promedio, lo que le otorga la facultad de difundir dentro de las células
incrementando el dafio. Ademas, algunos Oz- se pueden formar tras la reaccion
del oxigeno con compuestos como las catecolaminas, o a través de las

reacciones inmunitarias como fagocitosis (Fernandez J. et al, 2009).

También se encuentran aquellas ROS que son moléculas inestables sin ser un
compuesto radical, dentro de las que se destaca el Peroxido de Hidroégeno
(H202), cuya formacion es el resultado de la interaccion de las moléculas de Oze-
con los iones de H+, ocurriendo una dismutacién (Oxido-reduccion).

Representacion quimica del H202 (Ecuacion 2).

(2) Oze- + Oze- 23 H,0, + O,

A su vez, el H202 presenta una mayor estabilidad y concentracion molar
intracelular, lo cual le permite una mayor actividad oxidativa, pudiendo difundir a
otras localizaciones celulares formando asi radicales libres, dando la posibilidad
de extender el dafio oxidativo. Como es el caso de la reaccion de Fenton, en
donde existe una reaccion catalizada por metales, y el H202 termina formando

radical de hidroxilo (OH¢). Reaccion de Fenton (Ecuacion 3).

(3) Fe3+ 02.' = Fe2+ + 02

Fe,+ + H,0, = Fes* + OH + OHe
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Por otra parte, la interaccion del Oze- y H202 va a generar OH« por medio de la

reaccion de Haber Weiss (Ecuacién 4).

(4) H,0; + Oz0-=0OH + O, + OHe

Otro ROS conocido por su capacidad de generar dafio es el OHe, el cual como
se ha indicado anteriormente, se puede obtener por diversas reacciones
(reaccion de Fenton y reaccion de Haber Weiss). A pesar de no presentar la
capacidad de difundir por medio de la membrana celular, tiene el suficiente poder
oxidante, el cual es capaz de provocar peroxidacion lipidica y dafio oxidativo en
las proteinas. Esto ultimo, ya que tiene una alta reactividad, otorgando el rol de
ser la especie mas toxica de las ROS, debido a que como se ha mencionado
tiene la propiedad de causar dafio en el lugar en el que son generados, a las
estructuras organicas estables como lo son los fosfolipidos de membrana,

colesterol y proteinas (Fernandez J. et al, 2009).

También es posible encontrar las llamadas especies reactivas del nitrégeno
(RNS), que si bien tras la respiracidon oxidativa existe una minima produccion de
oxido nitrico (ON), en las cercanias de la membrana mitocondrial, estas pueden
reaccionar con el Oz¢-, generando asi especies reactivas, tal como el peroxinitrito

(ONOO), quien es capaz de producir dafio al ADN y la nitracion de proteinas, ya
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gue posee la capacidad de modificar macromoléculas (Marotte C. & Zeni S.,

2013). Su representacion quimica es la siguiente (Ecuacion 5).

(5) Oze- + ON = ONOO

La formacién incontrolada y excesiva de dicho compuesto no sélo va a provocar
la deplecion de grupos tioles, sino que también va a generar una disminucién en
la biodisponibilidad del ON, y con ello va a inducir diversos problemas (Fernandez

J. et al, 2009).

2.2.4 Fuentes de ROS Y RNS

Dentro de las principales fuentes endégenas se encuentra la mitocondria, debido
a que durante la respiracién celular el 1% y 3% del oxigeno consumido se
convierte en ROS por parte de dicho organelo. Esto convierte a la mitocondria en
la productora del 90% de las ROS intracelular, sin embargo, existen otras fuentes
endogenas, tales como: los peroxisomas, éstos contienen oxidasas capaces de
formar H202. Del mismo modo el sistema inmunolégico, principalmente aquellas
células fagociticas presentan la enzima NADPH oxidasa unida a su membrana
atribuyéndole la capacidad de formar una gran cantidad de H20: (Marotte C. &

Zeni S., 2013).
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Existen también otras fuentes enddgenas, algunas enzimas oxidantes como la
Xantina Oxidoreductasa, la indolamindioxigenasa, la triptéfano-dioxigenasa, la
ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, la monoamino-oxidasa, el sistema de
detoxificacion hepatica del citocromo P450, acil CoA oxidasa, las NADPH/NADH
oxidasas que son formadoras de ROS como el Oze- y H202. A su vez, las fuentes
exdgenas que ayudan a la formacién de ROS, son las radiaciones ionizantes, el

humo de cigarrillo, la luz solar, entre otros (Fig. 3) (Gutiérrez J., 2002).

Enzimatica
NAD(P)H oxidasa
Lipooxigenasa
Ciclooxigenasa... Inmunitaria

NAD(P)H oxidasa

02" /
Metabodlica / \ Xenobioética

Catecolaminas
Lactato...

Mitocondrial

Herbicidas y contaminantes
Farmacos
Ozono, irradiacion, alcohol...

Figura 3: Fuentes generadoras de Oze- (Fernandez J. et al, 2009).
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2.2.5 Sistemas Antioxidantes

Tras la produccién constante de ROS, las células en respuesta desarrollan
mecanismos de defensa adaptativos de prevencion, reparacion y antioxidantes.
Estos ultimos, se definen como aquellos atomos o moléculas capaces de evitar
o bloquear a las ROS que se forman y con ello impedir el dafio oxidativo, al

sacrificar su propia integridad molecular (Marotte C. & Zeni S., 2013).

Los antioxidantes pueden interactuar directamente con el agente oxidante con el
fin de formar un radical menos activo, o simplemente pueden interferir en la
cadena de reacciones oxidativas que es la causante del dafio de los diversos
sustratos, tales como, los lipidos, proteinas, carbohidratos y el ADN (Gutiérrez J.,

2002).

Existen diversas formas de clasificar a los antioxidantes, ya sea por su origen
endogeno (en el cual son sintetizados por el organismo) o exdgenos (los cuales
son adquiridos por medio de la dieta). También pueden ser clasificados segun su

naturaleza enzimatica y no enzimatica.

a) Antioxidantes enzimaticos:
Superoxido dismutasa (SOD), este tiene la facultad de eliminar Oze- y convertirlo

en oxigeno y H202 (Ecuacion 6). Existen diferentes formas de esta enzima que
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va a depender del ion metélico que esté ligado a su sitio activo pudiendo ser
estos: cobre (Cu), zinc (Zn) o magnesio (Mn). Asi el Cu/Zn SOD se encuentran
mayoritariamente a nivel nuclear, citoplasmatico y vascular. Mientras que el Mn

SOD se halla principalmente en la matriz mitocondrial (Fernandez J. et al, 2009).

(6)20;.-+2 H" 222, H,0,+0;

A pesar de su accion, la SOD por si sola no se considera un antioxidante como
tal, debido a que produce H202, por lo que requiere de la enzima catalasa (CAT)

para descomponer a dicha molécula.

Catalasa (CAT), es una hemoproteina de 4 subunidades, las cuales se
encuentran en mayor concentracion a nivel de los peroxisomas. Se le describe
como accion principal el de transformar el H202 (producido por la beta-oxidacion

de &cidos grasos en los peroxisomas) en H20 y Oz: (Ecuacion 7).

(7) H,0, L 2H,0+ 0,

Sistema de glutation peroxidasa/glutation reductasa: El glutation reductasa (GR)
es una enzima que cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSH) a glutation
reducido (GSH) el cual sera utilizado por el glutation peroxidasa (GPx) para la
reduccion del peroxido y de lipoperoxidos, quienes son especies reactivas del

oxigeno. Se localizan a nivel del citosol, mitocondria y la membrana celular, y
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cuya sintesis pude ser modificada mediante el ejercicio, la dieta y la edad. Dicha
enzima es complementaria a la accién de CAT en la descomposicion del H202

con baja intensidad, pero con alta afinidad (Fernandez J. et al, 2009).

b) Antioxidantes No enzimaticos:

Como se menciond anteriormente, existen otros elementos no enzimaticos que
cumplen la funcion de antioxidantes actuando a nivel intracelular, extracelular o
en ambos compartimentos. Dentro de los antioxidantes intracelulares se
encuentra el glutatién reducido (GSH) el cual es un peptidico de la familia de los
tioles, cuya funcion es de ceder electrones al interactuar con radicales libres,
también, sirve como sustrato para la GPx en su rol antioxidante, y por ultimo
reduce las formas oxidadas “reciclando” el poder antioxidante de vitaminas como

la Cy E (Fernandez J. et al, 2009).

Por otra parte, se tienen antioxidantes no enzimaticos como las ubiquinonas
(coenzima Q), bilirrubina, albumina, ferritina, ceruloplasmina y &acido drico.
Ademas, se encuentran aquellos que son incorporados por medio de la dieta
como es el caso de los B-caroteno o provitamina A; a las vitaminas C (acido
ascorbico) y E (a-tocoferol); a los polifenoles antioxidantes presentes en frutas y

verduras (flavonoides, acidos fenélicos y taninos) que colaboran en la eliminacion
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de radicales libres, y ciertos micronutrientes minerales que actian como

cofactores enzimaticos (Cu, Se, Mg, Zn) (Marotte C. & Zeni S., 2013).

Un desequilibrio entre la formacion de ROS vy el actuar de los mecanismos de
defensa antioxidantes, en donde este Ultimo se ven sobrepasados, va a provocar
estrés oxidativo y con ello efectos dafiinos sobre diversas estructuras celulares.
Sin embargo, las concentraciones bajas de ROS pueden ser beneficiosas, debido
a que forman parte de distintos mecanismos de sefalizacion y de regulacion.
Dentro de los que se encuentra la induccion en la sintesis de antioxidantes,
procesos de reparacion, inflamacion, controlan la migracion celular, proliferacion,
sobrevida y apoptosis. Todo esto dependiendo del tipo de célula, del oxidante

que la genere y de su intensidad (Marotte C. & Zeni S., 2013).

33



2.3 MENOPAUSIA Y ESTRES OXIDATIVO

2.3.1 Rol del Estradiol

El estradiol es una hormona que se obtiene producto de la aromatizacion del
anillo A de la androsteneidona o de la testosterona, por medio de un complejo
enzimatico de monooxigenasa de citocromo P450, juntamente con la reductasa
NADPH/citocromo P450, la cual es una flavoproteina de amplia distribucion
(Almeida M. et al, 2016). Ambas proteinas se encuentran ubicadas dentro del
reticulo endoplasmatico de las células granulosas en ovario, en estroma adiposos
y en tejido 6seo (Simpson et al, 2002). Permitiendo la formacion de distintos tipos
de estrégeno, siendo los principales estrogenos la estrona, estriol y 17-B-
estradiol (E2), en donde a este ultimo se le confiere un mayor poder en relacién

con su funcion (Loose & Stancel, 2007).

Para que puedan ejercer su funcion se requiere de la unidn a sus receptores de
estradiol (ERs), que son parte de la familia de receptores nucleares ubicados a
nivel citoplasmatico y que permiten modular la expresion de genes especificos
(Lee et al, 2001; Rosenfeld et al, 2001). De los ERs se pueden encontrar dos
tipos: ERa y ERP (Heldring et al, 2007), el primero estd presente
mayoritariamente en el aparato reproductor femenino, principalmente Utero,

vagina y ovarios; mientras que el segundo, se encuentra en los ovarios, y en
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menor medida, pero no despreciable, a nivel de pulmones, encéfalo, huesos y

vasos (Hall y McDonnell, 1999).

Al estradiol se le atribuyen distintas funciones y una de ellas es ser un elemento
antioxidante que puede actuar en diversos sistemas, ya que puede inducir
mecanismos que regulan la sobreexpresion de ROS, dentro de los que se

encuentran:

2.3.1.1 Sistema nervioso central

El 17-B-estradiol (E2) juega un rol critico en relacion con la neuroproteccion,
debido a que disminuye la induccion de apoptosis generada por el H202 , ademas
de generar un incremento en los niveles de fosforilacion extracelular de la sefial
reguladora kinasa ¥z (p-ERK1/2) regulando a Bcl-2 y procaspasa-3, teniendo un

efecto antiapoptético (Calzada C. & Jiménez C., 2013).

2.3.1.2 Sistema Cardiovascular

El E2 permite disminuir la oxidacién de los lipidos como el LDL, ademas de

atenuar la actividad y expresion de NADPH oxidasa vascular, por lo que previene
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la formacion de placas de ateroma en los vasos circulatorios, principalmente a
nivel de las arterias coronarias, por lo que actuaria como un cardio-protector

preservando asi la funcién cardiaca (Han G. & White R., 2014).

2.3.1.3 Tejido Oseo

Se ha demostrado que la produccion de ROS es uno de los elementos que
contribuye en la formacién y diferenciacion de los osteoclastos, no obstante, una
alteracion en la produccion de estos, puede llevar a un estrés oxidativo que no
solo afecte a los osteoclastos de manera favorable, sino que también va a
generar cambios en los osteoblastos que pueden provocar incluso su muerte,
debido a que dicho estrés va a promover la translocaciéon de proteinas forkhead
(FOx0), que son las responsables de la autofagia y también de la apoptosis,
debido a que pueden inducir muerte celular con el fin de eliminar a aquellas
células que se encuentran dafiadas o alteradas. El estrés oxidativo va a anular el
secuestro de FOxO en el citoplasma por aquellos factores de crecimiento que
potencian la sobrevida de los osteoblastos, de modo que se estimulara la
actividad transcripcional de FOxO, inhibiéndose asi la accion de B-catenina
(factor que permite la osteoblastogénesis) disminuyendo la diferenciacion de los

osteoblastos (Almeida M., 2010), como se muestra en la Fig. 4.
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Figura 4. Rol del estrés oxidativo en la mineralizacién 6sea (Modificacion desde
Almeida M., 2010). Mecanismos que contribuyen al desarrollo de la osteoporosis, en
donde el estrés oxidativo, la oxidacién de lipidos y la sensibilidad a los glucocorticoides
enddgenos generan un aumento de las especies reactivas del oxigeno (ROS) induciendo
la activacion de p66 Shc provocando la apoptosis de osteoblastos y osteocitos. También
se estimula la actividad transcripcional de proteinas forkhead (FoxO), el cual disminuye
la B-catenina que actia como cofactor de los factores de transcripcion del factor de
células T / factor de potenciacion linfoide (TCF)/LEF y con ello la osteoblastogénesis. A
su vez, la oxidacion de lipidos a través de 4-hidroxinonenal (4-HNE) contribuye a la
generacion de ROS, lo cual incrementa la expresiébn de la lipoxigenasa Alox5
estimulando aun mas la oxidacion de lipidos. Los lipidos oxidados se unen y activan al
receptor gamma activado por el factor proliferador de peroxisomas (PPARYy), lo cual
contribuye en la disminuciéon de B-catenina/ osteoblastogénesis inducida por TCF. La
activacion de PPARy también conduce a un aumento de la medula dsea adiposa. Por
otra parte, la mayor sensibilidad a los glucocorticoides de los osteoblastos/ osteocitos
disminuye la angiogénesis 6sea mediada por el factor 1 inducible por hipoxia (HIF1a),
ademas del volumen de la vasculatura y el fluido lacunar-canalicular de los osteocitos.
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A su vez, FOxO juntamente con ROS estimulan la activacién de p66 Shc, el cual
es un mediador entre el estrés oxidativo y de apoptosis a nivel de osteoblastos y
osteocitos. La activacion de p66 Shc, va a activar la via de NF-kB y con ello la
produccion de citoquinas, tales como, Interleuquina 6 (IL-6) y Factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) (Almeida M., 2010). Es a este nivel donde el E2 ejerce su
funcién antioxidante, ya que va a disminuir la produccion de ROS por medio de
la regulacién e inhibicién del receptor activador del ligando NF-kB (RANKL),

elemento esencial para la formacion y maduracién de los osteoclastos (Fig. 5).

ESTRES
OXIDATIVO

Apoptosis

TNFa, IL-6

Figura 5. Rol del estrés oxidativo en la mineralizacion ésea (Modificado desde
Almeida M., 2010). El gen p66Shc es un mediador esencial de los efectos del estrés
oxidativo sobre la apoptosis, ya que media la activacién del factor nuclear potenciador
de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) y la produccién de
citocinas, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la interleuquina 6 (IL-6), por
las células osteoblasticas. Sin embargo, el estradiol (E2) y la Dihidrotestosterona (DHT)
o conocida también como androstanolona atenuan todos estos efectos mediante la
supresion de la fosforilacion de la proteina kinasaf (PKCPB) / p66Shc, tras unirse al
receptor de estrogeno (ERa) y al receptor de androstanolona (AR) activando a Quinasas
reguladas por sefiales extracelulares (ERK) las cuales inhiben a PKCR.
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Por otra parte, el E2 estimula la actividad del sistema GR/GPx, a través de la
induccién del factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2 (Nrf2),
potenciandose aun mas la actividad antioxidante. Sin embargo, tras la
menopausia los niveles de E2 disminuyen, lo que favorece el aumento de ROS
dentro de los que se destaca el H202, que va a generar la apertura de los poros
a nivel mitocondrial aumentando la permeabilidad y con ello la liberacion de
citocromo C, desencadenando la cascada de apoptosis por via intrinseca en las

células formadoras de hueso (Almeida M., 2010).

En situaciones en las que los niveles de E2 se encuentran normales, p66 Shc se
ve inhibida por medio de la supresion de la fosforilacion de PKCB/ p66 Shc, dicha
supresion va a potenciar la resistencia a la apoptosis generada por la accién de
H202. Del mismo modo la sobrevida de los osteoblastos y osteocitos esta
relacionada con mecanismos anti-apoptoticos cuya sefializacién es dependiente
de Src y quinasas del tipo MAPK, a su vez estas mismas sefializaciones que
promueven la sobrevida de lo osteoblastos, son los encargados de la muerte de
los osteoclastos (Almeida M., 2010). Por otra parte, el E2 regula que los
osteoclastos no logren su maduraciéon ni diferenciacion desde las células
progenitoras, por lo que tras la activacion del Fas ligando (FasL), a nivel de las
células hematopoyéticas, dicha diferenciacion no se lograria, de modo que el E2,
tiene como finalidad mantener el equilibrio entre la actividad de los osteoblastos

y osteoclastos, potenciando a los osteoblastos de manera directa favoreciendo
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la osteoblastogénesis, y de forma indirecta disminuyendo la actividad y
diferenciacion osteoclastica, por lo que no se veria afectada la densidad 6sea.
Sin embargo, en el caso de la menopausia, todas las acciones protectoras antes
descritas se verian afectadas producto de los bajos niveles de E2, traduciéndose
en una diminucion de la densidad 6sea y con ello un aumento de aquellas
patologias asociadas a la alteracion de la indemnidad del tejido 6seo, como es el
caso de las osteoporosis (Almeida M., 2010). Por tanto, E2 inhiben la resorciéon
Osea a través de cambios en los niveles de citoquina y factor de crecimiento,
activacion células T y produccién de ROS, evitando una condicion proinflamatoria

gue favorece la diferenciacién osteoclastogénica.

Por otra parte, el estrés oxidativo inducido por especies de oxigeno reactivo
(ROS) aumenta por un lado con el envejecimiento y / o la deficiencia de estradiol
en mujeres post-menopausicas y la reducciéon de mecanismos antioxidantes,
afectando negativamente la homeostasis 6sea y conducir a la fragilidad

esquelética (Sun et al, 2015).

Las medidas compensatorias para regular los sintomas de la menopausia estan
relacionadas con los tratamientos de reemplazo hormonal, como la terapia
hormonal, la terapia con estrogenos, la terapia con estrogenos sumado a
progestinas que puede ser secuencial o continua, terapia con andrégenos,

terapia con estrégenos mas androgenos y terapia con tibolona, que tienen como
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objetivo disminuir sintomas debilitantes y sus secuelas como regular la atrofia
urogenital, prevenir y tratar la osteoporosis y la falla ovarica prematura, ademas
de disminuir la sintomatologia vasomotora. Sin embargo, su uso permanente
puede traer diversas complicaciones, por lo que la indicacion de un tratamiento
prolongado debe ser revisada anualmente y requiere de una vigilancia estrecha

de Médico/Paciente (Arriagada et al, 2005).

Por otro lado, hoy en dia se reconoce que existen productos naturales
incorporados en la dieta que presentan actividad estrogénica, ya sea por la
similitud estructural y /o la afinidad por los receptores de estrogeno (REa y RER)
induciendo una respuesta similar al Estradiol (Eastell et al, 2016), lo que podria

atenuar este deterioro, y regular asi el estado REDOX.

41



2.4 TRATAMIENTOS ESTROGENICOS

Dentro de los productos naturales que podrian inducir respuestas estrogénicas

se encuentran:

2.4.1 Fitoestrégenos

Los fitoestrégenos poseen un origen natural y son los representantes de aquellos
productos no esteroideos que presentan actividad estrogénica, a quienes se les
atribuye la similitud estructural que existen entre ambas. La exposicion a estos
compuestos es principalmente por medio de la dieta, debido a que se realiza la
ingesta de isoflavonas, las cuales estan presentes en la soja y legumbres; los
lignanos, que se pueden encontrar en semillas, granos enteros, frutas y verduras;
y los cumestanos, que estan en alimentos como el brécoli y los brotes (Poluzzi et

al, 2014).

Los fitoestrégenos, debido a su similitud estructural con el 17-B-estradiol, pueden
unirse a los receptores de estrégeno a y B (REa y REB), siendo mas afines a los
REB, tras lo cual puede ejercer su funcion dependiendo del tejido al cual estén
asociado. Se ha visto que uno de aquellos tejidos es el 6seo, en donde los
fitoestrogenos actian inhibiendo los procesos de resorcion Osea, tras actuar

sobre el sistema RANK/RANKL (Pankova & Tsvetkova, 2015).
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2.4.2 Fitoesteroles

Los fitoesteroles corresponden a un grupo de esteroides producidos por las
plantas y son el principal componente de la dieta humana (Moreau et al, 2001).
Se pueden encontrar como dieferentes tipos de esteroles, dentro de los cuales
estan el stigmasterol, campesterol y B-sitosterol (BSSG), siendo este ultimo el

mas abundante (Merino y col., 2014).

Algunos estudios han demostrado que los fitoesteroles poseen similitud
estructural a la del colesterol y a su vez tendrian efectos estrogénicos (Malini et
al, 1992; Rosenblun et al, 1993), esto es debido a que el B-sitosterol seria capaz
de unirse a los receptores de estrogeno REa y con mayor afinidad al RERB (Ju et

al, 2004).

Dentro de las propiedades que se le atribuyen a los Fitoesteroles, principalmente
a su tipo B-sitosterol, es presentar agentes antiinflamatorios que tienen actividad
antioxidante y analgésica, lo cual ha sido demostrado por medio de estudios
realizados en animales (Shi et al., 2013). Ademas, en estudios clinicos realizados
a mujeres posmenopausicas, se observd que los Fitoesteroles y la B-
criptoxantina tienen un efecto sobre los riesgos cardiovasculares y la diminucién

de densidad 6sea, en donde se obtuvo una diferencia significativa en los niveles

43



de colesterol total HDL-TC, LDL-C y en los marcadores de recambio 0seo

(Granado et al, 2014).

2.4.3 Aceite de Palta

El aceite de palta es un tipo de aceite vegetal, que estd compuesto por acidos
grasos dentro de los cuales estan: El acido oleico (56%), siendo este su principal
acido graso, seguido por el linoleico (8%), palmitico (9%) y palmitoleico (3%),
trazas de linolénico y también de estearico. A su vez, tiene un alto contenido de
compuestos bioactivos, tales como, los fitosteroles (0,43%), principalmente (-
sitoesterol (0,32%), y tocoferoles (Olaeta et al., 1999). Estos acidos grasos se

encuentran en la Tabla 2.

Tabla 2: Composicion del aceite de palta (Olaeta et al, 1999).

Acidos grasos (%)

C14:0 Acido miristico 0,03-0,07
C16:0 Acido palmitico 9-18
C16:1 acido palmitoleico 3-9
C18:0 acido estearico 0,4-1,0
C18:1 &cido oleico 56-74
C18:2 acido linoleico 8-14
C18:3 acido linolénico 0-2
C20:1 acido araquidénico 0-1.05
Fitoquimicos (%)

Fitoesteroles 0,43
B-sitoesterol 0,32
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Por otra parte, en investigaciones realizadas por el Laboratorio de Toxicologia de
la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valparaiso, se puso en evidencia
gue el aceite de palta presenta efectos estrogénicos, siendo capaz de aumentar
el peso uterino himedo y seco en un 232% en ratas prepuberes (Ledén y Pefa,
2012). En otro ensayo realizado en ratas ovarioectomizadas (OVX) se observo la
aparicion de células cornificadas y de un engrosamiento del epitelio endometrial
tras la ingesta de aceite de palta (Vozmediano, 2013). De igual forma, las
propiedades estrogénicas del aceite de palta otorgada por la presencia de
fitoesteroles quedaron demostrada en la presencia de células cornificadas en el
frotis vaginal, aumento del grosor del epitelio uterino y vaginal, endometrio y la

aparicion de glandulas uterinas (Medina, 2016; Solis, 2016).

Por lo anteriormente expuesto, se hace interesante estudiar tratamientos
fitoquimicos que pudiesen atenuar las manifestaciones menopausicas en un
contexto terapéutico, principalmente si tienen una actividad estrogénica que
pudiesen regular procesos que retrasen su manifestacion, en esta investigacion,

se ahondara en la teméatica correspondiente a osteoporosis post-menopausica.
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3. HIPOTESIS

Los fitoquimicos con capacidad estrogénica presentes en los alimentos mejoran
la condicion REDOX en tejido 6seo atenuando el proceso de resorcién 6sea en

un modelo roedor de menopausia.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar parametro REDOX en tejido 6seo en un modelo roedor menopadsico con

tratamiento estrogénico convencional y alternativos.

4.2 Objetivos Especificos

Evaluar dafio oxidativo en lipidos de la membrana en tejido 6seo en los distintos

tratamientos.

Evaluar actividad antioxidante enzimatica en tejido 6seo en los distintos

tratamientos.

Evaluar actividad antioxidante total en tejido 6seo en los distintos tratamientos.
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5. MATERIALES

5.1 Determinaciéon de Parametros REDOX

a.

Instrumentos de medicién:
Espectrofotometro UV visible. Marca Rayleigh. UV-2601.

Software Estadistico STATISTICA version 7. Afio 2002.

. Equipos:

Balanza Analitica. Marca RADWAG, modelo AS220-C/2.

pHmetro. Marca JENCO, modelo 60.

Centrifuga Clinica. Marca HETTICH, modelo UNIVERSAL/K2S.

Placa Calefactora. Marca LabTech, modelo LMS — 1003.

Vortex. Modelo 37600 Mixer.

Sonicador. Marca Elma, modelo TRANSSONIC 310.

Bafio Termorregulado. Marca K, modelo YCW — 04M (11L).

Micropipeta. Marca GILSON (Volumenes 1-10pL, 20-200uL, 100-1000uL
y 1-5 mL).

Notebook. Marca Lenovo ideapad 100-14 IBY.

Software Microsoft Office Excel 365. Version 15.0.4797.1003, 2013.
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c. Reactivos (Tabla 3):

Tabla 3. Reactivos para determinar parametros REDOX

ABTS: 2,2’-azinobi(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
ABAP: 2,2’-azobis(2-amidinopropano)
Buffer catalasa: NaH;PO4, Na;HPO4

Buffer de Lavado: NaCl, NaHPO,, NaH,;PO4
Cloruro de Sodio (NaCl)

Carbonato de sodio (Na;COs)

Fosfato de Disédio (NazHPO3)

Fosfato Sédico Dihidrogenado (NaH2POa)
Folin- Ciocalteu

Hidroxido de Sodio (NaOH)

Perdxido de Hidrogeno (H203)

Sulfato de Cobre (CuSQO4)

Tartrato Sodio Potasio (KNaCsH40¢)

TBA: Acido Tiobarbiturico

TCA: Acido Tricloroacético



6. METODOLOGIA

6.1 Condiciones Generales

Los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con
procedimientos estandares. El estudio de biodisponibilidad y la evaluaciéon de
estrogenicidad fueron realizados en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad
de Farmacia de la Universidad de Valparaiso. Todos los procedimientos con
animales de experimentacion se llevaron a cabo de acuerdo con el Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals del National Research Council de Estados

Unidos (NRC, 2010).

6.2 Animales de Experimentacion

Se utilizaron 25 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley de 10 a 12 semanas
de edad, de las cuales se seleccionaron 20 ratas para generar el modelo roedor
de menopausia y 5 para el grupo control sin ovarioectomizacion (OVX). Los

animales de experimentacion eran pertenecientes a la colonia del Laboratorio de
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Toxicologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valparaiso, las que
fueron mantenidas a una temperatura de 21 + 3 °C, humedad relativa ambiental
entre 30%-70%, ciclos de luz/oscuridad de 12/12 (6AM-6PM) y acceso ad libitum
a alimento (Lab Rat Diet, Champion) y agua potable. Se conté con apoyo

veterinario para los procedimientos con animales.

Los procedimientos fueron sometidos a certificacion de bioética para manejo y
uso de roedores de experimentacion por el Comité de Bioética de la facultad de

farmacia de la Universidad de Valparaiso (Anexo 1).

6.3 Generacion de Modelo Menopausico

Se escogieron a aquellas ratas con ciclo estral estable, y que estuvieran sobre
260 g de peso corporal. Se realiz6 el procedimiento de ovariectomizacion (OVX)
de acuerdo con el protocolo OECD 440 (OECD, 2007). Dicho procedimiento fue
realizado por un equipo veterinario de cirujano y anestesista. En breve, las ratas
fueron anestesiadas con ketamina al 10 % y xilacina al 2 % en dosis de 90 y 10
mg/kg, respectivamente para luego exponer los ovarios, ligarlos a la altura de los
oviductos y proceder a la extirpacion por encima de la ligadura. Para confirmar el
éxito de la operacion, se realizé un seguimiento del ciclo estral por al menos 5

dias. Los animales que presentaron dias esporadicos de cornificacion del epitelio
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vaginal, fueron retirados del ensayo. Una vez establecido el anestro, los animales
fueron administrados con una dosis Unica de 1 ug de estradiol, para comprobar
respuesta estrogénica a través de induccion de estro. Terminada la respuesta
estrogénica, alrededor de 5 dias, los animales se asignaron aleatoriamente a los

grupos de tratamiento.

6.4 Grupos de Tratamientos

Luego de cumplirse 2 meses después de la OVX, periodo en el cual se evidencia
cambio de la densidad 6sea producto de la disminucién de estradiol (Esteves et

al., 2015). Se comenzo6 con la administracién subcrénica de 35 dias.

Los grupos fueron designados aleatoriamente, y fueron ordenados segun la

distribucién de la tabla 4.
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Tabla 4. Distribucion de Grupos de Tratamiento.

GRUPOS

TRATAMIENTO

CARACTERISTICAS

GO

Gl

G2

G3

G4

Ratas Hembras NO OVX

Ratas Hembras OVX

Ratas hembras OVX + estradiol (E)

Ratas hembras OVX + Aceite
de palta (AP)

Ratas hembras OVX + Fitoesteroles
(FE)

Sin Tratamiento: CONTROL
Ratas sanas sin intervenciones quirudrgicas
previas.

Sin Tratamiento: CONTROL NEGATIVO
Ratas previa intervencion quirldrgica
denominada Ovariectomizacion (OVX).

Con Tratamiento: CONTROL POSITIVO
Inyeccion subcutanea de Estradiol (Sigma)
de 50 pg/kg/cada 5 dias (Castillo, 2010).

Tratamiento 1:

Dosificacion diaria via oral a través del
pellet; 2ml de AP (adquirida en un
supermercado local), el volumen
corresponde al volumen maximo que
puede ser administrado a un animal adulto
por via oral (Semler et al, 1992)

Tratamiento 2:

Administracion diaria via oral a través del
pellet; 10mg/kg de esteroles liquidos NDS
N-25 (80% B-sitosterol, 15% campesterol y
2% de stigmasterol) donados por la
empresa NUTRARTIS. La dosis corresponde
a la cantidad de fitoesteroles contenidas en
2ml de aceite de palta de acuerdo con
literatura (Olaeta et al, 1999).
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6.5 Preparacion de Alimento

Se utilizé el alimento Champion Nutricion Animal, para la preparacion de los
siguientes tratamientos: (a) Aceite de palta (2 ml/d) y (b) Fitoesteroles (8,6 mg/d)).
Los compuestos fueron unidos al alimento previamente triturado, con una razén
1:2 de agua destilada. Se homogeneiz6 y se rearmoé el alimento con ayuda de
una jeringa. Se consider6 un 20% de pérdida para cada uno de los tratamientos.

Posteriormente, se llevaron a estufa al vacio (40°C) durante 48 horas.

6.6 Recoleccion de Muestras

La recoleccién de muestras se realiz6 al término del periodo de exposiciéon (35
dias en los cuales se le administr6 los diversos tratamientos). La eutanasia se
llevé a cabo por inhalacién de di6xido de carbono en camara de eutanasia y se
monitorean hasta la pérdida de conciencia, lo cual se verificara por la ausencia
de reflejos, posteriormente se realiza dislocacién cervical para asegurar la
muerte. Se recolectd las tibias derechas e izquierdas para su evaluacion de
biomarcadores de estrés oxidativo, respectivamente. Las tibias fueron
recolectadas, pesadas, limpiadas de restos tisulares y de grasa, para

posteriormente ser congeladas a -20 °C hasta su analisis.
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6.7 Variables medidas (Tabla 5)

Tabla 5. Variables de Estudio.

VARIABLE

Grupos

TBARS

CAT

TRAP

TIPO DE
VARIABLE

Independiente

Dependiente

Dependiente

Dependiente

DEFINICION

Tratamientos

Prueba que mide dafno a
lipidos.

Prueba que mide
actividad enzimatica de
Catalasa.

Prueba que mide
capacidad antioxidante
total.

DIMENSIONES

Grupo 0
Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4

Concentracion
de MDA

Actividad
enzimatica

Concentracion
equivalente
Trolox.

INDICADORES

N° ratones:
5 por grupo.

nM MDA/mL

U enzima
CAT/mg
proteina

TEAC uM
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6.8 Determinacién de Biomarcadores REDOX

A partir de las tibias extraidas de cada grupo de estudio, los cuales fueron
congelados y posteriormente llevadas al Laboratorio de Investigacion de Estrés
Oxidativo de la Escuela de Kinesiologia, Facultad de Medicina, de la Universidad
de Valparaiso, donde se analizard, parametros oxidativos de dafio a traves de la
prueba TBARS y de defensa antioxidantes enzimatica (CAT) y no enziméatica

(TRAP).

Para los analisis de biomarcadores REDOX se utilizard 150 mg de la epifisis de
las tibias, las cuales fueron maceradas en un mortero juntamente con 4 ml de
buffer de lavado que contiene NaCl 150 mM, NaHPO2 y NaH2PO4 0,01m,
ajustado a un pH de 7,4. Dicho buffer se utilizado para la homogeneizacion de la

muestra.
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6.9 Anédlisis de Biomarcadores REDOX

6.9.1 Determinacion de Dafio Oxidativo

6.9.1.1 Ensayo TBARS

Este analisis se realizara segun lo descrito en Esterbauer et al. (1982) que evalla
la reaccion del acido tiobarbitdrico con un producto de lipoperoxidacion el
Malondialdehido (MDA). Para el analisis se utilizaran macerado de tibia (2 mL) y
se mezclara con 2ml de acido tricloroacético (TCA) al 30% plv, luego se
centrifugara por 15 minutos a 3000 r.p.m.; para obtener un pellet (precipitacién
de proteinas) y sobrenadante. A continuacion, se extraerdn 1,5 mL de
sobrenadante y se le agregara 1 mL de acido tiobarbitarico (TBA) al 0,67% p/v
gue reacciona con el aldehido de la muestra. Posteriormente la solucion sera
llevada a ebullicion (100°C) por 20 minutos. Para la lectura de las muestras se
realizara un barrido en espectrofotdmetro entre 400- 600 nm con el fin de

determinar el pick de MDA a los 535 nm aproximadamente.
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6.9.2 Determinacion de Defensa Antioxidante

6.9.2.1 Actividad de Catalasa (CAT)

Este andlisis se realizara segun lo descrito en Aebi (1984). La actividad de la
enzima catalasa se medira en espectrofotometria, mediante una cinética de
degradacion de H20: , detectando la pérdida de la absorbancia a 240 nm; en una
solucion de 100 pl de H202 (a 0,3 M) mas 50 pl de la muestra de macerado de
tibia, disuelto en 2,9 ml de buffer PBS (NazHPO4 50mM y NaH2PO4 50 mM)
ajustado a un pH 7,0. La lectura se realizara a 240 nm durante 90 segundos y
pausas cada 15 segundos y los valores se expresaran como unidades de
enzima/mg proteina usando la determinacion de proteinas totales obtenidas

mediante el método de Lowry.

6.9.2.2 Proteinas Totales

La concentracion de proteinas totales se determinara mediante la reaccion entre
los residuos de tirosina presentes en la muestra y el reactivo Folin-Ciocalteu,
segun lo descrito en Lowry et al. (1951). Para el andlisis se preparara el reactivo
cobre alcalino (RCA) (Na2COs a 0,94 M, KNaC4H40s a 3,5 mM, CuSOsa 2 mMy

NaOH a 0,5M) en donde 1 ml de RCA sera mezclado con 4 ml del reactivo Folin-
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Ciocalteu (1:20 en agua destilada) mas 1 ml del macerado de tibia. La solucién
resultante serd incubada a 55°C durante 5 minutos. Finalmente, se leera en

espectrofotométricamente a 650nm.

6.9.2.3 Capacidad Antioxidante total (TRAP)

Este andlisis se realizara segun lo descrito en Romay et al. (1996). La incubacion
de ABTS (2,2’-azinobi(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)) con ABAP (2,2’-
azobis(2-amidinopropano)) produce radicales catiénicos estable coloreado cuya
formacién puede ser seguida espectrofotometria. Para el andlisis se prepara una
mezcla de 1:1 de ABTS (a 150 uM) con ABAP (a 10 mM), la cual sera incubada
durante 30 minutos a 45°C, dando una solucion verde azulada. Luego, se utilizara
10 pl del macerado de tibia, y 1 ml de la mezcla de ABTS con ABAP. Estos se
haran reaccionar y la solucion restante sera leida en una cinética de
espectrofotométrica a 734 nm durante 50 segundos con pausas cada 10
segundos. Los datos seran extrapolados en una curva TROLOX® y se expresara

en uM TEAC.
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6.10 Anéalisis Estadistico

Mediante la determinacion de los biomarcadores REDOX, se reportaron los
datos, promedios y desviacion estandar. Para el analisis estadistico se utilizo el
software STATISTICA; donde los datos fueron sometidos a prueba de
distribucion de normalidad (paramétrica) de Pearson. En el caso de ser
paramétrica, se realiz6 el analisis ANOVA y la prueba a posteriori de Tukey; en
el caso de no paramétricos, se utilizd Kruskal-Wallis para multiples muestras
independientes. En cualquiera de los casos se utilizé un nivel de significancia de
p = 0,05 (Zar, 1999). Cabe destacar que todas las pruebas fueron realizadas por

triplicado para cada muestra.
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7. RESULTADOS

El estudio se llevé a cabo en modelo roedor menopausico, donde se realizé la
determinacion de pardmetros REDOX en tejido 6seo, para las distintas
condiciones se evalué dafo oxidativo (TBARS) y actividad antioxidante
enzimatica (CAT) y no enzimatica (TRAP). En la tabla 6, se presentan las

abreviaturas para la presentacion de resultados en los grupos de estudio.

Tabla 6. Abreviaturas de grupos de estudio.

GRUPOS TRATAMIENTO
GO Ratas Hembras NO OVX': Control
Gl Ratas Hembras OVX: Control Negativo
G2 Ratas hembras OVX + estradiol (E): Control Positivo
G3 Ratas hembras OVX + Aceite de palta (AP)
G4 Ratas hembras OVX + Fitoesteroles (FE)

*OVX= Ovariectomizada

A modo de control interno, se utilizé los resultados de morfologia 6ésea obtenidos
en un estudio paralelo realizado en laboratorio de Toxicologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Valparaiso, para asegurar el efecto estrogénico

de los tratamientos.
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7.1 MORFOMETRIA OSEA

Estudios previos en Laboratorio de Toxicologia de la Universidad de Valparaiso,
realizaron observaciones de estrogenicidad a través de morfometria 6sea, donde
aseguran que el Aceite de Palta y Fitoesteroles producen este efecto pro-

estrogénico en el modelo roedor menopadsico.

Los resultados histoldgicos se obtuvieron mediante el corte longitudinal de tejido
0seo, especificamente de tibias izquierdas, los cuales se encuentran
representados en la Figura 6. Este estudio evidencia los cambios en el grosor o
espesor del hueso cortical en todos los grupos: GO, G1, G2, G3 y G4; donde se
obtuvo una diferencia significativa para G2 (p<0,01) y G3 (p<0,05) donde el
espesor cortical fue mayor con respecto a G1. Por otra parte, G4 tuvo un aumento
del hueso cortical, sin embargo, este no alcanz6 a tener una diferencia

significativa. GO es referencial ya que corresponde a la condicion NO OVX.
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Figura 6: Histologia del corte longitudinal de tejido 6seo. Corresponde a una seccion
de la tibia proximal en 4X al mismo zoom. GO: NO OVX; G1: OVX; G2: OXV + Estradiol,
G3: OVX+ Aceite de Palta, G4: OVX + Fitoesteroles. Diferencias significativas **
(p<0,01); * (p<0,05). La cavidad medular (CM) representa el interior del tejido, mientras
que el espesor cortical (EC) representa el grosor de la mediciébn desde el periostio
(exterior) al endostio (interior). OVX: Ratas hembras ovariectomizadas.
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7.2 DANO OXIDATIVO

7.2.1 Lipoperoxidacion

Este parametro se midi6 a través de la oxidacion de MDA, el cual es un residuo
de la lipoperoxidacion que se evalla a través del ensayo TBARS y que extrapola

dafo oxidativo a nivel de membrana celular.

Los datos muestras que, luego de 35 dias de administracién de los tratamientos
se observé diferencia significativa en la condicion normal de una rata hembra no
ovariectomizada (G0) (p =1,5x10°) con respecto a aquellas que modelan una
condicion menopausica, donde se observa claramente dafio oxidativo. El
comportamiento de los tratamientos muestra cambio significativo entre las
condiciones experimentales, observandose una disminucion del dafio con
respecto a la rata hembra ovariectomizada sin tratamiento (G1). Se observa

similitud entre los tratamientos G1 y G2 (p= 0,439) y entre G3 y G4 (p= 0,226).

(Fig. 7)
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Figura 7. Lipoperoxidacion en macerado de tejido 6seo correspondiente a una
seccioén de la tibia proximal (MDA nM). GO: NO OVX; G1: OVX; G2: OXV + Estradiol,
G3: OVX+ Aceite de Palta, G4: OVX + Fitoesteroles. A muestra diferencias significativas
con todos los tratamientos (p<0,05), B y C sefialan similitud entre tratamientos. OVX:
Ratas hembras ovariectomizada. (n= 25; promedio = SD).
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7.3 CAPACIDAD DE DEFENSA ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

7.3.1 Actividad de Catalasa

Se midio la actividad de catalasa expresada en U de enzimas/ mg de proteinas,
usando la determinacion de proteinas totales obtenidas mediante el método de

Lowry et al (1951).

Los datos muestras que, luego de 35 dias de administracion de los tratamientos
se observé diferencia significativa en la condicion normal de una rata hembra no
ovariectomizada (GO) (p = 0,00001) en relacion con los grupos que modelan una
condicion menopadusica, donde se observa una menor actividad de catalasa
comparadas con GO. Sin embargo, el comportamiento de los tratamientos no
muestra cambio significativo entre las 4 condiciones experimentales. Se observa
un comportamiento similar entre los tratamientos G1, G2, G3 y G4. Lo antes

descrito se representa en la Figura 8, en la cual se aprecia dicha diferencia.
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Figura 8. Actividad de CAT (unidad de enzima / mg de proteina). GO: NO OVX; G1:
OVX; G2: OXV + Estradiol, G3: OVX+ Aceite de Palta, G4: OVX + Fitoesteroles. *indica
diferencias significativas (p<0,05). OVX: Ratas hembras ovariectomizada. (n= 25;
promedio + SD).
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7.4 CAPACIDAD DE DEFENSA ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICA

7.4.1 Capacidad Antioxidante Total

En relacion con este pardmetro expresado en uM TEAC (capacidad antioxidante
equivalente a trolox) se observo que, tras 35 dias de administracion de los
tratamientos, existen diferencias significativas en la condicién normal de una rata
hembra no ovariectomizada (GO) (p = 0,00001) comparadas con aquellas que
modelan una condicion menopausica, donde estas presentan una mayor
capacidad antioxidante no enzimatica con relacibn a GO0. Sin embargo, el
comportamiento de los tratamientos no muestra cambio significativo entre las 4
condiciones experimentales. Se observa similitud entre los tratamientos G1, G2,

G3y G4. Lo anterior se ve reflejado en la Figura 9.
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Figura 9. Capacidad antioxidante total medida en TEAC pM (capacidad
antioxidante equivalente a trolox). GO: NO OVX; G1: OVX; G2: OXV + Estradiol, G3:
OVX+ Aceite de Palta, G4: OVX + Fitoesteroles. *indica diferencias significativas
(p<0,05). OVX: Ratas hembras ovariectomizada. (n= 15; promedio + SD).
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8. DISCUSION

Las mujeres menopausicas experimentardn una gran variedad de cambios
fisioldgicos principalmente asociados con el cese de la secrecidon de estrogeno.
De hecho, se sabe que el estrogeno regula funciones biolégicas benéficas
conocidas, como el control de los episodios depresivos, la reduccién del factor de
riesgo cardiovasculares y también actian como mediador de la regulacién

antioxidante (Sharma T. et al 2015).

Dentro de los sintomas comunes de la menopausia se encuentran las
alteraciones del estado de animo y la cognicion, sintomas vasomotores (es decir,
sofocos), atrofia vaginal y uterina e interrupciéon del suefio y perdida de densidad
Osea. Esta complejidad de condiciones se ve reflejada en las alteraciones
importantes que existen en las cascadas de sefalizacion y las vias metabdlicas.
La literatura proporciona evidencia de que el estrés oxidativo afecta toda la vida
reproductiva de una mujer, incluso la menopausia. Mas recientemente, muchos
estudios sugirieron la participacion de los radicales libres y el estrés oxidativo en
el envejecimiento y algunos procesos relacionados con la edad que a menudo

acompafian a la menopausia (Behr et al 2012).
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El aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) se
considera una de las principales causas de varias enfermedades relacionadas
con la edad. Estas especies se generan continuamente en condiciones
fisiol6gicas y se controlan/eliminan eficazmente mediante sistemas antioxidantes
intracelulares y extracelulares. Sin embargo, cuando la eficiencia de la capacidad
antioxidante se ve disminuida, existe un aumento en la produccion de ROS

provocando un desequilibrio conocido como estrés oxidativo. (Doshi et al 2013).

En los ultimos afios, diversos autores sugieren el uso de diferentes tratamientos
para mujeres en la menopausia en lugar del reemplazo hormonal tradicional. Esto
debido a que, en primer lugar, no todas las mujeres posmenopausicas con
sintomas de la menopausia se consideran candidatas probables para recibir
terapia hormonal; segundo, para evitar el aumento del riesgo de desarrollar
cancer de mama, accidente cerebrovascular y/o complicaciones
cardiovasculares asociadas con el reemplazo hormonal. Dentro de los
tratamientos alternativos que se sugieren incluyen medicamentos no hormonales,
remedios herbales, vitaminas, minerales y suplementos antioxidantes entre otros.
En base a esto ultimo, se ha visto que una dieta balanceada con cantidades
adecuadas de vitaminas, minerales y otros nutrientes juega un papel importante
en la prevencion y el tratamiento de enfermedades cardiovasculares,
osteoporosis, obesidad, diabetes, cancer, depresion y otras enfermedades

relacionadas con la menopausia (Behr et al 2012).
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A pesar de esto, aun se necesitan estudios clinicos y de ciencias basicas para
dilucidar los mecanismos y los verdaderos efectos de estos tratamientos, lo que
dificulta la provision de recomendaciones basadas en la evidencia. Es por lo que,
el objetivo de este estudio es evaluar los parametros REDOX con tratamientos
estrogénico como fitoesteroles y Aceite de Palta los que pudiesen ser una
alternativa terapéutica para tratar las manifestaciones en la menopausia y en el
contexto de esta investigacion atenuar o enlentecer los procesos vinculados a la

osteoporosis.

Los modelos experimentales de menopausia son ampliamente utilizados con
fines de investigacion, ya que las formas mas comunes de inducir sintomas
parecidos a la menopausia en animales de experimentacion son mediante
procedimientos quirdrgicos (ovariectomia, con cese dramatico en la secrecion
hormonal) que da un acercamiento a lo que experimenta el modelo en humano.
El procedimiento quirdrgico mejor caracterizado e informado para inducir la
menopausia experimental en ratas y ratones es la ovariectomia bilateral. Este
procedimiento hace posible en un corto periodo de tiempo la adquisicién de ratas
hembras sin la secrecion de hormonas ovaricas (Behr et al 2012). Ademas, las
ratas ovariectomizadas (OVX) muestran mayor riesgo de presentar sintomas de
osteoporosis, hipertrofia cardiaca, importantes disfunciones cardiovasculares,
atrofia uterina y un desequilibrio entre la produccion de radicales libres y los

niveles de defensas antioxidantes, con un mayor estrés oxidativo y, en
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consecuencia, una aceleracion del proceso de envejecimiento en diferentes

tejidos (Davis et al 2015).

Como se mencionaba anteriormente el modelo menopaudsico presenta una
condicion de base que lo hace mas susceptible al dafio oxidativo, debido a que
se ha interrumpido la estrogenicidad propia del roedor tras el proceso de
ovarioectomizacion (OVX) y con ello se ven alterados todos los mecanismos de
defensa a nivel 6seo en los que actuaria el estradiol (Manolagas 2010). A su vez,
la OVX llevaria a un aumento del recambio 6seo asociado a la perdida de la
regulacion que ejercia el estradiol en la produccion y accidon de citoquinas
inflamatorias como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleuquina 1 (IL-1)
e IL-6, linfocitos y sobre el ligando receptor activador del factor nuclear kB
(RANKL) (EI Habachi et al 2014) favoreciéndose un ambiente proinflamatorio y
generando un mayor riesgo para que la rata presente osteoporosis (Eastell et al

2016).

En relacion con lo descrito por la literatura y a lo observado al comparar el grupo
GO con G1 (rata OVX), se ve demostrado que dicha condicion promueve un
aumento oxidativo lo cual se expresa en dafio a nivel de los lipidos de membrana,
un resultado similar se obtuvo en un estudio realizado por El Habachi (2014) , en
donde se midio la oxidacién de malondialdehido (MDA) en sangre, demostrando

que el grupo que fue ovarioectomizado presentd un nivel mayor de Oxidacién
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lipidica que el grupo control no ovarioectomizado. Por otro lado, G1 que
representa el modelo menopausico, mostré una disminucion de la capacidad
antioxidante de primera linea (enddgenas) como catalasa, la cual se ve
sobrepasada por el dafio, y un aumento de TRAP lo cual podria estar
compensando la disminucién de antioxidantes endégenos, sin embargo, no es
capaz de revertir el dafio. Frente a esto ultimo, el estudio realizado por El Habachi
(2014) muestran que en el ensayo de TRAP gque el grupo OVX tenia niveles
significativamente inferiores frente al grupo control sin OVX, cosa que contrasta
con lo obtenido en este estudio, lo cual se podria explicar por el hecho de que
fue medido en sangre donde los resultados se analizan a nivel sistémico y no
directamente en tejido 6éseo donde podemos observar in situ y tener un

acercamiento del comportamiento del tejido en particular.

Por otra parte, al observar a aquellos grupos que fueron sometidos a tratamientos
con capacidades estrogénicas, se puede apreciar que son capaces de disminuir
el dafio oxidativo, lo que podria favorecer las vias de formacion de matriz 6sea y
la disminucién de las condiciones que promueven la resorcion lo que se
comprueba en la histologia. En estudios realizados en sangre de ratas, se ha
observado que el tratamiento con estradiol en modelos menopadusicos ha llevado
a un descenso del dafio oxidativo, pero este no alcanza los niveles que expresa

el modelo de rata no OVX (El Habachi et al 2014).
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Tras el estudio de la histologia 6sea se puede apreciar un claro aumento en la
densidad del hueso en donde el grupo G3 (OVX + aceite de palta) alcanza
significativamente el grosor del control con estradiol (grupo G2: (OVX + estradiol),
esto debido a que el aceite de palta presenta dentro de sus compuestos
elementos esteroles como el fitoesterol (B-sitoesterol), estigmasterol y
campesterol (Moreno et al 2014), que le otorgan propiedades estrogénicas, lo
gue quedd comprobado en un ensayo realizado en ratas OVX, en el cual tras la
ingesta de aceite de palta, se observd en la histologia un engrosamiento del
epitelio endometrial (Vozmediano, 2013). Ademas de un aumento del grosor del
epitelio uterino y vaginal, junto con la aparicién de glandulas uterinas (Medina,

2016; Solis, 2016).

Por otra parte, el aceite de palta presenta acidos grasos monoinsaturados y
poliinsaturados como el acido oleico, linoléico y palmitoleico que le proporcionan
una capacidad antioxidante capas de estabilizar la generacion de radicales. En
un estudio realizado por Moreno et al 2014, se obtuvo que el aceite de palta
presenta mayor actividad antioxidante en comparacion con otros frutos tropicales
(curuba, gulupa, lulo, tomate de arbol y uchuva) por medio del método DPPH,
ademas de presentar un alto contenido total de fenoles. De igual forma, en dicho
estudio se comprobo, tras el ensayo de inhibicién del estrés oxidativo sobre el
crecimiento de S. cerevisiae (Levadura de cerveza), el efecto protector del aceite

de palta, el cual indujo mayores efectos de proteccion y por ende de crecimiento
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del S. cervisiae. Lo anterior puede ser explicado, debido a que el aceite de palta
posee mayoritariamente acido oleico (Olaeta et al, 1999) el cual se ha
comprobado que presenta propiedades antioxidantes al ser capaz de reducir los
niveles de lipoperoxidacioén, a nivel del sistema nervioso central, inducida por la
administracion del acido 3-nitropropionico (Alconchel et al 2014). Segun lo
descrito anteriormente, tanto las caracteristicas estrogénicas como antioxidantes
del aceite de palta, le otorga un potencial que le permiten disminuir el dafio que
se produce tras el descenso de estradiol favoreciendo la homeostasis 6sea y la
formacion de hueso, ademas de aumentar la capacidad antioxidante no

enzimatica.

A su vez los fitoesteroles presentan B-sitoesterol, el cual posee agentes
antiinflamatorios que tienen actividad antioxidante y analgésica, lo cual ha sido
demostrado por medio de estudios realizados en animales, en donde el B-
sitoesterol al ser considerado un fitoestrogeno presenta afinidad por los
receptores de estrégeno (ER), generandose su efecto antioxidante por medio de
la activacion de sefiales como PI3K similar a lo que sucede naturalmente con el
estradiol (Shi et al., 2013). Ademas, se ha comprobado en estudios realizados en
ratas OVX que el B-sitoesterol puede actuar como agonista estrogénico (Malini y
Vanithakumari, 1992) afectando de forma positiva al sistema reproductivo de los
animales, debido a que se une a los receptores ERa y ERB (Ju y col., 2004),

siendo mas eficaz la union a los receptores ER[B presente en células éseas del

75



hueso trabecular (Eastell et al 2016). De igual forma, tras estudios clinicos
realizados a mujeres postmenopausicas, se comprobo su efecto estrogénico que

contribuiria a la formacion de hueso (Granado y col, 2014).

A pesar de lo anteriormente descrito, los tratamientos no son capaces de revertir
la disminucion de la actividad de catalasa, esto pudiese explicarse ya que como
hay un ambiente prooxidante esta condicion pudiese estar oxidando a la enzima,
o podria estar induciendo la expresion de otras enzimas antioxidantes como el
glutation peroxidasa-reductasa los que utiliza como sustrato al peroxido de
hidrogeno (H202), sin embargo estas enzimas no fueron medidas. Lo anterior se
explica por medio de aquellos factores que ayudan en la proteccién contra el
dafo oxidativo como el factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2 (Nrf2),
el cual es un factor de transcripcion expresado en las células 6seas, en donde la
disminucion de estradiol y con ello la generacion de estrés oxidativo provoca que
se inhiba Keapl y se libere Nrf2 migrando al ndcleo activandose los genes
antioxidantes favoreciendo la formacion del complejo glutation peroxidasa-
reductasa que tiene como efecto potenciar la sobrevida del osteoblasto y regular
la diferenciacion osteoclastica (Sun et al 2015). A su vez Nrf2 disminuye la
expresion de RANKL reduciendo el niamero de osteoclastos, por lo que la
diminucion de Nrf2 promueve la actividad y diferenciacion osteoclastica

generando una mayor resorcion ésea.
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En relacibn con TRAP, se pude apreciar un aumento en los tratamientos
estrogénicos similar a lo que sucede con G1, lo que se podria explicar debido a
la diminucién de la capacidad antioxidante endégena (observada en la actividad
de catalasa). Se ha visto que en estudios realizados en sangre de ratas
ovarioectomizadas y sometidas a tratamiento estrogénico se ha generado un

aumento de la capacidad antioxidante no enzimatica (El Hibachi et al 2014).

En el caso obtenido de GO, no se observaron aumentos en TRAP, lo que se debe
principalmente a que los mecanismos primarios son capaces de mitigar el dafio.
Ya que existen niveles normales de estradiol, ejerciendo su accién de regulacién
de la actividad y diferenciacion osteoblastica, debido a que estimula las células
mesenquimales precursoras de la osteogénesis e inhiben la apoptosis de los
osteoblastos y osteocitos (Eastell et al 2016). Por otra parte, la estructura
hidroxifenodlica del estradiol le permite donar un atomo de hidrégeno de su grupo
hidroxilo fendlico terminando la reaccion en cadena de oxidacién, ademas de que
regula la actividad de enzimas antioxidantes como GSH-PX (Bednarek-

Tupikowska et al 2004).
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8.1 RELEVANCIA CLINICA

En base a lo anteriormente descrito, se debe tener en cuenta la transicién que
produce la menopausia en la condicién de salud y calidad de vida de la mujer
(Davis et al 2015), y como los efectos de la menopausia, tales como la resorcion
Osea acelerada, la pérdida de masa muscular esquelética y con ello la inactividad,
son un factor de riesgo para la generacién de osteoporosis haciéndola mas

propensa a fracturas (Eastell et al 2016).

Ademas, se puede observar la influencia de los diversos tratamientos, ya sean
farmacoldgicos, como el reemplazo hormonal o los no farmacolégicos, como
aquellos incorporados a través de la dieta y la actividad fisica, los cuales
generaran sus efectos en los diferentes sistemas, condicionando la evolucion y
tiempos de reparacion de los tejidos, especialmente el 6seo (Davis et al 2015).
Esto es relevante a la hora de tratar a una paciente que se encuentre en esta
condicion, por lo que es de suma importancia el conocimiento a profundidad
sobre el proceso de menopausia, para tener en cuenta los cambios que ésta

generay las precauciones que se deben tener.

Por lo tanto, la mirada kinésica debe ir orientada a la prevencion de alteraciones
cardiovasculares y musculo-esqueléticas por medio de la educacion, dandoles a
conocer que la actividad fisica, la dieta equilibrada y estilo de vida saludables (el
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no consumo de alcohol y el cese del habito tabaquico) pueden aliviar y prevenir
complicaciones propias de la menopausia (Davis et al 2015). Se ha visto que el
estimulo mecanico mediante la actividad fisica sobre el sistema musculo-
esquelético, mantiene los niveles éptimos de masa muscular y permite mejorar la
densidad 6sea, lo cual va a proporcionar, mayor equilibrio estatico/dinamico,
reduciendo el riesgo de caidas y fracturas en las mujeres post-menopadusicas

(Davis et al 2015).

Es por lo anteriormente descrito, que los cambios asociados a la menopausia,
dentro de ellos el desbalance en la formacion Osea juntamente con una
disminucién de la masa muscular, sumado a la inactividad fisica producto del
sedentarismo causado por el desanimo y la depresion por la que cursan algunas
mujeres durante este periodo, conlleva a un mayor riesgo de caidas, fracturas y
en casos graves muertes por fracturas (Eastell et al 2016), afectando su condicion
de salud y calidad de vida (Davis al 2015). Siendo importante la labor del
profesional kinesidlogo, tanto en la rehabilitacion de estas pacientes como en la
educacién de las mujeres gue se encuentran en este periodo fisioldgico y a los
profesionales de la salud, respecto a los efectos sistémicos de la menopausia,
donde es importante para nosotros los tiempos de consolidacion ésea, lo cual va
a condicionar la aplicacion de técnicas kinésicas y el tiempo en el cual se deben

aplicar.
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Por otra parte, se debe promover los estilos de vida saludable, en donde una
dieta equilibrada que incorpore en este caso aceite de palta, el cual debido a sus
compuestos como fitoesteroles (B-sitoesterol) y acidos grasos monoinsaturados
(acido oleico), tiene efectos benéficos en el aumento de la densidad ésea
(Granado y col, 2014), permitiendo disminuir los riesgos de padecer osteoporosis.
Esto, sumado a promover la realizacion de actividad fisica, la cual tras los
estimulos mecanicos mejora el depdsito de matriz 6sea a través del aumento en
la sensibilidad de los osteocitos (Davis et al 2015), disminuyendo el riesgo de
fracturas principalmente de cadera, mufieca y columna que segun la IOF son las
primeras zonas en perder masa 0sea en la post-menopausia. Por lo que se

mejoraria asi, la calidad de vida de las mujeres que estén cursando este periodo.
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9. CONCLUSION

El modelo de rata ovarioectomizada que representa una condicion menopausica,
presenta un ambiente de base pro-oxidante que contribuye al desbalance
REDOX promoviendo el dafio oxidativo y favoreciendo la manifestacion de la

osteoporosis.

Los tratamientos alternativos muestran un efecto estrogénico ya que son capaces
de disminuir la resorcion 6sea en el modelo OVX. Esta condicién se condice con
la disminucion en el dafio oxidativo tanto en el tratamiento con aceite de palta

como con fitoesterol.

El Aceite de Palta como fitoesterol no son capaces de inducir la actividad de
catalasa. Sin embargo, favorecen las condiciones antioxidantes no enzimaticas
gue mitigan el dafio oxidativo y que promueve un microambiente que favorece el

aumento en la densidad 6sea.
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11. ANEXOS

Anexo 1: Comité de Bioética para la Investigacion.

, Universidad

deValparaiso
CHILE

OBl - Facultad de Farmada

ACTA DE EVALUACION 01042016

El Comité de Bioética para la Investigacion {CBl) de |z Facultad de Farmacia de |z Universidad de
Valparaizo, constituido por Sergio Blaimont, Asesor Juridico extarno y los academicos de la
Facultad de Farmaciz, Prof. Rafael limensz [Frezidenta del CBI), Frof. Rzul Vinet [ Secretario del
CEl), Prof. Claudia Vega (Miembro del CBI) v Prof. Marcelz Escobar (Miembro del CBI) dedarz
haber evaluado el protocolo experimental del proyecto “EFECTO DE FITOESTERCLES EM LA
DESCALCIFICACION OSEA EN UM MODELD ROEDOR DE MEMOPAUSIA® presentado por los

estudiantes Danisla Pintoy Elic Montiel y dirigido por la Prof. Manz Fernanda Cavieres.

Farz su evaluzdon, el CEl revisd los antecedentes contenidos en lz “SOLUCITUD PARS LA
APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A ANIMALES COMO SWETOS DE
INVESTIGACION (Version Julic 2015). Lz solicited induye como amexos: 1) Protocolo de

supervizion de animales y{2) CV de Prof. Mariz Fernanda Cavieres.

Ohjetiva del Estudio. El estudio plantea coma objetivo general el efecto de fitoesteroles y del

aceite de palta en el proceso de descalcificacion oz2a en un modelo roedor de menopausia.

Mertodologio. Para generarel modelo roedorde menopausia se utilizan 24 ratas hembras Sprague-
Dewley (10-12 semanas] con dclo estral estable. Bl procedimiento de anestesia vy
ovariectomizadon se realizs bajo protocolo OECD 430, Para validarla efectivided de laocperacian
=& sigue el ciclo estral por al menos 5 dizs y se confirma el mantenimiento d2l anestro. Finalizada

Iz rezpuests estrogénica los animales se azignan alestorizments & los grupos de tratamisnto

respectiva.



I. E CBI considers que los objetivos del proyecto han sido bien definidos y que Iz
metodologiz 2sodada 3 sus logros se ha estzbledido sdecuadament=.

1. En Iz valoradon bioéticz del proyecto, el CBI no objeto otro aspecto que pudiera estar
relacionado con el proyecto.

1ll. Porloanterior, 2l CBlde Iz Facultad de Farmacz APRUEBA 2l protocolo expenmental =y
cual sz sefizlzenel proyecto.

Firman el Acta los miembros del Comite:

Vzlparaiso, 03 de septiembrade 2016
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