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El sindrome metabdlico (SMet) se define como un conjunto de
alteraciones inferconectadas, entre las que tienen especial relevancia la
obesidad, la hiperglucemia, la resistencia a la insuling, la hiperlipidemia,
la presidon arterial alta y un estado pro-tfrombdtico y pro-inflamatorio
(Grundy, 2016). Su importancia radica en que estd asociado como un
factor de riesgo multiple para desarrollar enfermedades cardiovasculares
y enfermedad renal cronica (Tune y col., 2017; Zhang y Lerman, 2017).
Ademdas, la Organizacion Mundial de la Salud revela que las
enfermedades no transmisibles como infartos de miocardio, insuficiencia
renal, neuropatias y dislipidemias son la primera causa de muerte a nivel
mundial (OMS., 2018).

Bajo este panorama y en vista de la creciente prevalencia del SMet
y sus alteraciones metabdlicas/funcionales, se necesitan nuevas
estrategias para reducir su impacto en la salud y contribuir a una mejora

en la funcionalidad cardiovascular y renal.

Enfre los enfoques mas utilizados para el fratamiento del SMet se
encuentran las intervenciones farmacoldgicas en combinacion con
estilos de vida saludables; este Ultimo caso, se relaciona principalmente
con una mejora en los hdbitos alimenticios y una forma de vida mas

activa.

Dentro de las intervenciones dietéticas, los ejes centrales para el
tratamiento son, por un lado, una restriccion caldrica modificando la
cantidad y fipo de alimento consumido, haciendo especial énfasis en el
consumo de carbohidratos complejos ricos en fibra y por otro lado, en la
disminucion del consumo de carbohidratos simples procedentes de
azUcares refinados y del porcentaje de grasas en la dieta (enfre las que
deben predominar las polinsaturadas minimizando el consumo de grasas
saturadas o hidrolizadas). Ademds, como estrategia novedosa de
tratamiento dietético se recomienda la introduccién de diferentes

alimentos funcionalesen la dieta habitual.
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En particular, se ha descrito tanto en modelos experimentales
animales como en estudios realizados en humanos que las formulaciones
a base de plantas inducen una serie de beneficios en el metabolismo

glucidico v lipidico.

En este sentido, las legumbres, y especificamente las lentejas,
contienen nutrientes esenciales como proteinas, carbohidratos
complejos, fibra, vitaminas y minerales. Ademds, exhiben una
composicion interesante en compuestos bioactivos como, polifenoles
entre ellos isoflavonas o inhibidores de la enzima ftripsina, todos ellos
relacionados con efectos positivos para la salud (Martinez y col., 2016).
Los beneficios de esta leguminosa en el estado general metabdlico han
sido ampliamente estudiados (Becerra-Tomdas y col.,, 2018), pero sus
efectos especificos, asi como sus mecanismos de accion sobre la funcion

cardiaca o renal no son tan conocidos.

Los efectos sobre la utilizacion nutritiva y su potencial bioactivo
derivados de su composicion se pueden potenciar ain mds mediante
algunos tratamientos biotecnoldégicos como la fermentacion, la
germinacion o la hidrdlisis de proteinas por proteasas recombinantes.
Estos tratamientos no solo mejoran su valor nutricional, sino que también
mejoran las acciones beneficiosas relacionadas con la  salud,
especificamente sobre la resistencia a la insulina, el metabolismo lipidico
o los factores de riesgo asociados a la enfermedad cardiovascular como
la alta actividad de la enzima convertidora de angiotensina (Bautista-
Expdsito y col.,, 2018; Kapravelou y col.,, 2015). La generacion de
hidrolizados proteicos procedentes de leguminosas pueden ser una
fuente de nutracéuticos solubles en agua con un alto contenido de
componentes bioactivos que pueden administrarse fdacilmente como
agentes terapéuticos efectivos para la prevencion y el fratamiento

dietético del SMet con menor costo y con efectos secundarios minimos.
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Por otra parte, el ejercicio fisico aerdébico moderado se encuentra
entre las intervenciones de estilo de vida mds efectivas para el
tratamiento y/o la prevencion de la obesidad y sus comorbilidades
relacionadas. La Organizaciéon Mundial de la Salud recomienda al menos
150 minutos a la semana de actividad aerdbica de intensidad moderada
o 75 minutos de actividad fisica de alta intensidad durante la edad adulta
(18-64 anos) (OMS., 2020).

El ejercicio induce sus beneficios mediante diferentes mecanismos
moleculares, los cuales participan en vias intracelulares relacionadas con
el metabolismo de la glucosa vy los lipidos, asi como en la activacion de
mecanismos antiinflamatorios y anfioxidantes. Dichos mecanismos
pueden verse afectados de manera diferencial dependiendo del

protocolo y la intensidad del entfrenamiento especifico ensayado.

Para este estudio combinado de tratamiento dietético y ejercicio
fisico se ha utilizado el modelo experimental animal de la rata Zucker
obesa. Se frata de un modelo de SMet ampliomente utilizado debido a
su alteracion genética en el receptor de la leptina que, como resultado,
desarrolla  hiperfagia, obesidad, resistencia  a la  insuling,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hipertension leve y enfermedad
renal créonica (Martinez y col.,, 2019). También se han informado
alteraciones electrocardiograficas significativas en la amplitud de la
onda R, la variabilidad de la frecuencia cardiaca y el intervalo QTc como
resulfado de la instauracion de la neuropatia diabética autondmica-
(VanHoose y col., 2010). Por lo tanto, parece ser un modelo adecuado

para estudiar intervenciones dietéticas y de actividad fisica.

Basdndonos en los resultados descritos en la bibliografia sobre el
potencial beneficio de la ingesta de compuestos funcionales presentes
en leguminosas, por una parte, y del ejercicio fisico, por otra, se planted

el objetivo del presente trabagjo.
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Objetivo

Se estudid el potencial de las intervenciones individuales o
combinadas de la administracion de un hidrolizado proteico de lentejay
de un protocolo de entrenamiento mixto para prevenir o tratar
eficazmente el dano en la funcionalidad cardiovascular y renal a través
de la mejora de la resistencia a la insulina y sus alteraciones metabdlicas

asociadas.
Material y métodos

Para llevar acabo el diseno experimental se utilizaron 64 ratas
macho Zucker. De las cuales 32 tenian un fenotipo obeso (fa/fa) (OB) y
los 32 restantes tenian un fenotipo delgado (fa/+) (DE). Los animales se
subdividieron en 4 subgrupos experimentales (n=16) de acuerdo al
protocolo de ejercicio que realizarian: sedentario (S) o ejercicio (E), se
realizd una Ultima subdivision (n=8) donde se aplicdé una intervencion
dietética con el hidrolizado proteico procedente de lenteja y los

correspondientes controles. El periodo experimental fue de 8 semanas.

Con respecto al hidrolizado proteico que se utilizd, se realizd una
fermentacion seguida de un tratamiento con proteasa para potenciar su
funcidn nutraceutica. Se realizd una caracterizacion del contenido
proteico, perfil peptidico, dcidos grasos y de compuestos bioactivos del

hidrolizado proteico de lenteja

Se determind la ingesta de alimentos, cambios ponderales,
composicion corporal y gasto metabdlico. La capacidad aerdbica vy
estado fisico se determinaron en funcion de la velocidad mdxima y

distancia recorrida en el test incremental.

Al final del periodo experimental, se midieron pardmetros
hemdaticos, pardmetros de metabolismo glucidico v lipidico relacionados
con la resistencia a la insulina y pardmetros electrocardiogrdficos y de

riesgo cardiovascular. Finalmente, se determinaron pardmetros
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plasmdaticos y urinarios de la funcionalidad renal y de la actividad

antioxidante y peroxidacion lipidica en rindn.

Resultados

Inicialmente se evalud la composicidn del hidrolizado proteico,

caracterizando los compuestos fendlicos, péptidos y dcidos grasos.

Posteriormente, en los experimentos llevados a cabo in vivo, se
observaron los efectos promovidos por las intervenciones individuales o
combinadas. Especificamente el hidrolizado proteico disminuyd la
hiperfagia, siendo mdas marcada en el fenotipo delgado, también generd
un descenso en los niveles de glucemia principalmente en los animales
obesos. En cuanto al perfil lipidico, es de relevancia destacar su efecto
sobre los niveles de TG donde se observd una disminucion de este
pardmetro mds consistente en el fenotipo obeso y a su vez un aumento
sobre los niveles de HDL-C. Ademds, el hidrolizado proteico también
generd una menor actividad plasmdtica de la ECA, asi como una menor
expresion en la aorta de selectina E. En cuanto a pardmetros de riesgo
cardiovascular el protocolo de entrenamiento ensayado vy el hidrolizado
proteico mostrd una disminucion significativa sobre el indice aterogénico,
calculado a partir de los niveles plasmdaticos de colesterol total y HDL. En
relacion con los pardmetros plasmdaticos y urinarios, se observd un
aumento en los niveles de dcido Urico y pH urinario y un descenso en los
niveles de urea como consecuencia de la administracion del ingrediente

funcional ensayado

Por ofra parte, el protocolo de entrenamiento por si solo 0 en
combinacién con el ingrediente mulfifuncional administrado demostrod
efectos beneficiosos en todos los pardmetros estudiados del metabolismo
lipidico y glucidico mostrando una mejora significativa sobre el indice
HOMA-IR principalmente en ratas obesas y un aumento en los niveles de

adiponectina principalmente en animales obesos sedentarios. Con
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respecto a los marcadores electrocardiogrdficos, el intervalo QTc tendid
a disminuir por efecto del ejercicio y se observé un efecto significativo de
la intervencion combinada en el descenso de la amplitud de la onda P,
T y del complejo QRS mds marcado en animales obesos frente a sus
controles delgados. El ejercicio fisico también tendié a disminuir el peso
del rindn, el volumen urinario y la actividad de Mn-SOD en el fenotipo
obeso. Cabe destacar que la mayoria de los beneficios mencionados del
gjercicio fueron mas consistentes cuando también se administrd

hidrolizado de proteinas de lenteja.

Discusion

Nuestro modelo experimental se caracterizd por hiperfagia vy
sobrepeso, hiperinsulinemia vy resistencia a la insulina, hiperleptinemia vy
niveles bajos de adiponectina en plasma, exhibid hipertrofia cardiaca
asociado con pardmetros alterados en el electrocardiograma,

funcionalidad renal atrofiada, resultando en microalbuminuria, pero no

cambios en la depuracion de creatinina.

En este sentido las intervenciones individuales o combinadas con el
hidrolizado de proteina de lenteja y el protocolo de entrenamiento mixto
fueron eficaces para contrarrestar algunas patologias que caracterizan

a la rata Zucker obesa.

Los beneficios sobre la ingesta de alimentos se observaron a las 3
semanas, donde la hiperfagia tendié a disminuir, sin embargo, tal efecto
no fue lo suficientemente fuerte como para causar una reduccion
sostenida en el peso, probablemente esta disminucion en la ingesta se
debe a los efectos fisioldgicos de algunos compuestos bioactivos y

probablemente a el efecto anorexigénico del ejercicio fisico

Sobre los pardmetros hemdaticos el hidrolizado causdé una
disminucion en todos los marcadores relacionados con el metabolismo
del Fe, probablemente relacionada con la inflamacién crénica derivada

del exceso de tejido adiposo, ademds el compuesto ensayado también
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contiene agentes anti-nutricionales como el dcido fitico que pueden
interferir con el metabolismo del Fe. Por ofra parte, el ejercicio fisico

mostrd efectos beneficiosos sobre el metabolismo de este elemento.

La intervencidn combinada ejercicio hidrolizado disminuyo
significativamente el drea bajo la curva después de una sobre carga oral
de glucosa, generando un claro signo de restauracion del metabolismo
glucidico y funcionalidad de la insulina. Por otra parte, el hidrolizado
proteico reportd un aumento en los niveles plasmdaticos de adiponecting,
una adipocina sensibilizante a la insulina, pero no se encontraron efectos
significativos sobre los niveles de leptina. Esto podria justificarse por la
alteracion genética en el receptor de la leptinainherente alaraza Zucker

obesa.

Se aprecié un aumento en el tamano del corazdén, pero dicho
efecto no parecié causar dano segun los resultados de la actividad
plasmdatica de CK-MB, donde no se observd una variacion significativa

entre el fenotipo obeso y el delgado.

Modificaciones en el electrocardiograma son signos de progresion
en enfermedad cardiovascular, las alteraciones en el complejo QRS vy
amplitudes de la onda P o T pueden estar relacionadas con el desarrollo
de Neuropatia Autondmica Diabética. La administracion del hidrolizado
provoco efectos positivos sobre estos pardmetros, como disminucion de
laonda R oT, el ejercicio fisico también mostro una mejora en la amplitud
de la onda P o R, una disminucién de la frecuencia cardiaca, la amplitud
QRS vy el intervalo QTc lo que demostrd una sinergia del fratamiento

aplicado.

Se ha descrito que el modelo rata Zucker desarrolla hipertension
con la edad, bagjo nuestro periodo experimental no se observd dicha
alteracion. Sin embargo, el compuesto funcional ensayado y el protocolo
de entrenamiento evidenciaron una accioén preventiva sobre la expresion

adrtica de la proteina de adhesion Selectina E y también una inhibicién
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en la actividad plasmdtica de la ECA, esto podria tener un valor protector

en el desarrollo de disfuncion endotelial y enfermedad cardiovascular.

Otro hallazgo interesante observado es el equilibrio plasmdatico de
ureq, niveles altos de este metabolito se relacionan con insuficiencia renal
cronica, en nuestro estudio observamos que el hidrolizado generd mayor
excrecion fecal de N causada por los carbohidratos fermentables
presenfes en el ingrediente funcional y esto a su vez disminuyd la
concenfracion de urea en plasma y su excrecion urinaria. Se sabe que la
ingesta de alimentos ricos en citratos y potasio como las legumbres
ejercen un efecto alcalinizante sobre la orina, esto se correlaciona con
los observado en nuestro modelo que aumento el volumen y el pH

urinario.

Conrespecto a la actividad antioxidante se evidencio el deterioro
en el estado de defensa antfioxidante renal, a pesar de que los efectos
fueron diversos y complejos es de especial énfasis mencionar la induccion
de la catalasa y la reduccion de GPX y SOD-Cu/Zn mediante la
administracion del hidrolizado, mientras que el ejercicio revirtid la

actividad de catalasa y GPX.
Conclusion

La intervencion combinada del hidrolizado proteico de lentejay un
protocolo de entrenamiento mixto fue eficiente para revertir las
alteraciones metabdlicas, cardiovasculares y renales propias del modelo
experimental de rata Zucker obesa. Es de especial relevancia la accidn
protectora a nivel cardiovascular que demostrd el tratamiento dietético
por si solo o en conjunto con el protocolo de entrenamiento ensayado
sobre los parédmetros cardiacos y electrocardiogrdficos relacionados con
la hipertrofia ventricular, (descenso en la amplitud de la onda P Ry T,
complejo QRS intervalo QTc y frecuencia cardiaca) y el efecto inhibidor
preventivo sobre la actividad de la ECA plasmdatica, asi como una baja

expresion génica de la molécula selectina E y los efectos claros sobre la
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mejora en la funcién renal. (disminucién urinaria de albumina, equilibro

de urea plasmdatica y el aumento del pH urinario).

El enfoque experimental que combina la administracién de
nutracéuticos derivados de las leguminosas junto con la implementacién
de programas de ejercicio protocolizados muestra un gran potencial
como nuevas estrategias terapéuticas y alternativas para el fratamiento

de enfermedades cardiovasculares y renales asociadas al SMet.
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2.1.- Sindrome Metabdlico
2.1.1.- Definicién

El Sindrome Metabdlico (SMet) es un estado fisiopatoldgico crénico
y progresivo. Se define como la acumulacién y alteracion de factores de
riesgo cardiometabdlico, entre ellos destacan la dislipidemia
aterogénica, presidon arterial elevada, disglucemia y obesidad abdominal
(Grundy, 2016). La alteracion de todos estos factores representa un riesgo
multiple para desarrollar diabetes tipo 2 (DMT2) (Bonomini y col., 2015),
enfermedad cardiovascular (ECV) (Tune y col ., 2017) y enfermedad

cronica renal (ER) (Zhangy Lerman, 2017).

Se proponen dos tipos de pacientes, los que ya padecen DMT2 o
ECV, donde los factores de riesgo condicionan negativamente el
prondstico, su fratamiento médico, farmacoldgico y nutricional debe ser
intenso. Por ofra parte, estdn los pacientes que no padecen DMT2y ECV,
se llaman pacientes con Sindrome Metabdlico Premorbido (SMP) un claro
centro de la prevencion primaria, educando y modificando estilos de
vida y si es necesario tratamiento farmacolégico (Guallar-Castilléon y coll.,
2014).

Sin embargo, no existe una clara patogenia del SMet, por lo tanto,
los criterios de diagnodstico se han modificado varias veces por entidades
representantes de la salud, teniendo como punto de partida la resistencia

a lainsulina (RI).

Historicamente Reaven en 1988 fue el primero en dar un concepto,
definiéndolo como el Sindrome “X" y describi® como caracteristica
central el riesgo aumentado de ECV y de DMT2 principalmente
relacionado con la resistencia de los tejidos a la accion de la insulina
(Reaven, 1988).

Desde entonces diversas organizaciones internacionales y grupos
de expertos como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Grupo

Europeo del estudio de Resistencia a la Insulina (EGIR), EI Programa

——
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Nacional del Colesterol Panel de Tratamiento de Adultos lll (NCEP:ATPII),
la Asociacién Americana de Endocrinologia Clinica (AACE), la
Federacién Internacional de Diabetes (IFD), la Asociacién Americana del
Corazén/Corazén Nacional, Pulmén y el Instituto de la Sangre
(AHA/NHLBI) han intentado incluir todos los pardmetros de diagndstico

para poder definir el SMet de forma clara y precisa.

En 1998 porla Organizacion Mundial de la Salud. Considerando que
los factores esenciales o principales para diagnosticar el SMet eran:
resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa y DMT2 ademds de 2 de
los siguientes: hipertension, hipertrigliceridemia y /o colesterol HDL bajo,
obesidad (medida por el Iindice de Masa Corporal (IMC)) vy

microalbuminuria (Albertiy Zimmet, 1998).

En 2001 la NCEP:ATPIll publicé una nueva propuesta de criterios
diagndsticos, incluyendo circunferencia de cintura, perfil lipidico, presion
arterial y glucosa en ayunas (Expert Panel on Detection, 2001). A
diferencia de la OMS y la EGIR no consideraba como criterio diagnostico

la resistencia a la insulina (RI).

En 2005 la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) publico
nuevos criterios de diagnodstico en el objetivo de ser mds predictor en el

riesgo de enfermedades cardiovasculares y DMT2 (Alberti y col., 2005).

La definicion mdas aceptada es un consenso reciente (Albertiy col.,
2009) que incluye obesidad abdominal , triglicéridos y glucosa elevados,
presion arterial elevada y niveles bajos de colesterol HDL. Tres de los

anteriores paradmetros representan un criterio diagndstico de SMet (Tabla

1).

——
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Tabla 1.- Criterios de diagnéstico para el Sindrome Puntos de
Metabdlico corte
Circunferencia de cintura (A) 2102 cm en
hombres
> 88 cm en
mujeres
Triglicéridos elevados (el tratamiento farmacoldgico >150mg/dL
para hipertrigliceridemia es un indicador alternativo () (1.7mmol/L)
Colesterol - HDL bajo (el tfratamiento farmacologico <40mg/dL
para hipertrigliceridemia es un indicador alternativo(€) (1.0mmol/L)
hombres
<50 mg/dL
(1.3mmol/L)
mujeres
Presion arterial elevada (el fratamiento farmacoldgico 2130mmHg
antihipertensivo es un indicador alternativo) Sistolica
285mmHg
Diastolica
Glucosa en ayuno (el tratamiento farmacoldgico de >100mg/dL
glucosa elevada es un indicador alternativo)

(A): Son los puntos de corte utilizados para EE.U. La Federacidn Internacional de Diabetes
propone cortes mds especificos con respecto a la definicién de obesidad central los clasifica
por pais o grupo étnico.

(B): Los farmacos mds utilizados son los fibratos y acido nicotinico

(C): La mayoria de los pacientes con DMT2 tendrd SMet segun los criterios actuales.

2.1.2.- Prevalencia a nivel mundial

La prevalencia del Sindrome Metabdlico ha aumentado
significativamente en los Ultimos anos segun criterios de la OMS. Los datos
son variables dependiendo del origen y la edad de la poblacidon de
estudio, asi como la definicibn que se utilice para su diagndstico

(Swinburn y col., 2011).

La epidemia del sindrome metabdlico parecid comenzar con el
aumento de la obesidad, las primeras estadisticas en 2008 revelaban que
502 milones de personas en el mundo tenian obesidad
(IMC>30kg/m?)(Finucane y col., 2011). Estudios epidemioldgicos revelan

que la prevalencia del sindrome metabdlico a nivel mundial varia entre

13
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un 20 y 45% de la poblacion, el componente mds frecuente en el SMet es
la obesidad abdominal. Se estima que para 2035 el 53% de la poblacion
desarrolle sindrome metabdlico (Gierachy col., 2014). Elincremento en la
prevalencia de la obesidad es un problema de salud mundial ya que el
aumento de peso excesivo provoca un mayor riesgo para desarrollar
varias enfermedades, especialmente de tipo cardiovascular, renal,
diabetes, etc. A este conjunto de enfermedades se les conoce como

Enfermedades no Transmisibles o Enfermedades Cronicas (ENT).

Los datos estadisticos que refleja la OMS declaran que las
enfermedades no transmisibles matan a 41 millones de personas cada
ano, lo que equivale al 71% de las muertes que se producen en el mundo.
Las principales ENT son las cardiovasculares como ataques cardiacos o
cerebrovasculares que provocan 17.9 millones de muertes cada ano
(OMS., 2018).

La OMS prevé que las muertes por diabetes se multipliquen por dos
entre 2005 y 2030. Padecer esta enfermedad implica un aumento en el
riesgo de cardiopatia, accidente cerebrovascular, y es una de las causas
principales de insuficiencia renal. Entre un 10 -20% de los pacientes con
diabetes mueren por fallo renal y se estima que un 50% mueren de

enfermedad cardiovascular (OMS., 2016).

Los principales factores de riesgo son la inactividad fisica, hdbitos
de alimentacion poco saludables, consumo de alcohol y tabaco,
aumento de glucosa vy lipidos, tension arterial elevada y obesidad. Otros
factores como la industria alimentaria también estan implicados en su

desarrollo (Forouzanfary col., 2016).

En Espana, segun estudios y andlisis (Ferndndez-Bergés y col., 2012;
Guallar-Castilléon y col., 2014) entre un 22.7% y un 32% de la poblacion
espanola padece Sindrome Metabdlico con mayor prevalencia en
hombres hasta 65 anos, después de esta edad la prevalencia es mayor

en mujeres. La presidn arterial y la circunferencia de cintura fueron los

——
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factores de mayor peso para el diagndstico, debido a la alta prevalencia
de obesidad abdominal e hipertension arterial en Espana (Ferndndez-
Bergés y col., 2012). El estudio Global Burden of Disease reveld que en
Espana la enfermedad renal créonica es la octava causa de muerte (Ortiz
y col., 2019).

En México el Sistema de Encuestas Nacionales de Salud (ENSA) es
el principal eje epidemioldgico para generar informacion del pais. La
ultima actualizacion de resultados se realizd en 2016 a fravés de la
encuesta ENSANUT-2016 (n=11,759) (Avilay col., 2016) y permitié conocer
la situacion nutricional actual de México. El 72.5% (48.6 millones de
personas) de la poblacion adulta padece sobrepeso u obesidad una
tendencia en aumento respecto a la ENSANUT 2012 y con una mayor
prevalencia en el género femenino, Es preocupante los indices de
prevalencia en la poblacion pedidtrica, 3 de cada 10 ninos presentan

sobrepeso y obesidad.

2.1.3.- Fisiopatologia cardiovascular y renal

Para entender la fisiopatologia cardiovascular y renal es necesario
comprender los mecanismos celulares que vinculan las alteraciones
metabdlicas con alteraciones de funciones fisiolodgicas y terminan
manifestdndose en enfermedades cronicas. Estd claro que dentro de los
factores de riesgo del Sindrome Metabdlico existe una clara tendencia y
correlacion para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y

renales (Tune y col., 2017).

Las ECV son tfrastornos del corazon y los vasos sanguineos. Entre ellas
destacan: las cardiopatias coronarias (ataques cardiacos), las
enfermedades cerebrovasculares (apoplejia)el aumento de la tension
arterial  (hipertension), vasculopatias periféricas, las cardiopatias
reumadticas, cardiopatias congénitas y la insuficiencia cardiaca (OMS.,
2019).

——

15

'



Revision bibliogrdfica

Los principales factores de riesgo para desarrollar ECV son: SMet,
obesidad abdominal, circunferencia de cintura incremento de
adipocinas en el tejido graso visceral, resistencia a la insulina, y presion

arterial elevada (Ritchie y Connell, 2007).

El tejido adiposo es el érgano endocrino mds grande del cuerpo,
secreta principalmente adipocinas (adiponectina, leptina y resistina) y
citoquinas (factor de necrosis alfa-tumoral (TNF-a), interleucina-é,(IL-
6))(Hutley y Prins, 2005).

Se considera que una inflamacion sistémica de bajo grado
comienza en la obesidad con el incremento del marcador inflamatorio;
proteina C- Reactiva (C-reactive protein (CRP) (Johnson y col., 2012), en
conjunto existe una actividad mayor por parte de los macréfagos, que
rodean el tejido adiposo excedente, resultando una mayor liberacion de

citoquinas y manteniendo un estado de inflamacion sistémica.

Esta liberacion de citoquinas también induce una resistencia a la
insulina en el musculo esquelético (Wieser y col., 2013) altera el eje
pituitario -suprarrenal, acelera la perdida de células beta pancredticas
(Ohy col., 2011) y activa el sistema nervioso simpdatico contfribuyendo al
aumento de la frecuencia cardiaca, retencién de sodio y el desarrollo de

dano cardiovascular (Hutley y Prins, 2005).

Los mecanismos celulares y moleculares entre obesidad, SMet y
mayor riesgo cardiovascular se centran en la funcion del tejido adiposo

(Figura 1).

——
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Figura 1.- Mecanismo celulares y moleculares asociados a riesgo cardiovascular

La obesidad y la aterosclerosis tienen una etiologia inflamatoria
(lzaola, 2015; Taleb, 2016). La atrofia cardiaca generada por la
inflamacion sistémica y ofros factores de riesgo antes mencionados se ha

descrito como “cardiomiopatia de la obesidad” (Turkbey y col., 2010).

La resistencia a la insulina genera vasoconstriccion, disminuyendo
la actividad del 6xido nitrico (NO) y su funcion antfiaterogénica. El estrés
oxidativo las especies reactivas de oxigeno (ROS) aumentan generando
mas inflamacién lo que resulta en una disfuncion endotelial (Hansson,
2005). Las personas con SMet padecen multiples alteraciones a nivel
hemostdtico que los predisponen a ECV, entre ellos destacan: fibrinolisis y

disfuncion plaquetaria (S. Kostapanos y col., 2013).

En el proceso aterosclerdtico las células inmunes crean una
interaccién con el endotelio, generando una formaciéon temprana de
ateroma (Taleb, 2016), disminuyendo la homeostasis endotelial como
consecuencia de la reducciéon de NO y la secrecidon del vasoconstrictor
angiotensindgeno (angiotensina Il) que contribuye a una hipertension

sistémica.
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En la dislipidemia aterogénica el componente principal es el
aumento plasmdatico de la apolipoproteina B (apo-B). Esta es una
proteina estructural de lipoproteinas aterogénicas (LDL, VLDL, TG, y HDL-
C reducido). Se considera que altos niveles de apo-B son la causa

principal de Enfermedad Cardiovascular Aterosclerdtica (ASCVD).

El proceso ateroesclerdtico comienza cuando las lipoproteinas se
filtran en la pared arterial, los macrofagos las atrapan formando células
espumosas cargadas de lipidos generando una capa grasa en los
capilares; al degradarse las células espumosas se forma un tejido

conectivo (placa fibrosa) rica en colesterol.

Los macréfagos se adhieren donde la capa es mds inestable,
provocando una ruptura y generalmente una trombosis. (Tabas Ira y col,
2007). En conjunto los niveles elevados de inhibidor del activador de
plasmindgeno 1 (PAI-1) pueden generar un estado protfrombdtico (Ledn-
Pedroza y col.,, 2015) (Berg Anders H. y Scherer Philipp E., 2005). Los
estados inflamatorios en el SMet, aceleran este proceso, cuando esta
placa se rompe generalmente se produce un evento cardiovascular

(infarto al miocardio o accidente cerebrovascular) (Figura 2).
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Figura 2.- Proceso ateroesclerdtico y trombdtico
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La hiperglucemia se relaciona con enfermedad microvascular,
como retinopatia, neuropatia o enfermedad glomerular (Grundy, 2012).
Cuando la funcidén de las células beta pancredticas se ve disminuida, los
rangos de glucosa comienzan a aumentar, por lo tanto, la hiperglucemia
en este caso se desarrolla como una secuela posterior a la obesidad y un
estado inflamatorio sistémico. Los rangos prediabéticos se establecen en:
glucosa en ayuno 100-125mg/dL o niveles posprandiales a las 2horas de
140-199mg/dL. La diabetes categdricamente se diagnostica como
rangos de glucosa en ayunas de 2126mg/dL o niveles posprandiales de
>200mg/dL. Tanto la prediabetes como la diabetes se consideran

factores de riesgo metabdlico cardiovascular.

La enfermedad renal crénica se define como la presencia de lesion
renal, que abarca alteraciones histoldgicas en la biopsia renal o
presencia de albuminuria y alteracion del sedimento urinario (Castelao
M.,y col., 2014), o al menos 3 meses de FGe (filtrado glomerular estimado)

inferior a 60 ml/min/1.73 m2.

Las personas que presentan SMet desarrollan ERC reflejada por
microalbuminuria (Locatelli y col., 2006). MUltiples estudios demuestran
gue un mayor IMC se asocia con presencia de proteinuria o disminucion
de la tasa de filtracion glomerular (Chang y col., 2013; Pinto-Sietsma y col.,
2003). El aumento de la grasa visceral se asocia con resistencia a la
insulina principalmente en el musculo y con una mayor prevalencia de
albuminuria en hombres (Foster y col., 2011; Shulman, 2014). La obesidad
se asocia con mayor incidencia de nefrolitiasis (Taylor y coll., 2005), se ha
estimado que entre un 17% y 26% de todos los canceres renales en

hombres y mujeres son atribuibles al exceso de peso (Armoldy col., 2015).

Los mecanismos exactos a través de los cuales el SMet puede
inducir o empeorar la ERC son poco claros. Presentar diabetes mellitus
tipo 2 o hipertensidbn son un condicionante, una inflamacién crénica,

alteracion en el sistema renina — angiotensina, el estrés oxidativo

——
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(Lerman., 2011) y la obesidad son factores de riesgo (Kovesdy y col.,
2017).

El exceso de tejido adiposo observado en el SMet puede expresar
muchas moléculas proinflamatorias (citoquinas) (Xu y col., 2003). El
tamano de los adipocitos se correlaciona con los niveles de IL-6, TNF-a y
la proteina C-reactiva (Bahceci y col., 2007). Su aumento genera una
inflamacion sistemica y una resistencia a la insulina (Grundy, 2016). En
estudios experimentales con animales se observd que el aumento de
citoquinas proinflamatorias provocd una mayor filtfracidn en el rindn

generando un dano en la funcion renal (Ma Shuangtao y col., 2016).

Asi mismo, el tejido adiposo presenta una actividad endocrina de
adipocinas (Lehr y col., 2012). Estas adipocinas se describen como
leptina, resistina y adiponectina, esta Ultima tiene la funcidén de ayudar
en el metabolismo de la glucosa y los dcidos grasos, se ha observado que
en procesos obesogénicos, sus niveles se ven disminuidos y se relaciona
con resistencia a la insulina (Sharma, 2009). Su principal receptor son los
podocitos en el rindn y su actividad probablemente este mediada por la
proteina quinasa activada por 5’AMP(AMPK). Algunos estudios en ratones
reflejan que una expresion reducida exhibe lesion en los podocitos,

albuminuria y fibrosis renal (Sharma y col., 2008).

Por el contrario, la leptina, es una hormona que regula el apetito,
su mecanismo de accion es inhibiendo el Neuropéptfido Y (NPY -
aumenta la ingesta y disminuye la termogénesis), en personas con
obesidad se ha observado que su funcion se ve alterada, se presenta una
resistencia alalepting, la razdn puede estar relacionada con altos niveles
de ftriglicéridos que afectan su frasporte a través de la barrera
hematoencefdlica (BHE) o que su transportador se encuentra saturado
(Berg Anders H. y Scherer Philipp E., 2005). Se ha observado in vitro que la
leptina provoca hipertrofia de las células mesangiales glomerulares,

generando mayor filfracion de albumina y proteina (Lee y col., 2005).

——
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En la obesidad los podocitos se agrandan para cubrir un drea de
superficie mayor en el glomérulo (Glomerulopatia) con el tiempo se
atrofian y se genera un desprendimiento ya que su tfamano ya no es
proporcional a la hipertrofia glomerular resultando en una
glomeruloesclerosis segmentaria focal que conduce a una enfermedad

renal en etapa terminal (Fukuda y col., 2012).

El vinculo enfre la resistencia a la insulina y la enfermedad renal
podria entenderse en la dependencia de los podocitos glomerulares que
componen la barrera de filtracion glomerular a la insulina (Tao y col.,
2012). Esta Ultima controla la contractibilidad de los podocitos asociada

con la permeabilidad glomerular (Kimy col., 2011).

La insulina fiene la capacidad de regular la Tasa de Filtfracion
Glomerular (TFG) a fravés de vasodilatacion renal local, ufiliza la
indometacina para disminuirla y por medio de la sintesis de NO endotelial
la aumenta (Hayashiy col., 1997). Sin embargo, este efecto de lainsulina
puede alterarse cuando existe una Rl, en consecuencia la
hiperinsulinemia puede producir hiperfiliracidon glomerular y aumento de
la permeabilidad vascular desencadenando una albuminuria urinaria y

la progresion de lesion renal (Chade y Hall, 2016).

La hipertensidon es una caracteristica importante del SMet y una
causa comun de enfermedad renal (Zhang y Lerman, 2017). Se han
descrito diversos mecanismos por los cuales la presion arterial se puede
elevar y su relacion con la obesidad (Alberti y col., 2009). Una dieta alta
en lipidos puede provocar un desequilibrio en la reabsorcion de sodio. La
alteracion del sistema renina-angiotensina-aldosterona y el aumento de
la actividad del sistema parasimpdtico, asi como la liberacion de
angiotensindgeno y aldosterona contribuyen para  desarrollar

hipertension (Briones Ana M.y col., 2012).

El estrés oxidativo juega un papel importante en el SMet. (Bonomini

y col., 2015). La mitocondria es un orgdnulo fundamental para generar
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energia (Nunnari y Suomalainen, 2012) y manejo de la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Las células renales son ricas en
mitocondrias y tienen una alta demanda de energia, por lo tanto la
fisiopatologia de las enfermedades renales afecta a casi todas sus células
(Eirin y col., 2017).

La hiperuricemia tiene una fuerte asociacién con el SMet y se
correlaciona con hiperinsulinemia posiblemente por el efecto
inflamatorio que genera en los adipocitos, ademds los niveles séricos de
dcido Urico se relacionan con un mayor riesgo de desarrollar disfuncion
renal cronica (Li y col., 2014). Claramente la fisiopatologia de la
enfermedad renal, se relaciona con el SMet, ya que el rindn es un érgano

diana susceptible a todos los factores de riesgo del Sindrome Metabdlico

(Figura 3).
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Figura 3.- Factores de riesgo del SMet que promueven dano renal
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2.1.4.- Tratamientos farmacolégicos y no farmacolégicos

2.1.4.1.- Tratamientos farmacolégicos

El manejo del Sindrome Metabdlico involucra un tratamiento
combinado en cambios de esfilo de vida con una adecuada
intervencion farmacoldgica. Dentro de estas intervenciones destacan las
que incluyen el manejo de la dislipidemia aterogénica mediante el uso
de estatinas (atorvastatina, simvastatina ezetimiba). En los pacientes
infolerantes a las estatinas se ha utilizado un anficuerpo monogénico
contra PCSK?; una proteina que facilita la degradacién de los receptores
de LDL (Sabatine y col., 2015) (Robinson y col., 2015).

Para la reduccion de triglicéridos se han utilizado niacina vy fibratos,
sin embargo, el beneficio es menor en comparacion con el fratamiento
de estatinas. (The HPS2-THRIVE Collaborative Group, 2014) (The AIM-HIGH
Investigators, 2011) En la actualidad se agrega fenofibrato a la terapia
con estatinas y parece tener un efecto favorable sobre la enfermedad
microvascular (Rajamani y col., 200?9). Para disminuir el riesgo
protrombodtico se utilizan farmacos antiplagquetarios como el dacido

acetilsalicilico (AAS aspirina) (Goldstein Larry B. y col., 2011).

El tratamiento farmacoldgico de primera linea para la hipertension
son los diuréticos, entre ellos existen los inhibidores de la ECA (Zreikat y col.,
2014), los tiazidicos, que ademds mejoran la resistencia a la insulina.
(Dronavalli Suma y Bakris George L., 2008) los antagonistas del receptor
de angiotensina Il (ARAII- telmisartdn) (Benson Stephen C. y col., 2004), los
blogueantes de los receptores beta/alfa — 1 no selectivos, como el
carvediol que no presentan efectos adversos para resistencia a la insulina
(Bakris y col., 2004) y los bloqueantes de los receptores beta - 1 como el
atenolol y metoprolol, que mejoran la hipertension pero presentan un
aumento de resistencia a la insulina (Standl y col., 2012). También se
utilizan los antagonistas del calcio que parecen ser metabdlicamente

neutros y generar una leve mejoria en la Rl (Farah y col., 2013).
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La reduccidn de la grasa visceral a nivel farmacolégico se ha
tratado con orlistat y sibutramina, sin embargo, se ha observado que la
sibutramina puede tener efectos secundarios en la presidn arterial
(Fiippatos y col.,, 2005). En pacientes con DMT2 el tratamiento

farmacoldgico mds utilizado es la metformina o insulina.

Una alternativa a la terapia farmacoldgica es la cirugia baridtrica
(Buchwald y col., 2009), efectivas para la obesidad y todas sus
comorbilidades (Carlsson y col., 2012). Sin embargo, se debe hacer un
seguimiento  nufricional adecuado postoperatorio para evitar

nuevamente un aumento de peso.

Actualmente no existe una farmacologia Unica para el manejo del
SMet y las ENT. La farmacoterapia requiere el uso prolongado de multiples
medicamentos y un gran desafio en muchos de los pacientes. Por lo
tanto, existe un interés creciente en los fratamientos no farmacolégicos
gue se centran en una intervencion primaria enfocados en los cambios
de estilo de vida y mayor actividad fisica, asi como el uso de ingredientes
multifuncionales que ayuden a reducir la dosis de farmacos cuando ya
existe una patologia y también ayuden a reducir el riesgo vy la progresion

del Sindrome Metabdlico.

2.1.4.2.- Tratamientos no farmacoldgicos y estilos de vida

Los estfilos de vida sedentarios, la urbanizacidon y el acceso a
alimentos industrializados y precocinados estan creando una pandemia
del SMet (Grundy Scoft M., 2008). Un cambio en los estilos de vida
sedentarios y una reduccion del exceso de peso es imprescindible para
mejorar los signos y sinfomas de enfermedades cardiovasculares vy

renales.

El uso de ingredientes multifuncionales que tienen un beneficio
demostrable en el tratamiento de pacientes con sindrome metabdlico
aun estd bajo investigacidn y se sugieren como terapias de

acompanamiento del tratamiento farmacolégico (Rochlaniy col., 2017).
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2.1.4.2.1.- Recomendaciones dietéticas

La modificacion de la dieta es una de las estrategias preventivas y
de manejo esenciales, una reduccién de la ingesta caldérica de 500 a
1000 Kcal al dia por un periodo de 6 a 12 meses representa una pérdida
de peso significativa para la mejora de todos los sintomas. Es importante
una composicidon adecuada de macronutrientes y micronutrientes. Los
objetivos de prevencion de enfermedades cardiovasculares segun la
FAO/OMS recomiendan que el consumo de grasa total en la dieta no
debe sobrepasar el 30% de las calorias totales y como un méaximo de este
porcentaje el 11% debe corresponder a grasas safturadas, también
sugiere un consumo de 200-500mg de DHA (1 a 2 veces un consumo de
alimentos ricos en DHA). Las dietas muy altas o bajas en grasas aumentan

el riesgo de dislipidemia aterogénica (Rochlaniy col., 2017).

Una dieta baja en carbohidratos simples ayuda con la dislipidemia,
la hiperglucemia y la hipertension, se recomienda que el contenido de
carbohidratos en la dieta este dentro del 45 -65% de las calorias totales, y
dentro de este porcentaje solo un 10% para carbohidratos simples, en
este sentido lo ideal seria elegir frutas, por su contenido de fibra, vitaminas

y minerales, evitando los azucares refinados o edulcorantes artificiales.

El contenido de proteinas en la dieta debe ser vigilado
principalmente en la enfermedad renal ya que un exceso puede

empeorar el diagndstico y la progresion de la funcion renal.

2.1.4.2.2.- Alimentos Funcionales: origen, clasificacion y efecto
beneficioso

La definicidn de alimentos funcionales se ha utilizado de forma muy
amplia en estrategias de marketing y no existe una definicion cientifica
aceptada, sin embargo la International Life Science Institute (ILSI) emitid
en el consenso Functional Food Science in Europe (FUFOSE) un concepto
qgue hasta hoy en dia es el mds aceptado. Establece que un alimento

puede ser considerado funcional si se ha demostrado de manera

——

25

'



Revision bibliogrdfica

satisfactoria que posee un efecto beneficioso sobre una o varias
funciones especificas en el organismo, mds alld de los efectos
nutricionales que ya tiene, pero es importante destacar que los alimentos
funcionales han de seguir siendo un alimento (Hernandez, 2010), no se
consumirdn en forma de pildoras, cdpsulas o polvos. Deben demostrar sus
efectos en cantidades que se puedan consumir normalmente en la dieta
formando parte de un patron normal de alimentacidon y su consumo

debe gozar de total seguridad (Hernandez, 2010).

La comisidn europea considera la alimentacidn un sector
estratégico en el dmbito de salud publica y por lo tanto su importancia
en la regulacion de los diferentes productos alimenticios. Existe en este
marco grupos de alimentos bien definidos que establecen diferencias

claras con los alimentos funcionales (Tabla 2).

Tabla 2: Categorias de alimentos e ingredientes alimentarios

Término Legislado por la comunidad europea
Complementos Directiva 2006/37/CE
alimenticios Reglamento (CE) n°1925/2006

Alimentos dietéticos | Directiva 2009/39/CE
Reglamento (UE) n°609/2013

Nuevos alimentos Reglamento (CE)n°2015/2283

Alimentos En materia de alegaciones:
funcionales Reglamento (CE)n°109/2008
Reglamento (UE)n°?07/2013
NutraceuUticos No hay legislacion especifica, son

aplicables las anteriores cuando
corresponda y en materia de alegaciones
la de alimentos funcionales.

Los alimentos funcionales no curan ni previenen por si solos y no son
indispensables en la dieta, una persona sana que sigue una dieta
equiliorada ya ingiere todos los nutrientes que necesita y no necesitaria

recurrir a esta nueva categoria de alimentos(Luengo, 2007).Sin embargo
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infroducirlos en nuestra dieta puede ayudar a prevenir determinas

enfermedades.

Los componentes alimentarios que confieren funcionalidad al

alimento se pueden clasificar en 5 grupos (Tabla 3).

Tabla 3.- Componentes alimentarios con funcionalidad en los alimentos

Componente Efectos biologicos Fuentes alimentarias
alimentario
Probidticos Mejoria de la digestibilidad | Productos fermentados de

Regulacion de la flora | lactobacilos y
intestinal bifidobacterias
Modulacién del sistema

inmunitario

Prebidticos Mantenimiento y desarrollo | Hidratos de carbono de
de la biota intestinal cadena corta (Inulina vy
Aumento de la absorcion | fransgalactoligosacdridos)
de minerales (calcio,
magnesio y hierro)

Simbidticos Intervencion en | Mezcla de prebidticos vy
enfermedades probidticos
gastrointestinales
inflamatorias agudas

Nutrientes Necesarios para evitar caer | Los maAs estudiados:
en malnutricion. folatos, algunos dcidos
Efecto preventivo sobre | grasos, vitaminas
algunas enfermedades | antioxidantes C y E,
cronicas

Compuestos | Efecto antioxidante Polifenoles,  flavonoides,

bioactivos carotenoides, fitoesteroles

etc.

2.1.4.2.2.1.- Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos (CBA) son los componentes de los

alimentos funcionales justificando asi su efecto beneficioso sobre la salud.

Estos compuestos son derivados de azucares, lipidos, y aminodcidos, son

principalmente metabolitos secundarios de las plantas denominados
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fitoquimicos, pero también se pueden encontrar en alimentos de origen
animal, al igual que en bacterias y hongos, muchos de ellos han sido
aislados y caracterizados quimicamente, se encuentran de forma natural
en la dieta y a diferencia de las vitaminas y minerales no son necesarios

para el crecimiento y desarrollo.

Estos compuestos pueden afectar procesos bioldgicos generando
un impacto sobre las funciones del organismo, se han asociado con la
prevencion en el desarrollo de enfermedades. Estudiar los mecanismos
de accidon de los compuestos bioactivos es fundamental, sin embargo, su
biodisponibilidad cambia cuando se ingieren puros o cuando se ingieren
dentro del alimento funcional, es importante tener en cuenta que en un
solo alimento puede contener diferentes compuestos bioactivos que
pueden interactuar entre ellos y generar sinergia. Al inicio estas
investigaciones se centraban en su capacidad antioxidante, en la
actualidad se investigan sus efectos sobre senalizacion celular y los

procesos apoptdticos, angiogénesis y metdastasis (Hernandez, 2010).

Los compuestos bioactivos estan relacionados con diferentes
funciones en la senalizacion celular, en los procesos apoptdticos, la
evidencia sugiere que estos compuestos pueden inducir la apoptosis en
células preneopldsicas a fravés de varios mecanismos como el
citocromo-C y caspasas, resultfando en la inhibicidn y progresion de

procesos tumorales.

Durante los ciclos celulares se ha observado que los CBA pueden
detener alguna de las 4 fases (Gi: crecimiento, S; diferenciacion, Ga:
proliferacion y M: muerte celular), regulando la interaccién de quinasas
dependientes de ciclinas (CDK). El B-sitosterol y la curcumina detienen la
fase G2 y M relaciondndolo con una disminucion del complejo de
formacion CDK-1 controlando la progresion del proceso celular en

procesos cancerigenos (Kuttan y col., 2007).
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El proceso carcinogénico lo constituyen la progresion la
angiogénesis y la metdstasis y estos procesos se han relacionado con el
estrés oxidativo y la inflamacioén crénica, signos claros en el SMet. Los CBA
tiene la capacidad de modular la progresion y senalizacidon de vias
inflamatorias como COX2, INOS y NF-B, debido a ello se les atribuyen

efectos antiinflamatorios y anticancerigenos (Hernandez, 2010).

2.1.4.2.2.1.1.- Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son compuestos que resultan del
metabolismo de las plantas y en general son los responsables del color,
sabor y aroma de los alimentos. Su estructura quimica tiene un anillo
aromatico (Cé) en comun con uno o0 mas grupos hidroxilo. El interés en los
compuestos fendlicos surge de estudios nutricionales sobre su consumo y
sus efectos sobre el tratamiento y la prevencidon de varias enfermedades,

entre ellas obesidad, cancer, ECV y las neurodegenerativas.

Los compuestos fendlicos mas comunes son los derivados del dcido
hidroxibenzoico y el dcido hidroxicindmico. Se dividen en dos grupos, de
acuverdo a su naturaleza quimica en compuestos fendlicos simples vy

polifenoles (Tabla 4).

Tabla 4.- Clasificacion de compuestos fendlicos

Compuestos fendlicos Polifenoles
simples
Hidroxitirosol Flavonoides
Acido orto- cumdrino Estilbenos
Acido gdlico Curcuminoides
Acidos clorogénicos Lignanos

El hidroxitirosol, por ejemplo, se encuentra principalmente en los
residuos generados de la produccion de aceite de oliva, se considera un
compuesto antficancerigeno por su capacidad para frenar el ciclo
celular o induciendo la apoptosis, también ha mostrado beneficios en la

prevencion del sindrome metabdlico (Peyrol y col., 2017).
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Los flavonoles como la epigalocatequina (EGCG) se encuentran
principalmente en el té verde vy las lentejas y destaca su capacidad
antioxidante, antidiabética y antiaterogénica. Los mecanismos de
accién no estdn del todo claros, sin embargo, estudios sugieren que
puede estarrelacionado con la via de senalizacion de Notch encargada
de regular procesos como proliferacién, diferenciacién y muerte celular
(Wang y col., 2017).

Dentro de los polifenoles, las isoflavonas se encuentran
principalmente en las leguminosas ligadas a los hidratos de carbono,
durante la hidrolisis, dan lugar a las agliconas como genisteina, daidzeina
y gliciteina. Diferentes estudios han demostrado beneficios en el perfil
lipidico, cdncer de mama, obesidad, diabetes, ECV y osteoporosis
(Kfizovd y col., 2019). Sin embargo, las isoflavonas también pueden
comportarse como disruptores endocrinos y mostrar resultados
contradictorios, la causa parece ser la dosis usada, tamano de la muestra

y duracion de los estudios.

Los efectos mas estudiados de las isoflavonas son sobre los lipidos
plasmdticos y la concentracion de lipoproteinas, donde se han
observado reducciones de LDL y aumento de la HDL, los efectos se
asocian a una mejora en el flujo vascular y una dilatacion arterial

sistémica (Gonzdlez Canete y Durdn AgUero, 2014).

La mayoria de la evidencia cientifica sobre este tema ha
demostrado efecto beneficioso in vitro o in vivo en animales, los estudios

en humanos adn son escasos.

2.1.4.2.3.- Ejercicio Fisico
2.1.4.2.3.1.- Efectos generales del ejercicio sobre pardmetros de Sindrome
Metabdlico

Comprender la fisiologia del ejercicio ayuda a mejorar las

enfermedades cronicas, el ejercicio regular y una dieta saludable son
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probablemente la intervencién en el estilo de vida con mayor efecto

benéfico para la salud.

Se ha demostrado que la actividad fisica tiene multiples efectos
beneficiosos sobre el SMet comenzando por una pérdida de peso que
mejora la resistencia a la insulina, disminuye la inflamacién sistémica 'y
reduce el riesgo de enfermedad cardiovascular (Grundy y col., 2012). En
diferentes estudios y metaandlisis se ha observado la eficacia del
ejercicio fisico en personas con sindrome metabdlico, pardmetros como
el IMC, la circunferencia de cintura, la presion arterial y la glucemia se
redujeron significativamente, los pardmetros lipidos también mostraron
mejora. Se concluyd que el enfrenamiento fisico mejora la composicion
corporal, los pardmetros cardiovasculares y metabdlicos (Ostman y col.,
2017). Los principales beneficios de la practica de ejercicio se describen

a continuacion en la Tabla 5 (Chicharro y Vaguero, 2006).

Tabla 5.- Beneficios del ejercicio fisico

Reduce Aumenta

El riesgo de cardiopatia isquémica | Preserva la masa muscular vy
y otras enfermedades | tonifica los musculos
cardiovasculares

El resgo de desarrollar | Incrementa la densidad mineral
hipertension, dislipidemia y Rl 6sea, manteniendo los huesos vy
articulaciones mads resistentes

El riesgo de desarrollar obesidad Mejora la actividad del sistema
inmunoldgico

El riesgo de desarrollar cdncer | Mejora la resistencia a la insulina
principalmente de colon y mama

Ayuda a controlar los sentimientos | Promueve el bienestar psicolégico
de ansiedad y depresion

El ejercicio fisico a largo plazo estimula una remodelacion del
corazon induciendo un crecimiento y una reprogramaciéon molecular y
celular. Estudios sugieren que el ejercicio cronico genera hipertrofia de los

miocitos y con ello vias antagonistas a las rutas patolégicas mejorando la
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capacidad cardiaca y proporcionando cardioproteccion (Vega y col.,
2017).

2.1.4.2.3.2.- Principales tipos de ejercicio en el Sindrome Metabdlico

Un programa de actividad fisica es primordial para el manejo
clinico del SMet. Se ha estudiado que un entrenamiento en intervalos
aerdbicos de alta intensidad es mds efectivo que un entrenamiento
continuo de intensidad moderada (Haram y col., 2008). Con respecto a
las alteraciones presentes en el SMet, se ha observado en estudios con
animales que la frecuencia y duracion del ejercicio son los principales
factores que alteran los pardmetros antropométricos y metabdlicos, asi

como la densidad microvascular en el corazon (Machado y col., 2017).

En ofro estudio el entrenamiento aerdbico intervdlico demostro,
ademds de los multiples beneficios para el control del peso corporal un
efecto reductor de la glomeruloesclerosis y redujo los niveles de albumina
urinaria, ademds de una accion beneficiosa significativa sobre el
metabolismo de lipidos. Los autores concluyen que el entrenamiento
aerdbico intervdlico es una buena estrategia para prevenir alteraciones
en la estructura renal y pardmetros urinarios causados por la obesidad
(Martinez y col., 2019).

En mujeres con obesidad, se realizd un estudio aplicando diferentes
protocolos de entrenamiento, el primer grupo realizaba una sola sesion
de 30 minutos al dia, el segundo grupo realizaba 3 sesiones de 10 minutos
3 veces al dia, ambos grupos realizaban el protocolo 3 veces ala semana
durante un periodo de 12 semanas, el grupo control no realizaba ningun
ejercicio. Se demostré que el ejercicio prolongado es superior a multiples
sesiones cortas para mejorar los riesgos del sindrome metabdlico y el
indice aterogénico en mujeres obesas ya que se observd una mejora en
todos los pardmetros antropométricos como el IMC, circunferencia de
cintura, porcentaje de grasa, ademds de una mejora en la presion arterial

y los niveles de glucosa en sangre (Chung y col., 2017).
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Oftfros autores estudiaron los efectos beneficiosos de una
intervencion mixta con dieta a base de un germinado de V. radiata (soja)
vs leguminosa cruda y un protocolo de entrenamiento de intervalos
aerdbicos sobre pardmetros plasmdticos y de funcionalidad hepdtica en
ratas Zucker y observaron una mejora significativa de los pardmetros
antes mencionados en el grupo que consumidé el germinado de V.
radiata y realizd el protocolo de enfrenamiento en comparacion con el
que grupo que consumid la leguminosa cruda. El rendimiento fisico
siempre fue menor en ratas obesas en comparacion con ratas delgadas,
esto se relaciona con las graves alteraciones metabdlicas que padecian
las ratas obesas como el deterioro en la perfusion del musculo
esquelético. El resultado del protocolo de entrenamiento de intervalos
aerdbicos mostré una clara mejora en la capacidad aerdbica en ratas
delgadas y obesas, lo que se correlaciono en estas condiciones
experimentales en cambios significativos en el metabolismo de la
glucosa, perfil lipidico y mejora en la histologia hepdatica (Kapravelou y
col., 2017).

2.1.4.2.3.3.- Mecanismos de accion del ejercicio a nivel celular y
molecular

La fisiologia del ejercicio es una disciplina cientifica relativamente
reciente. Sin embargo, desde 1927 se cred en Estados Unidos el
denominado “Laboratorio de la Fatiga de Harvard” a cargo del
bioquimico Henderson. Anos después el doctor Johannes Lindhard cred
el laboratorio de teoria de la educacion fisica en Copenhague, ambos
tuvieron un impacto significativo para los primeros estudios en fisiologia
del deporte y para comprender los mecanismos que regulan las
respuestas fisioldgicas del cuerpo, las rutinas de ejercicio agudo, las

adaptaciones al entrenamiento y el desentfrenamiento.

El mUsculo esquelético satisface sus necesidades energéticas a
partir de los nutrientes de la dietq, principalmente de hidratos de carbono

y grasas, estos sustratos se fransforman en adenosina trifosfato (ATP)a
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partir de esta molécula se obtiene la energia necesaria para realizar
cualguier movimiento o entrenamiento. La célula tiene tres rutas
metabdlicas para sintetizar ATP; a partir de fosfocreatinina (PCr), la
glucolisis anaerdbica con la transformacién del glucdgeno muscular en

lactato y la fosforilaciéon oxidativa (Chicharro y Mojares, 2008).

El ejercicio fisico puede estimular la secreciéon dentro del musculo
esquelético de cientos de sustancias como proteinas, factores de
crecimiento, citocinas, metalopeptidasas y provocar la miogénesis
(Henningsen y col., 2010; Roca-Rivada y col.,, 2012). Las moléculas
derivadas de los mUsculos que ejercen un efecto endocrino o paracrino
en el cuerpo se denominan “mioquinas” (Figura 4) y son las responsables
y mediadoras de los efectos del ejercicio fisico en la salud (Fiuza-Luces y
col., 2013; Pedersen y col., 2007).

- «lndiDIOn

Figura 4.- Moléculas secretadas por los mUsculos como respuesta del ejercicio fisico “mioquinas”

Una de las primeras mioquinas en ser descrita fue la miostatina, esta
es un potente inhibidor del crecimiento muscular, segun lo descrito, los
ejercicios de resistencia crénica reducen su expresion (Hittel y col., 2010).
Su aumento puede conftribuir a la resistencia a la insulina y obesidad
(Hittel y col., 2009).
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La IL-6 es otra mioquina que aumenta con la intensidad y duraciéon
del ejercicio, pero disminuye con el dano muscular y la ingestion de
carbohidratos. Los efectos del ejercicio crénico aun son controvertidos
(Croft y col., 2009; Fischer y col., 2004), sin embargo, reflejon que el
entrenamiento aumenta la sensibilidad del receptor de IL-6 en los
muUsculos ejerciendo una accidn local en ellos o de manera periférica
similar a la hormonas, mediando efectos metabdlicos, antiinflamatorios o
inmunomoduladores. LalL_é tiene acciones similares a la leptina, tanto en
el musculo esquelético como en el tejido adiposo aumenta la absorcion
de glucosa y mejora la oxidacion de lipidos (Bruce y Dyck, 2004). En las
enfermedades cardiometabdlicas los efectos del ejercicio pueden liberar
mioquinas como la IL-6 creando un entorno saludable para inducir la
liberacion de otras citoquinas anfiinflamatorias como el antagonista del
receptor de Interleucina 1 (IL-1RA) e inhibir la citoquina proinflamatoria
TNF-alfa (Ostrowski y col., 2000). Ofro tipo de mioquina inducida por la
contraccion muscular es la Interleucina — 15 (IL-15), sus efectos principales
son anabdlicos y anficatabdlicos locales, esta mioquina tiene un efecto
antfiobesogénico, por lo tanto se considera un mediador de los efectos

del gjercicio contra la obesidad (Quinn y Anderson, 2011).

El Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro (FNDC) es uno de los
factores neurotroficos necesarios para la supervivencia neuronal,
aumenta principalmente con el ejercicio de alta intensidad (Schmidt-
Kassow y col., 2012), podria actuar localmente mejorando la oxidacion

de lipidos a fravés de la activacion de AMPK (Matthews y col., 2009).

Las células madre mesenquimales (CMM) podrian ser ofro factor
terapéutico ya que el gjercicio es un estimulo para la liberacion de CMM
al forrente sanguineo y junto con las células madre pluripotenciales tiene

la capacidad de reparar el miocardio danado (Wu y col., 2011).
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2.2.- Marcadores de funcionalidad cardiovascular y renal

2.2.1.- Marcadores de funcionalidad cardiovascular
2.2.1.1 Marcadores de obesidad

La obesidad es el factor de riesgo mds prevalente en la
enfermedad cardiovascular, los marcadores de diagndstico para la
obesidad son principalmente el indice de Masa Corporal (IMC), que se
obtiene a partir de la formula peso(kg)/talla(m2). Los rangos de corte

para el diagndstico de sobrepeso y obesidad se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6é.- indice de Masa Corporal

IMC | Clasificacion

<18.5 | Bajo peso
18.5 -24.9 | Normo peso
25 -29.9 | Sobrepeso
30 - 34.9 | Obesidad tipo |
35-39.9 | Obesidad tipo |l
>40 | Obesidad
Mérbida

La evidencia indica que lo mds apropiado seria medir la grasa
corporal total y la circunferencia de cintura/cadera y no solo el IMC ya
que puede subestimar o sobreestimar el diagndstico de la obesidad
debido a que utiliza el peso total como denominador, por lo tanto, sujetos
con mayor masa muscular y poca grasa serdn diagnosticados como
obesos o con sobrepeso (IMC = 30= obesidad). Y por otra parte los
individuos que presentan IMC normal (IMC=18.5 — 24.9)o sobrepeso (IMC
>25-29.9), pero con una distribuciéon anormal de la grasa corporal podrian
estar en riesgo elevado de eventos cardiovasculares (Okorodudu y col.,
2010).
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El indice de circunferencia abdominal y la indice cintura/cadera se
utilizan como medidas sustitutivas y complementarias para la evaluacion
corporal, ya que la obesidad central se relaciona con resistencia a la
insulina, dislipidemias y riesgo cardiovascular. Los rangos son variables
dependiendo la poblacién. En las siguientes tablas (7,8,9,10) se describen

los rangos para hombres y mujeres basados en la evidencia cientifica.

Tabla 7.- Circunferencia de cintura

Sexo Aumentado Muy aumentado
Hombres 94cm 102cm
Mujeres 80cm 88cm

*Puntos de corte: Guias clinicas para la Obesidad del Instituto Nacional de
Salud de los EE.UU. National Institutes of Health (NIH).

*Actualmente diversos estudios recomiendan usar solo la circunferencia de
cadera como predictor de riesgo para complicaciones metabdlicas.

Moreno M. Definicidn y clasificacion de la obesidad. Rev Med Clin CONDES.
2012;23(2): 124-128 Rosales Ricardo. Antropometria en el diagnédstico de
pacientes obesos; una revision. Nutr Hosp 2012; 27(6): 1803-1809.

Tabla 8.- Interpretacidn de circunferencia de cintura asociada con
el riesgo de enfermedad cardiovascular

Género Riesgo alto Riesgo muy alto
Hombres =2 94cm 2 102cm
Muijeres > 80cm > 88cm

La medida de la cintura debe tener como valor méximo la mitad de la talla en
cm.

Hellerstein M. Waist circumference. Auselful indexin clinical care and health
promotion. Nutrition Reviews. 1998.

Tabla$9.- Relacion cintura/cadera

Hombres > 0.95

Mujeres  >0.85
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Tabla 10.- Relacién cintura/cadera (distribucion de grasa)

Valores de riesgo

basados en datos Hombres Mujeres Riesgo
antropomeétricos
> >0.85 Muy elevado*
indice cintura/ cadera 0.90-1 0.80-0.85 Elevado
<0.90 <0.80 Muy bajo
Circunferencia de >95cm >82cm Elevado
cintura (SEEDQ) >102cm >90cm Muy elevado
National Institute of >94cm >80cm Elevado
Health (NIH) >102cm >88cm Muy elevado

*Indica obesidad androide, abdominal o central y estd asociada a mayor riesgo
cardiovascular

2.2.1.2.- Electrocardiograma como marcador de riesgo cardiovascular
La Sociedad Europea de Hipertension recomienda que el
electrocardiograma deberia formar parte de las técnicas de diagndstico

en todos los pacientes con alteraciones metabdlicas (Ruiz, 2009).

En la prdactica clinica el estudio electrocardiogrdafico es una
herramienta confiable y un marcador importante para monitorizar la
correcta funcidon del corazén. Diferentes estudios han demostrado una
relacion entre pacientes con SMet y el desarrollo de fibrosis miocdrdica
(Kosmala y col., 2012)(Oner y col., 2015). El complejo QRS fragmentado
(QRSf) tambien se asocia con fibrosis miocdrdica y se relaciona con
muerte subita cardiaca en pacientes con insuficiencia cardiaca (Onery
col., 2015), (Shay col., 2011).

Estudios en animales reportan que la neuropatia autondmica
diabética (NAD) muestra alteraciones en el estudio electrocardiografico
en la amplitud de la onda R y ensanchamiento del intervalo QTc
(VanHoose y col., 2010), la alteracion de estos intervalos es signo de

progresion de enfermedad cardiovascular y arritmias ventriculares

La aterosclerosis coronaria y la hipertrofia ventricular izquierda en el

SMet estd relacionada con hiperglucemia en ayuno y esto a su vez se
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correlaciona positivamente con una alteracion del intervalo QT y QT
corregido (QTc). Segun Delhey ycol., (2019) este indice se puede utilizar

como un marcador de efectivo de riesgo cardiovascular.

2.2.1.3.- Marcadores de aterogénesis y proceso inflamatorio

La aterosclerosis es un proceso cronico inflamatorio, la
acumulacion de lipoproteinas de baja densidad en el espacio
subendotelial parecen ser los primeros episodios de desarrollo de lesidon

ateroesclerdtica.

Uno de los marcadores mads utilizados para diagnosticar el riesgo de
aterogénesis es el indice aterogénico, que resulta de la proporcidon entre
los niveles de colesterol total y colesterol HDL. Se calcula de acuerdo con
la siguiente formula y el resultado expone el riesgo del paciente (Tabla
11).

IA= (colesterol total — colesterol HDL) /colesterol HDL

Tabla 11.- Relacién entre el indice aterogénico y el riesgo de
enfermedad cardiovascular (ECV)

Valor calculado Riesgo de ECV
Menor de 3.5 Riego bajo
3.5-5.0 Riesgo normal
5.1-9.6 Riesgo moderado
9.7 024 Riesgo alto

Otros marcadores de riesgo de ECV es la prueba de proteina C
reactiva (PCR) de alta densidad que evalua el riesgo de padecer
enfermedad cardiaca, mide la cantidad de inflamacién presente en el
cuerpo, es probablemente la prueba de medicidén de inflamaciéon mds
sensible y es necesario realizar simultdneamente un andlisis del perfil
lipidico. (Espinola-Kleiny col., 2007). La lectura normal de la prueba debe

ser inferior a 2mg/L.
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La tasa de sedimentaciéon de erifrocitos/ velocidad de
sedimentacién globular (VSG) se considera otro marcador para analizar
los procesos inflamatorios. Esta prueba mide la velocidad de caida de los
erifrocitos en el tfubo de ensayo. En un proceso inflamatorio diversas
sustancias como  citoquinas, interleucinas,  fibrindgeno,  alfa-
macroglobulinas e inmunoglobulinas se secretan en la sangre lo que
genera un aumento de la agregacion eritrocitaria formando complejos
mAs densos y como consecuencia un descenso mas rdpido en
comparacion con una célula individual.(Provan y col., 2017). Determina
si el nivel de inflamacion aumenta o disminuye. Los valores normales en

adultos son los siguientes: Tabla12.

Tabla 12: Tasa de sedimentacion de eritrocitos/velocidad de
sedimentacion globular

VSG
Edad (mm/hr)
Ninos 0alo
Hombres
<50 anos Oalbd
>50 anos 0a20
Muijeres
<50 anos 0a20
>50 anos 0a 30

2.2.2.- Marcadores de funcionalidad renal
2.2.2.1.- Filtracién glomerular y aclaramiento renal de creatinina

Las enfermedades renales normalmente cursan de forma
asinfomdtica, la funcidn renal se puede medir por medio de analiticas
comunes. La valoracion clinica de la funciéon renal analiza los siguientes

marcadores:

e Medida de filtracién glomerular (FG) y la concentraciéon plasmatica
de creatinina (Cr) y de urea (U)

e Determinacion de la concentracion de iones en plasma y en orina
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e Andlisis de la osmolaridad plasmdtica y urinaria

e Valoracion del equilibrio acido - base plasmdtico

e Proteinograma plasmdatico y proteinuria

e Hemograma, calcemia, fosforemia y fosfatasa alcalina

e Uroandlisis, sedimento y cultivo de orina

Las enfermedades renales afectan la funcionalidad de las
nefronas, danando al glomérulo, manifestdndose en una alteracion en la
tasa de filfracion glomerular o una pérdida de proteinas o células por

orina.

La funcidn renal se evalia estimando la tasa de filtracion
glomerular (TGF) mediante formulas basadas en marcadores enddgenos
como la creatinina sérica, urea o la Cistatina C y otras variables como
peso, edad y genero (Luis-Lima y col., 2019). La filiracién glomerular (FG)

se puede medir por diferentes pruebas practicas (tabla 13).

Tabla 13: Pruebas clinicas de valoracion de FG

Pruebas Valor normal

Filtracion glomerular (ml/min/1.73m?2) Hombre 124 £ 25

Mujer 119 £ 13
Aclaramiento de creatinina (ml/min/1.73m2) 90-130
Creatinina sérica (mg/dl) 0.5-1.1
Aclaramiento de urea (ml/min/1.73m?2) 60-100
Urea sérica 5-50
Cistatina C (mg/l) <0.96
Densidad urinaria (12h sin liquidos) > 1025
Osmolaridad urinaria (12h sin liquidos) > 800
U/P osmolar > 3.1

La creatinina se produce por la conversion de la creatina muscular

en el higado vy se filtra libremente por el glomérulo, su excrecion la regulan
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las células del tUbulo proximal, por lo que el aclaramiento de creatinina
excede la filtracién glomerular y los valores se elevan proporcionalmente

menos de lo que empeoran la funcionalidad renal (Chen, 2013).

Ademds de la secrecién tubular, la creatinina sérica tiene otras
formas de degradacién que pueden alterar su interpretacion, la masa
muscular y la ingesta dietética son los principales componentes de su
formacién y probablemente estén relacionados con una mayor variacion
en los resultados de las pruebas clinicas. Ofras maneras de degradacion
son la eliminacion extrarrenal por bacterias intestinales y fambién algunos
farmacos pueden elevar los niveles de creatinina sérica sin que
descienda de forma real el filtrado glomerular (Avendano y Hernando,
2009).

El aclaramiento renal de creatinina sirve para valorar el grado de
insuficiencia renal en un individuo, se realiza una exfraccidén sanguinea y

una recogida de orina de 24 horas aplicando la siguiente formula:

CCr (ml/min)=UCr (mg/dL) x Vol (ml/min) / PCr (mg/dl)

Donde:
e UCr = Creatinina en orina
e Vol =Vol. min urinario
e PCr = Concentracion de creatinina en plasma

2.2.2.2.- Albuminuria

La albumina es la principal proteina sérica, tiene un peso molecular
de 69.000 y esta negativamente cargada, por estas caracteristicas no se
filira normalmente, es un biomarcador de disfuncion glomerular. La
microalbuminuria es un marcador precoz para nefropatia diabética y
mortalidad cardiovascular. (Avendano y Hernando, 2009) Se identifica
como un factor de riesgo significativo en ER segun lo que determina la
TFG reducida (Wada y col.,, 2014). La albuminuria se asocia con la

progresion de enfermedad renal crénica y la aparicion de eventos
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cardiovasculares (Souweine y col., 2019). El aumento de albuminuria
basal y los niveles elevados de albuminuria se asocian significativamente

con el tiempo para enfermedad renal terminal (Berhane y col., 2011).

La albuminuria se clasifica por el sistema KDIGO (EUA) y la Sociedad
espanola de Nefrologia lo valida (tabla 14) Se define como la presencia
de valores entre 30-300mg/24horas confirmados en 2 o 3 determinaciones

(Skorecki et al., 2018)

Tabla 14. Escala KDIGO. Categorias, descripcién y rangos de

albuminuria
Albuminuria
Categorias, descripcion y rangos
A1l A2 A3
Normal a Moderadamente | Gravemente
ligeramente elevada elevada
Filtrado glomerular elevada

Categorias, descripcion y rangos (mi/min/1,73 m?)
< 30 mg/g® 30-300 mg/g® > 300 mg/g?

G1 Normal o elevado >90 | Monitorizar Derivar
G2 Ligeramente disminuido 60-89 Monitorizar Derivar
G3a Ligera a moderadamente disminuido 45-59 Monitorizar Monitorizar | Derivar
G3b Moderada a gravemente disminuido 30-44 Monitorizar Monitorizar Derivar
G4 Gravemente disminuido 1529 Derivar Derivar Derivar
G5 Fallo renal <15 Derlvar | Derivar |  Derivar

2.2.2.3.- Minerales y pH en relaciona a formacién de cdlculos renales

En la enfermedad renal créonica existen alteraciones comunes en el
metabolismo 6seo caracterizados por hiperfosfatemia,
hiperparatiroidismo secundario y riesgo de fractura (Newman y col.,
2014). Los principales minerales que se ven alterados son el calcio y el
fosforo ademds de la vitamina D. El desequilibrio de estos compuestos se
diagnostica mediante pruebas analiticas donde se evaluan los niveles en

sangre y orina de calcio, fosforo y calcifediol.

Los niveles de calcio en suero deben mantenerse entre 8 y
10.5mg/dL y su equilibrio depende de la parathormona (PTH) la vitamina

D vy la calcitonina. Los niveles normales de fésforo en suero oscilan entre
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2.5y 4.5mg/dL y para medir el fosfato en orina, es necesario recogerlo

durante 24 horas por su amplia variacion diurna.

La litiasis renal o cdlculos renales se pueden formar en los cdlices y
en la pelvis renal, los uréteres y la vejiga, su tamano puede ser variable,
apenas visibles o los llamados “asta de ciervo” por su forma. Su
eliminacion dependerd de su tamano, los mds pequenos pueden ser
expulsados por orina, sin embargo, este fratamiento es sumamente
doloroso para el paciente. Los mds grandes requieren de ondas
ultrasénicas (litotricia) para romper los mds pequenos y poder ser
eliminados por la orina. En casos muy severos se puede emplear la

extirpacion quirdrgica (Strasinger y Lorenzo, 2010) .

El 75% de los cdlculos renales estdn compuestos por oxalato de
calcio o fosfato. Estos cdlculos se asocian con frecuencia a trastornos
metabdlicos de calcio y fosforo, pero la dieta y la obesidad también

pueden estar relacionadas.

La evaluacion del pH urinario y un andlisis de orina de 24 horas
proporcionan informacién sobre los factores que forman el cdlculo vy
pueden guiar el tratamiento y prevencion. El pH urinario es el factor mas
destacado que precede a la formacion de cdilculos renales (Xu y col.,

2017). En condiciones de normalidad el pH de la orina es superior a 7.

La prevencién de litiasis renal por oxalatos de calcio, cistina y acido
urico, estda relacionado con alcalinizar la orina por medio de una dieta
rica en frutas y verduras alcalinas y un adecuado fratamiento

farmacologico (Frassetto y Kohlstadt, 2011).

2.3.- Leguminosas

2.3.1.- Clasificacion, composicion quimica y valor nutricional

Las legumbres o leguminosas pertenecen a la familia Leguminosae,
se consumen generalmente en forma de semillas secas maduras, pero
también pueden consumirse en vainas o semillas verdes. La legislacion

espanola establece que las legumbres frescas deben comercializarse
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como verduras u hortalizas. Las semillas maduras tienen tres componentes

principales: la testa, la piel o cdscara los cotiledones y el eje embrional.

La FAO sugiere la siguiente clasificacion basada en su composicidon

quimica (Tabla 15)).

Tabla 15.- Clasificacidon quimica de leguminosas

Leguminosas de grano o

legumbres

Leguminosas

Oleaginosas

Proteina 20 -30%

Proteinas 28-42%

Hidratos de carbono
complejos 30-60%

Fibra alimentaria 11-25%

Hidratos de carbono:
pPOCO O Nnulo

Fibra alimentaria: 3-40%

Grasa 1-5%

Grasa 8-52%

Judias secas
Lentejas
Garbanzos
guisantes secos

Haba seca

Soja
Cacahuate
Algarroba
Garrofa

Alframuz

Las leguminosas son en general una buena fuente de hidratos de

carbono complejos, fibra, proteinas, vitaminas, minerales y compuestos

bioactivos. Su valor nutricional se describe a continuacion:

Proteinas: Oscila entre el 20-30% en las legumbres secas y entre el
40-45% en legumbres oleaginosas como el altramuz y la soja, sin
embargo, el contenido de proteinas presenta limitaciones
nutricionales, como el bajo contenido de aminodcidos azufrados y
triptéfano. Casi todas las proteinas de las leguminosas contienen
globulina, albumina y glutelina. La digestibilidad es menor en
comparacién con proteinas de origen animal como la caseina
debido a la presencia de compuestos no nutricionales como los

inhibidores de fripsina y quimotripsina, dcido fitico, nitrdgeno no
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proteico, entre otros, su estructura cuaternaria también dificulta su
digestibilidad y la accién de las enzimas. Estas limitaciones pueden
afectar la utilizacion metabdlica pero la coccidon puede mejorar su
valor nutricional porque facilita la accesibilidad de las enzimas
digestivas favoreciendo la protedlisis a nivel intestinal. La utilizacién
nutritiva de la proteina de las leguminosas puede mejorar

complementdndolas con proteinas de cereales (Hernandez, 2010).

Hidratos de carbono: el almiddon es el hidrato de carbono mads
abundante de las legumbres con excepcion de las
oleoleguminosas, predominan los oligosacdridos como rafinosa,
estaquinosa y verbascosa responsables en parte de producir las
flatulencias. En los Ultimos anos se ha potenciado su consumo
debido a su alto contenido de fibra (almiddn y celulosa) y las
caracteristicas que representa en el tratamiento alterno a
patologias metabdlicas como la diabetes o dislipidemias, incluso
como una alternativa de harinas en las pacientes celiacos (Foschia
y col., 2017).

Lipidos: generalmente el contenido de grasas en las leguminosas
secas es muy bajo y se compone principalmente de dcidos grasos
monoinsaturados y polinsaturados, sin embargo, por el bagjo
contenido que tienen no representan una fuente dietética de estos
dcidos grasos. Las oleoleguminosas pueden presentar valores de

entre 18% y 50% principalmente dcido oleico vy linoleico.

La actividad biolégica de algunos componentes no nutricionales

presentes en las legumbres se estd revalorizando en los Ultimos anos. El

consumo de leguminosas resulta beneficioso en situaciones fisioldgicas y

patoldgicas, por ejemplo, el papel de los inhibidores de proteasas en el

tratamiento para el cdncer, el de los polifenoles como antioxidantes en

el fratamiento del sindrome metabdlico y el dcido fitico para el
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tratamiento nutricional de diabetes o cdiculos renales. Su composicion
aminoacidica alta en arginina/lisina y baja en metionina/glicina les
confiere una accién antiaterogénica. Su consumo se asocia con una
ingesta importante de potasio que ejercen un beneficio sobre el
metabolismo dcido-base del organismo. Los péptidos de bajo peso
molecular derivados de la hidrolisis de las proteinas se han relacionado

con beneficios en la presion arterial por su efecto inhibidor sobre la ECA.

2.3.2.- Lens Culinaris: valor funcional y efectos beneficiosos para la salud

La lenteja (Lens culinaris; Familia Fabaceae) es un alimento
dietético tradicional con un gran valor nutricional, fuente de proteinag,
proporcionando aminodcidos esenciales y no esenciales, las proteinas
mas abundantes en las lentejas son las globulinas y albumina, contienen
un 47% de almidon vy fibra dietética insoluble, son una buena fuente de
prebidticos, lo que ayuda a mantener saludable Ia microbiota intestinal y
prevenir enfermedades asociadas al intestino. El contenido de grasas es
relativamente bajo pero alto contenido de potasio y excelente fuente
vegetal de hierro. Proporciona una variedad de compuestos bioactivos
principalmente de cardacter fendlico, los cuales se ha demostrado tienen
un efecto potencial sobre la salud humana como efectos antioxidantes,
antfidiabéticos, antiobesidad, anfihiperlipidémicos, antiinflamatorios etc
(Ganesan y Xu, 2017).

Se sabe que los compuestos bioactivos de lentejas se unen a
objetivos fisioldgicos para afectar varios procesos de senalizaciéon o
funciones reguladoras que pueden conducir a beneficios para la salud.
Por ejemplo, los compuestos fendlicos de lentejas han demostrado un
beneficio potencial para la salud en el metabolismo de lipidos y glucosa,
ya que estos compuestos pueden inhibir las enzimas gastrointestinales
involucradas en la digestion de carbohidratos (alfa-glucosidasa) v lipidos
(lipasa pancredtica), ademds de su alto contenido de polifenoles que
desempena un papel importante en la motilidad intestinal (Zhang y col.,

2015). Por lo contrario, los péptidos de lentejas derivados de las globulinas
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11S y 7S pueden unirse a la enzima convertidora de angiotensina vy
eliminar las especies reactivas de oxigeno (ROS) in vitro (Garcia-Mora vy
col., 2017).

En relacién con la obesidad, multiples estudios han informado que
la ingesta de lentejas esta inversamente relacionada con la incidencia
de obesidad y diabetes, se ha observado que el contenido de
flavonoides y fibora mejoran la saciedad y por lo tanto disminuye la ingesta
de alimentos, lo que resulta en un mantenimiento del peso corporal. El
contenido de polifenoles de las lentejas tiene el potencial de reducir la
presion arterial por medio de la actividad inhibidora de la enzima
convertidora de angiotensina | (ACE) generando un efecto

cardioprotector (Ganesan y Xu, 2017).

2.3.3.- Efecto de algunos tipos de procesado

2.3.3.1.- Germinacién y fermentacién

El proceso de germinacion en las lentejas puede tener un efecto
positivo sobre el contenido de aminodcidos esenciales, ya que durante
el proceso de germinacion se liberan diversas proteasas enddgenas que
mejoran la digestibilidad proteica a nivel intestinal. El contenido de
hidratos de carbono también se modifica durante el proceso
germinativo, se utilizan como primera fuente de energia en la planta
siendo los primeros los alfa-galactosidos, lo que resulta en una disminucion
de las flatulencias asociadas al consumo de lentejas, el contenido mineral
también se ve aumentado debido ala degradacion de los componentes
no nutricionales como el dcido fitico.También se ha observado que
durante la germinacion el contenido de vitaminas y fendlico aumenta,
por lo tanto su capacidad antioxidante también se ve aumentada
(Fouad y Rehab, 2015). Es importante vigilar las condiciones higiénicas y
sobre todo la duraciéon del proceso germinativo, se ha observado que los
periodos cortos mejoran la ingesta del producto y los periodos largos

generan el efecto opuesto (olores y sabores desagradables).
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La fermentaciéon es un proceso biotecnoldgico bien disenado para
la fabricaciéon y desarrollo de alimentos funcionales dirigidos al sindrome
metabdlico, se ha demostrado tener efectos variables sobre la
capacidad antioxidante y mejorar el contenido fendlico total, se
atribuye este beneficio a la accidn de los microorganismos involucrados
en el proceso de fermentacion sobre los taninos y las agliconas, lo que da
lugar a la aparicion de compuestos fendlicos como distintos acidos
fendlicos y flavonoides (Gan y col., 2016). La fermentacion con
Lactobacilus plantarum afectd positivamente la composicion fendlica y
actividades inhibidoras de la alfa-glucosidasa y la lipasa. La Savinasa
contribuyd a la liberacion de péptidos y actividades inhibidoras de la
ECA. En conjunfo la fermentacion de lenteja mejoro la digestibilidad
gastrointestinal 'y mejord el contenido de péptidos bioactivos,
compuestos fendlicos y actividad antfioxidante (Bautista-Expdsito y col.,
2018).

2.3.3.2.- Tratamiento con proteasas exégenas

Los hidrolizados multifuncionales podrian fomentar la utilizacion de
proteinas de lentejas como un valor agregado para la formulacién de
alimentos funcionales y nufraceulticos. En partficular, la hidrdlisis
enzimdtica con Alcalasa y Savinasa muestra mayor efectividad
proteolitica, lo que resultd en mayor rendimiento de péptidos. Savinasa
también mostro mayor actividad inhibidora de la ECA y actividad
antfioxidante (Garcia-Mora y col.,, 2014) los péptidos inhibidores vy
antfioxidantes de la enzima convertidora de angiotensina estdn siendo
estudiados con mayor atencién debido a sus efectos beneficiosos en la

prevencion y tratamiento de Ila hipertension.

Se ha utilizado el efecto de la alta presion hidrostdtica en
combinacién con diferentes proteasas para la protedlisis de péptidos
bioactivos de las proteinas de lentejas. Estudios demuestran que la
protedlisis a 300mpa con Savinasa dio lugar a hidrolizados de lenteja con

actividades mdas altas de la enzima inhibidora de la ECA y de
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antfioxidantes que se retuvieron mds tiempo en la digestidon

gastrointestinal in vitro (Garcia-Mora y col., 2015).

Otros usos de la hidrélisis enzimdtica son para el estudio vy
produccién de alimentos dietéticos hipoalergénicos. Las lentejas
parecen ser una causa de hipersensibilidad mediada por IgE, la
destruccion proteolitica de epitopos de unidn a IgE podrian ayudar a
mejorar estas alergias, sin embargo aun faltan mas estudios concluyentes
(Cabanillas y col., 2010).

2.4.- La rata Zucker como modelo experimental de Sindrome
Metaboélico

Los modelos experimentales constituyen una valiosa herramienta
en el campo de la investigacion, ayudan a comprender los procesos
fisiologicos asociados a enfermedades, una gran parte de estudios se
desarrollas en roedores dada la similitud bioldgica con el humano (Ayala
y coll., 2008)

Las ratas Zucker obesas son el modelo animal experimental mejor
conocido de obesidad genética, presentan una mutaciéon recesiva en el
gen del receptor de la leptina Esta hormona es importante en la
regulacion del balance energético (Aleixandre y Miguel, 2008) se libera
en el torrente sanguineo y actua sobre el cerebro generando una
disminucion de la ingesta de alimentos. La ausencia de esta hormona es
causa de hiperfagia y obesidad por ello su utilizacion para el estudio de

alteraciones metabdlicaos.

La obesidad en estos animales aparece de manera precoz a las
pocas semanas (durante las primeras 16 semanas de vida) y estd
asociada con hiperfagia y como consecuencia se Jgenera und
hiperplasia e hipertrofia de adipocitos y un incremento del tejido adiposo
(Zhang vy col., 1994). Su perfil lipidico también se ve alterado, aumentan

las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Sin embargo, no se
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considera una modelo de hipertensién, aunque puede desarrollarla con
la edad. (Aleixandre y Miguel, 2008)

Ademds de las anteriores alteraciones también se generan
anormalidades a nivel endocrino, un ejemplo claro y el mds estudiado es
la resistencia ala insulina, que presenta alteraciones semejantes alas que

aparecen en el sindrome metabdlico en humanos.

La alteracion en el receptor de la leptina a corto plazo también
desarrolla hiperinsulinemia (Sterny col., 1972) y persiste toda la vida de los
animales. Otros estudios que pueden desarrollarse en este modelo
experimental son los relacionados con alteraciones lipidicas.
Actualmente la asociacion entre obesidad e inflamacion estd ayudando

a comprender mejor las caracteristicas de este modelo experimental.

Su utilidad como modelo de diabetes mellitus tipo 2 es cuestionable
porque se ha observado que presentan solo ligera intolerancia a la

glucosa.
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3.1.-Material vegetal e hidrolizado proteico

3.1.1.- Leguminosa “Lens Culinaris”

Se tilizaron semillas de lentejas (Lens culinaris Medik. Var.
Castellana), las cuales se obtuvieron de Semillas Iglesias SA (Salamanca,
Espana), se realizd un molido fino en las semillas de lenteja vy
posteriormente se pasaron a través de un tamiz con un tamano de poro
de 0,5 mm y finalmente la harina de lenteja se almacend a 4 ° C. Se utilizo
una proteasa de grado alimenticio Savinasa ® 16 L (16 KNPU / @)
proporcionada por Novozyme (Bagsvaerd, Dinamarca). Coleccion
Espanola de Cultivos Tipo (CECT, Valencia, Espana) y se suministro L.
plantarum CECT 748.

3.1.2.- Caracterizacion del hidrolizado proteico
Con el fin de obtener un producto final con una buena fuente de
compuestos fendlicos y al mismo fiempo preservar la actividad bioldgica

de la lenteja fermentada se siguid el siguiente método:

La harina de lentejas se suspendid en 1.5L de agua estéril en
autoclave (concentracion final de 142.7g/L) en un fermentador. Se ajusto
la temperatura a 37°C y pH a 8.0 utilizando KOH al 20%, las condiciones
de agitacion fueron de 300rpm vy los niveles de aireacion de Ovvm. Se
inoculo la suspensidon de harina de lentejas con Lactobacillus plantarum
CECT 748 (2 x 108 cfu/L de densidad celular final) y paralelamente se tratd
con proteasa - Savinasa 16L (361 mg/L suspensidon harina de lenteja).
Después de 15 horas de fermentacion, el cultivo se centrifugo durante 15
minutos. El sobrenadante se estabilizo calentando a 70°C durante 10
minutos para evitar activacion microbiana y enzimdatica. Finalmente, las
muestras se liofilizaron y almacenaron a -80°C. Se utilizo el método de

Kjeldahl para el andlisis del contenido proteico del hidrolizado de lenteja.

Gran parte de la preparacion del hidrolizado proteico de lenteja se

realizé en una planta piloto por Biopolis, S. L. (Valencia, Espana).
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El presente estudio utilizd referencias previas (Garcia-Mora y col.,
2017) para establecer los tiempos de fermentaciéon (5.5 — 30hrs.) y pH
especificos (6.5 — 8.5). Con el objetivo de probar y optimizar las

caracteristicas y propiedades del producto final.

La actividad optima de la proteasa Savinasa se encuentra en un
pH alcalino de 8, lo cual aumenta su eficacia proteolitica (Garcia-Mora y
col., 2014). La bacteria lactica Lactobacillus plantarum demuestra una
actividad enzimdtfica definida sobre: esterasa, Peta-glucosidasa,
descarboxilasa, reductasa y se ha demostrado el incremento de fenoles
libres en procesos de fermentacion en leguminosas (Gan y col., 2016) y
mejorara la capacidad antioxidante, hipolipidemica y disminuye
actividad hipertensiva del producto fermentado (Kapravelou y col., 2015;

Torino y col., 2013).

3.1.3.- Extraccidén de polifenoles de Lens Culinaris

El andlisis de polifenoles se realizd utilizando 5 gramos de muestra
del hidrolizado proteico. En un vaso de precipitados se vertid la muestra y
sucesivamente se anadid una mezcla de (15mL): metanol; agua; HCL
(70:30:0.1respectivamente), el pH se midid y se ajustd hasta 2 utilizando
HCL 6N.

La extraccion de polifenoles se realizd a una temperatura de 4°C
durante un periodo de 30 minutos y bajo una atmosfera de nitrégeno
para evitar la oxidacion potencial de las muestras (Kapravelou y col.,
2015). Finalizados el periodo de los 30 minutos las muestras se

centrifugaron a 3000rom durante 15 minutos a una temperatura de 4°C.

Al finalizar el proceso de centrifugado, el sobrenadante de la
primera extraccion fue separado y con el precipitado se volvid a realizar
una extraccion. En esta ocasion con una mezcla de (10mL): acetona;
agua; HCL (70:30:0.1 respectivamente) el pH se ajustd nuevamente a 2y

la extraccion se realizd en un periodo de 30 minutos, lo que permitid una
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adecuada division de los polifenoles. Las muestras se volvieron a pasar

por centrifuga y el sobrenadante fue recogido y almacenado a -20°C.

3.1.4.- Caracterizacion de polifenoles y péptidos del extracto de Lens
Culinaris

El andlisis y determinacion de péptidos y polifenoles se realizd
utilizando un cromatégrafo de alta resolucion UPLC) (ACQUITY H — Class
Waters) en combinacidon con una Espectrometria de Masas de Alta
Resolucion de QTOF (Synap G2, Waters). Se realizé una filtracion a los
hidrolizados de lenteja a fravés de discos nylon con famano de poro de
0.22um (MerckMillipore, Darmstadt, Alemania), de la solucion final
obtenida del hidrolizado de lenteja se utilizaron 10 ul para inyectar en el

cromatografo.

Para la separacion y andlisis de polifenoles se utilizd una columna
analitica Acquity HSST33 (100mm x 2.1mm de didmetro interno, 1.8 um.)
Como solvente A se utilizd: agua desionizada con 0.5% de dcido acético
y como solvente B se utilizd: acetonitrilo con 0.5% de dcido acético. El
programa de gradiente se establecid en fase movil y las condiciones
iniciales fueron de: 95% Ay 5% B (v/v). Se fij6 un gradiente lineal para A
hasta que B alcanzara el 95% (v/v) en un tiempo de 18 minutos con un
tiempo de retraso de 5 minutos. La velocidad de flujo de la fase movil se
establecio en 0.4mL min-'. Después de la separacion cromatogrdfica, se
realizd un andlisis de espectrometria de masas de alta resolucidon en
ionizacion electro negativa (ESI-ve) y se utilizd nitrogeno de alta pureza
para desolvatacion (600LH-1). Finalmente, los espectros fueron

registrados en funcion de su masa/carga (m/z) en un rango de 50 — 1500.

Para realizar la separacion de péptidos y proteinas se utilizd una
columna andalitica Acquity BEH300C4 (100mm x 2.1mm de didmetro
interno, 1.7um). Como solvente A se utilizé: agua desionizada con 0.1% de
dcido férmico. Como solvente B se utilizé: acetonitrilo con 0.1% de dcido

formico. El programa de gradiente se establecié en fase movil y las
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condiciones analiticas de inicio fueron; 95% de solvente A y 5% de
solvente B. El gradiente lineal se fijo para A hasta que B alcanzara un 95%
(v/v) en un tiempo de 15 minutos. El fiempo total ejecutado se definid en
25 minutos con un tiempo de retaso de 5 minutos. La velocidad de flujo

de la fase movil se establecid 0.4mL min-'.

Después de la separacion cromatogrdfica. Se realizo el andlisis por
espectrometria de masas de alta resolucidon en ionizacidon electro —
positiva (ESI+ve). El gas utilizado para la desolvatacion fue nitrogeno de
alta pureza (800Lh-1). Los espectros fueron registrados en funcion de su

masa/carga (m/z) en un rango de 50 — 1500.

Todos los compuestos se identificaron en funcion de sus fragmentos
de masa (MS) y sus tiempos de retencion (RT). En base a los datos
obtenidos, los compuestos fueron identificados utilizando la base de

datos ChemSpider. http://www.chemspider.com/

3.2.- Experimentos con animales

Para llevar acabo el presente diseno experimental fue elegido el
modelo de rata Zucker, este modelo es considerado adecuado para los
estudios de Sindrome Metabdlico. Se usaron machos obesos
homocigotos (fa/fa) (OB) y machos delgados homocigotos (fa/+) (DE)
con un peso inicial de 160+ 5g. Los animales fueron alojados en jaulas
grupales en una habitacidon bien ventilada y termostdticamente
controlada (21+2°C), con una humedad relativa del 40-60% y un ciclo de
luz — oscuridad revertido de 12 horas. Durante el periodo de oscuridad, se
utilizd una luz roja para evitar alteraciones en el periodo de luz y prevenir

algun estrés adicional en los animales.

Los animales fueron distribuidos en dos grupos: a) ejercicio y b)
sedentarios, recibiendo ad libitum agua destfilada tipo 2 y una dieta
estandar de rata con un perfil nutricional promedio de 14.3% de proteina,
4% de grasa, 18.0% fibra neutra detergente (FND) y 2.9 kcal/gr. (Teklad

Global Diet 2014). Esta dieta estd disenada especificamente para cubrir
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las necesidades caldricas de larata de laboratorio. Las ratas son animales
nocturnos y presentan una alta actividad durante la noche, por lo tanto,
se establecié que el comienzo del periodo de oscuridad seria a las 12

p.m. periodo en el cual las ratas desarrollarian el protocolo de ejercicio.

3.2.1.- Animales y diseno experimental

Para llevar a cabo este diseno experimental realizar se uftilizaron 64
ratas macho Zucker. 32 de las ratas tenian un fenotipo obeso (fa/fa) (OB)
y las 32 restantes tenian un fenotipo delgado (fa/+) (DE), los animales se
subdividieron en 4 subgrupos experimentales (n=16) de acuerdo al
protocolo de ejercicio que realizarian: sedentario (S) o ejercicio (E), se
realizé una Ulfima subdivision (n=8) donde se aplicd una intervencion
dietética con el hidrolizado proteico procedente de lenteja y los
correspondientes controles (figura 1). Finalmente, los grupos quedaron de

la siguiente manera:

SCTOB: Grupo Control Sedentario Obeso
SCTDE: Grupo Conftrol Sedentario Delgado
ECTOB: Grupo Control Ejercicio Obeso
ECTDE: Grupo Control Ejercicio Delgado
SHOB: Grupo Hidrolizado Sedentario Obeso
SHDE: Grupo Hidrolizado Sedentario Delgado
EHOB: Grupo Hidrolizado Ejercicio Obeso

EHDE: Grupo Hidrolizado Ejercicio Delgado
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Rata Zucker
(n=64)

Delgadas (DE) Obesas (OB)

(n=32) (n=32)

Sedntario (S) Ejercicio (E) Sedentario (S) Ejercicio (E)
(n=16) (n=16) (n=16) (n=16)

Control SCTDE Control ECTDE Control SCTOB Control ECTOB
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Hidrolizado SHDE Hidrolizado EHDE Hidrolizado SHOB Hidrolizado EHOB
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Figura 1.- Diseno experimental

Antes de comenzar el periodo experimental, los animales pasaron
por un periodo de adaptacion de 4 dias con el objetivo de que se
acoplaran a las condiciones de entrenamiento y de la dieta

experimental.

El periodo experimental fue de 8 semanas. Los animales que
realizaron ejercicio ejecutaron el protocolo de entfrenamiento durante 5
dias a la semana, la ingesta de alimento se registrd diariamente y el peso
corporal se registré semanalmente después de un periodo de 12 horas de
ayuno. Al inicio y al final del periodo experimental, se realizd una prueba
de composicidon de oxigeno de 24 horas para evaluar la tasa metabdlica
en reposo. De forma complementaria se realizd una prueba de tolerancia
a la glucosa por sobrecarga oral, esta prueba se realizd 48 horas después
de la Ultima sesion de entrenamiento con el objetivo de analizar el drea
bajo la curva glucémica. La administracion del hidrolizado proteico de
lenteja se realizd por medio de una sonda gdstrica, se usd una dosis de

1g/kg de peso corporal con una frecuencia de administracion de 5 dias
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a la semana (lunes a viernes). Los grupos conftrol utilizaron los mismos
volumenes, frecuencia y sonda gdstrica, pero administrando agua. Al
finalizar el periodo experimental los animales pasaron por una fase de

recuperacion de 48 horas para estabilizar su estado basal.

Previomente al sacrificio se mantuvo a los animales en un periodo
de ayuno de 8 horas y a continuacidén fueron anestesiados con un mix de
Ketamina (75mg/kg) y xilacina (10mg/kg). La sangre se extrajo mediante
puncion de la aorta abdominal utilizando heparina para su recogida
como agente anticoagulante. El plasma fue obtenido mediante
centrifugacion de las muestras de sangre a 3000 rom durante 15 minutos
a 4°C. Las muestras de plasma fueron alicuotadas y congeladas
inmediatamente con nitrégeno liquido y almacenadas a — 80°C hasta su
andlisis. El rindn, corazén, aorta y otros tejidos y érganos fueron extraidos
y enjuagados rapidamente con NaCl al 9%. Todos los érganos y tejidos
fueron pesados, divididos en porciones y procesados para su
correspondiente andlisis histolégico. A continuacion, las muestras
obtenidas fueron congelados inmediatamente con nitrogeno liquido y

almacenados a — 80°C hasta su uso.

Todos los experimentos se readlizaron de acuerdo a las Guias
Direccionales Relacionadas con el Alojamiento y Cuidado de Animales
([CSL STYLE ERROR: reference with no printed form.])y todos los
procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica de
Experimentacion Animal de la Universidad de Granada. (Referencia de
Proyecto AGL2013-43247-R)

3.2.2.- Protocolo de ejercicio

Los grupos experimentales fueron entrenados durante 8 semanas
segun el protocolo descrito por Coll-Risco y col., (2016), el cual consistio
en un calentamiento y ejercicio de fuerza incremental y resistencia, en
combinacién con un entrenamiento aerdbico intervdlico. Todo el

protocolo se realizd en la misma sesion de entrenamiento. La frecuencia
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de entrenamiento fue de 5 dias a la semana, el entrenamiento se llevd a
cabo en un tapiz rodante de cinco calles adecuado para los animales

de experimentacion (Panlab, LE 8710R).

Las sesiones de entrenamiento se planificaron durante el ciclo de
oscuridad de los animales (periodo activo). Una semana antes del
periodo experimental, los animales realizaron un enfrenamiento de
adaptacion el cual consistié en una carrera de baja intensidad durante
10 minutos en el tapizrodante a una velocidad de 20 -25 cm/seg. Al inicio
del protocolo de entrenamiento se realizd una prueba incremental del
consumo maximo de oxigeno (VOamax) para determinar la velocidad que

corresponderia para cada animal.

El protocolo de entrenamiento fue adaptado a partir de lo
publicado por Haramy col., (2008); y Kemiy col., (2005). Este protocolo se
ha disenado en base a los efectos beneficiosos que el gjercicio aerdbico
intervdlico de alta intensidad promueve sobre la obesidad Kemi y col.,
(2005). Por otfra parte, el entrenamiento de resistencia ha sido postulado
también como una buena estrategia para mejorar el perfil lipidico
(Donnelly y col., 2009) y es por ello que se han combinado ambos tipos

de entrenamiento para este diseno experimental.

Todas las sesiones de entrenamiento consistieron en 60 minutos de
trabajo efectivo. Se comenzd con un calentamiento de 10 minutos al 35—
50% de VOomax Seguido de un entrenamiento de fuerza de 2 minutos y 1
minuto de descanso en 8 repeticiones, el ejercicio consistid en que los
animales corrieran con una inclinacion que fue aumentando
gradualmente de 10% a 20% cada tres semanas a una velocidad
constante (20-25cm/s equivalente al 30 - 40% VOamax). El ejercicio
aerdbico intervdlico se realizé en los 30 minutos siguientes del ejercicio de
fuerza, alternando 4 minutos en 50 — 65% VOamax con 3 minutos de
intensidad submaxima de 65 — 75%VOomax. El protocolo anteriormente

descrito se detalla en la tabla 1.
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Tabla 1.- Protocolo de entrenamiento

Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semana5 Semanaé SemanaZ7  Semana8

Calentamiento 35% 35% 40% 40% 45% 45% 50% 50%
(TOminutos) VO2max  VO2max VO2max  VO2max  VO2max VO2max VO2max  VO2max
Entrenamiento | 5\ jiente  10% 10% 15% 15% 15% 20% 20% 20%
de Fuerza
basado en

inclinacion del
tapiz. (2 trabajo | Velocidad  20cm/s 25cm/s 20cm/s 23cm/s 26cm/s 20cm/s 23cm/s 26cm/s

1" descanso)
4" 50% 4" 50% 4' 55% 4' 55% 4" 60% 4" 60% 4" 65% 4' 65%
VO2max- VO2max VO2max- VO2max- VO2max- VO2max- VO2max- VO2max-
3" 60% 3" 65% 3" 65% 3'70% 3' 70% 3' 70% 3' 75% 3'75%
VO2max VO2max VO2max VO2max VO2max VO2max VO2max VO2max

Entrenamiento
Aerébico
Intervdlico (30’)

3.2.3.- Metabolismo basal y capacidad aerdébica

La determinacion del metabolismo basal en los animales se llevd a
cabo durante un periodo experimental de 24 horas, donde los animales
permanecieron en jaulas metabdlicas individuales con acceso libre de
agua y alimento. El gasto metabdlico se determind en periodos de ayuno
y de acceso a alimento. Se realizo un control de peso de los animales
antes de comenzar las 24 horas de determinacion del gasto metabdlico

basal, asi como al final del periodo experimental.

El procedimiento consistio en utilizar un analizador de gases Panlab
Oxylet System, que dispone de un tapiz rodante y jaulas metabdlicas
individuales. Este sistema utiliza una calorimetria indirecta, que se basa en
determinar el consumo de O3 y produccion de CO.. Se establece un flujo
de aire dentro de cada jaula. La velocidad del tapiz rodante se mantiene
a una velocidad de 0.5 — 0.8L/min cuando las ratas se encuentran en
reposo y de 0.7 - 1.2 L/min cuando estdn en movimiento (test
incremental). Los gases son detectados por medio de sensores
especificos de Oy CO2, estos sensores estdn asociados a un equipo que
registra los valores obtenidos. Este sistema utiliza un “Laser Absorption 02
Sensor” que atraviesa la cavidad donde se realiza la determinaciéon y es
importante para disminuir la influencia de humedad ambiental en las

determinaciones de pardmetros metabdlicos en animales dentro de
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jaulas (Dominguez y col., 2009). El gasto metabdlico basal
(kcal/min/kg®7%) se obtuvo readlizando una media con los valores
obtenidos de los periodos de luz y oscuridad. Los datos se registraron en
el Software (METABOLISM V2.2.00) instalado previamente en el

procesador informdtico.

La capacidad aerdbica se determind mediante un analizador de
gases Panlab Oxylet System conectado a un tapiz rodante disenado
especificamente para animales de experimentacion. Se ufilizd el
protocolo propuesto por Wislgff y col., (2001) con minimas modificaciones
(Clemente y col., 2011). La metodologia de esta técnica se basa en
determinar los valores de Oz y CO» por calorimetria indirecta a traves de
un circuito abierto. Se inicio registrando los valores de O, y CO2 del aire
ambiental durante 5 minutos. Los animales comenzaron realizando un
calentamiento de 5 minutos a una velocidad entre 25 y 30cm/seg para
su adaptacion al tapiz rodante y posteriormente comenzd el test

incremental. Los animales fueron pesados al inicio y al final de la prueba.

El test inicio con un incremento de 3cm/min cada minuto y se dio
por finalizado cuando el animal estaba visiblemente exhausto (era
incapaz de seguir corriendo). Se pard el tapiz rodante y los datos se
guardaron en el procesador informdtico. En la tabla 2 se describe el

aumento progresivo de la intensidad del test incremental.
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Tabla 2.- Valores de intensidad del test incremental

Tiempo Velocidad Tiempo Velocidad
(minutos) (cm/s) (minutos) (cm/s)
5 25-30 18 66 — 69
30-33 19 69 -72
7 33-36 20 72-75
8 36 -39 21 75-78
9 39-42 22 78 — 81
10 42 — 45 23 81 -84
11 45— 48 24 84 -87
12 48 - 51 25 87 -90
13 51 - 54 26 90-93
14 54 - 57 27 93 -96
15 57 — 60 28 96 - 99
16 60 — 63 29 99 -102
17 63 - 66 30 102 -105

La medicion de lactato (mmol/L) se determind al finalizar el test
incremental utilizando un analizador Lactate Pro Test Strip. Se realizé una
pequena incision en la parte distal de la cola para obtener una gota de

sangre que se colocd en una tfira reactiva para medir el lactato.

3.2.4.- Composicion corporal

La determinacion de la composicion corporal se realizd utilizando
un EchoMRI ™; EchoMedical Systems, Houston TX. Se trata de un
analizador que estima la grasa corporal de cuerpo entero en animales

vivos mediante resonancia magnética.

3.2.5.- Parametros plasmaticos

Se realizd un test de tolerancia oral a la glucosa (Prieto y col., 2004)
con pequenas modificaciones. Los animales se sometieron a un periodo
de ayuno de 8 horas y posteriormente se les suministrd por sonda gdstrica
una sobrecarga oral de glucosa con una dosis de 6.9umol glucosa/g de
peso corporal, la carga de glucosa se disolvid en solucion salina (NaCl

9%). La determinacion sanguinea se realizé antes de la sobrecarga oral y
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a continuacién se realizd la medicidon de valores a los 15, 30, 45, 60, 90 y
120 minutos, hasta que los animales alcanzaran nuevamente sus niveles

glucémicos basales.

Para la determinacion de concentracion de glucosa se realizé una
pequena incision en la parte distal de la cola para la extraccidn de
sangre y se utilizd un glucémetro Accu — Chek aviva (Roche). La curva de
glucemia se calculd usando el modelo de tfrapezoides con el programa
Microsoft Excel. Los resultados se representaron utilizando las medias de

cada grupo y el error estdndar de la media.

3.2.4.- Bioquimica plasmadatica

Las determinaciones bioquimicas que se readlizaron en plasma
fueron las siguientes: Fosfolipidos, triglicéridos, colesterol total, colesterol
LDL, colesterol HDL y actividades de las enzimas Creatina Kinasa MB y
enzima convertidora de angiotensina. Estos pardmetros fueron
determinados mediante un Analizador Quimico (ShenzhenMidray BS-200
Chemistry Analyzer, Bio-Medical Electronic) perteneciente ala Unidad de
Bioandlisis en el Centro de Instrumentacion Cientifica (Cenfro de
Investigaciéon Biomédica, Universidad de Granada). El indice Aterogénico

se calculd mediante la siguiente formula:

IA= (colesterol total — colesterol HDL) /colesterol HDL

Para calcular el indice Triglicéridos — Glucosa (Tr-Gl) se utilizd la

siguiente formula:

Tr—-Gl = Ln [triglicéridos en ayunas en plasma (mg/dL) x glucosa en ayunas (mg/dL)/2]

3.2.7.-Determinacion plasmatica
Se utilizaron kits analiticos (Spin React, Espana) para medir los
siguientes pardmetros en plasma: acido urico, urea, creatinina, proteinas

totales, albumina, Ca, P y la actividad de la enzimdtica convertidora de
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angiotensina, creatina Kinasa y perfil lipidico (fosfolipidos, triglicéridos,

colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL).

La determinacién de insuling, leptina y adiponectina en plasma se
midié respectivamente utilizando la técnica de inmunoensayo con el
sistema Luminex®. Los kits utilizados para el estudio de insulina y leptina
fueron Milliplex Ref. RBNTMAG-31K-02. Y para adiponectina Milliplex Ref.
RV2MAG-26K-01. Los datos fueron analizados por el programa Master Plex
TM. Esta técnica se basa en usar unas “microesferas” con tonalidades de
rojo hasta verde. Cada una de ellas confiene un anficuerpo especifico
para un anadlito. Cuando la muestra contiene uno de los analitos a
estudiar se une a la microesfera y presenta una reaccion de
fluorescencia. Las concentraciones hormonales se determinaron
mediante un ldser que se encarga de medir el color y la fluorescencia

media (MFI) y que serd igual a la concenfracion de la hormona.

El indice HOMA (Homeostasis Model Assessment) permite estimar la
resistencia a la insulina, asi como la funcionalidad de las células beta. Lo
hace midiendo las concentraciones de insulina y glucosa plasmatica en
ayunas (Matthews y col., 1985). Se calculd el indice de resistencia a la

insulina utilizando la siguiente férmula:

HOMA - IR = (Insulina x Glucosa) /22.5

e Insulina se expresa en uU/mL
e Glucosa se expresa en mmol/L

Un valor incrementado de indice HOMA - IR indica una baja

sensibilidad a la insulina.

3.2.8.- Electrocardiograma

El estudio del electrocardiograma (ECG) en ratas se llevd a cabo
utilizando el sistema de adquisicion de datos Power Lab (ADInstruments)
asociado al mdédulo BIO - AMP vy el software Labchart Pro disenado para
la adquisicion y el andlisis/interpretacion de los datos obtenidos. El ECG

se realizd en animales previamente tratados con ketamina (75mg /kg) y
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xilacina (10mg/kg). La derivacion |l se utilizd para las distintas medidas
readlizadas y el valor medio para cada rata se obfuvo mediante 10
medidas en ciclos cardiacos consecutivos durante los periodos 10-20seg,
30-40seg, 50-60seg, a lo largo de un intervalo de 1 min. Las medidas que
se determinaron en el estudio del ECG fueron las siguientes: Intervalo RR,
Frecuencia Cardiaca, duracion y amplitud de la onda P, amplitud de
complejo QRS, duracidon y amplitud de la onda T, duracion intervalo PR,
duracion intervalo QT, QTc calculado segun la férmula de Bazett (QTc =
Intervalo QT/NIntervalo RR) y variabiidad de la frecuencia cardiaca

(desviacion estdndar de los infervalos RR).

3.2.9.-Presion arterial

La presion arterial se determind semanalmente por el método
indirecto no invasivo. La técnica esfigmomanometrica es similar a la
utilizada en humanos. El equipo (Panlab, LE 5007) estd constituido por un
esfigmomandmetro (maguito) que ocluye el flujo sanguineo y un
transductor que sigue la evolucion del pulso a fravés de todo el proceso.
Posee una cabina de termorregulacion (LE 5650/6 Heater Scanner) que

contiene 6 railes para unir a microprocesadores.

Para llevar a cabo esta determinacion, los animales se infrodujeron
en cabinas inmovilizadoras especiales (acorde a su peso) se mantuvieron
ahi durante 15 minutos para su adaptacion a una temperatura de 37°C.
El esfigmomandémetro comenzéd a inflarse haciendo presion y
blogueando la vena, en consecuencia, se produjo un descenso del pulso
constante. Una vez que el pulso desaparece, el esfigmomandmetro se
desinflo automdaticamente y el sistema detecto el momento en el que el
pulso aparecidé nuevamente (presion sistélica). Cuando el pulso recuperd
su valor inicial, se midié la presion diastolica (la presion media se calculd
automdticamente). La determinacion de los datos de la presion arterial
se realizd6 durante 8 semanas tomando seis medidas por cada animal. Se
descartaron todas las medidas en que la frecuencia cardiaca supero 350

latidos por minuto. Los resultados se representaron determinando el drea
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bajo la curva por cada animal. Se usd el programa Excel por el método

de trapezoide con la siguiente formula (Pruessner y col., 2003).

n— 1

AUC; = >

i =1

(mgqy + m)t;
2

e i distancia de tiempo individual entre mediciones
e mi: medicién individual
e n:numero total de medidas

3.2.10.- Expresion génica por PCR-RT cuantitativa de transcriptos de
arteria y aorta.

La expresion génica de aorta se determind por medio del receptor
del péptido similar al glucagdn 1(glpl1-r). El ARN total se aisld del tejido.
Aproximadamente 100 mg de tejido fueron introducidos en tubos
especiales con una matriz de lisis (Lysing Matrix SS — 116921100, MP
BIOMEDICALS) donde se anadid 1 mL de Tri-Reagent® (Sigma, Aldrich),
que contenia guanidina isotiocianato, fenol y un agente solubilizante
para disolver el ADN, ARN vy las proteinas de las muestras lisadas. Los
tejidos fueron homogeneizados utilizando un homogeneizador FastPrep®-
24 (Modelo 116004500 MP Biomedicals, EEUU). La muestra anteriormente
homogenizada fue transferida a un tubo libre de ribonucleasas (RNasas)
y se dejo incubar a temperatura ambiente durante 5 min para asegurar
la completa disociacién de los complejos nucleoproteicos.
Posteriormente se anadid a cada muestra 200 uL de cloroformo vy se
agitaron vigorosamente durante 15 segundos. Las muestras se volvieron a
incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos y se centrifugaron a
15.000 a 4 °C. La mezcla se separd en tres fases: una fase acuosa superior
que contenia el ARN, ofra interfase que contenia el ADN y por Ultimo una
fase orgdnica que contenia las proteinas. La parte acuosa fue transferida

a un tubo nuevo y se le anadid 500uL de isopropanol, las muestras se
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mezclaron y se mantuvieron a temperatura ambiente de 5-10 minutos
centrifugdndose después a 15.000 rom durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante fue descartado y el pellet formado se disolvid en un
volumen de 50 - 200 pyL con agua libre de RNAsas (Sigma, Aldrich)
dependiendo del tamano del pellet formado y por tanto del material

genético extraido.

Posteriormente, las muestras fueron tratadas con DNasas (Ambion
turboDNA-free TM kit, AM1907) para eliminar cualquier ADN presente y el
ARN fue fransferido a tubos libres de RNasas para determinar la
concentracion y calidad del dcido nucleico mediante el indice de
A=260/A=280 que se establecio entre 1.90 a 2.00 (NanoDrop 2000, Thermo

Scientific).

Para realizar la tfranscripcion reversa de ARN a ADNc, a un total de
1 — 500ng de ARN se le anadieron: agua libre de ARNasas hasta un
volumen final de 13.75uL y 1uL de hexadeoxinucledtidos (Random
Hexamer, Promega C1181), las muestras se infrodujeron en un
termociclador Peltier Thermal Cycler-200 (MJ Research, Waltham, MA,
USA) durante 5 minutos a 65 °C para desnaturalizar el ARN molde.
Posteriormente se mantuvieron en hielo durante 2 min. A cada muestra
se anadid 0,625 ul de nucleasa (RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease
Inhibitor, Life Technologies); 0,5 uL de desoxinucledtidos trifosfato 25 mM
(dNTPs, Promega); 1,25 uL de retrotranscriptasa inversa, 5 uL de First Buffer
(250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCI, 15 mM MgClI2) y 2,5 uL de DTT 100
MM (SuperScript® Il Reverse Transcriptase, InvitrogenTM). La mezcla de
reaccion se llevd hasta un volumen final de 25 yL con agua libre de
ARNasas; se establecid el programa en el termociclador para llevar a

cabo la reaccién: 10 min a 25°C, 50 min a 42 °C y 15 min a 70°C.

A partir del cADN obtenido, la PCR cuantivativa se llevd a cabo en
el sistema 7900 HT Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems), usando
cebadores/sondas (Life TechnologiesTM) para: glp-1r (RN00562406_m1). A
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cadareaccion (o muestra) se le anadieron 6,25 uL de Tagman Master Mix
(2X TagMan® Fast Universal PCR Master Mix, no AmpErase® UNG, que
contfiene la ADN polimerasa), 4,5 uL de agua libre de ARNasas; 0,5 uL del
ADNCc de la muestra correspondiente y 1,25 uL del cebador o primer. La
reacciéon se llevé a cabo durante 40 ciclos y siguiendo los siguientes
pardmetros para cada ciclo: 95 °C/20 seg para activar la ADN
polimerasa; 95 °C/1 segundo para desnaturalizar las hebras de ADN y 60
°C/20 seg para permitir la alineacion y extension de los cebadores. La
expresion de cada gen fue comparada con la expresion de Reta-actina
determinada en la misma muestra. Se calculd la diferencia CT para la
Beta-actina menos el gen testado. Media, desviacion estandar y error

estdndar de la media se calcularon desde ACT.

3.2.11.- Bioquimica Urinaria

Los pardmetros urinarios fueron determinados mediante un
Analizador de Quimica Shenzhen Midray BS-200 (Electronica Biomédical)
en la Unidad de Bioandlisis del Centro de Instrumentacion Cientifica, de
la Universidad de Granada. Se realizd una recogida de orina de 12 horas
y se utilizaron los siguientes kits analiticos (Spin React, Espana) para medir
los siguientes pardmetros en orina: pH, ureq, creatinina, proteinas totales,

aloUmina, Cay P.

La funcionalidad renal se analizd por diferentes pardmetros,
algunos de los marcadores utilizados fueron: El indice albumina -

creatinina y aclaramiento de creatinina indicadores de dano renal.

En la bioguimica urinaria la tasa de depuracion de creatinina como
indice de tasa de filtraciéon glomerular se calculd utilizando la féormula

estandar:

C=UxV/P

e U= concentracion en orina (mg/dL)
e V=flujo en orina (ml/ min)
e P=concentracién en plasma (mg/dL)
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3.2.12.- Actividad antioxidante en rindén
3.2.12.1.-Homogeneizacién de tejidos.

Para realizar el homogeneizado de los tejidos se siguid el método
descrito por Oboh y Rocha,(2007) con minimas modificaciones descritas
a contfinuacion. Se homogeneizé una dlicuota de rindn (1g:10mL
respectivamente) en tampdn fosfato 50 mM (pH 7,8), compuesto por
Triton X-100 al 0,1% y 1.34 mM de DETAPAC. Se utilizd un homogeneizador
Micra D-1 (ART moderne labortechnik) a 18,000 rom por 30 segundos,
consecutivamente se realizd un tratamiento con homogeneizador
ultrasonico Sonoplus HD 2070 (Bandelin) por tres veces (10 seg.) al 50% de
su potencia. Los homogeneizados renales se centrifugaron a 16.000rpm,
4°C durante 45 minutos (BECKMAN, Allegra é4R) y el sobrenadante se usd
para determinar la actividad de las enzimas antioxidantes y peroxidacion
lipidica.
3.2.12.2.-Determinacién de la concentracién de proteina

Para determinar la concentracion de proteina en los
homogeneizados de rindn se utilizd la técnica de Lowry y col., (1951) con
minimas modificaciones, el objetivo fue adaptarlo al protocolo de
microplaca de 96 pocillos (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo

Ficher Scientific. Shanghai — China).

Se readlizd una recta patron para todas las determinaciones de
concentracion de proteina con las siguientes cantidades 0, 100, 200, 300,
400 y 500pg/mL utilizando una solucidn de albumina de suero bovino
(BSA) concentracion inicial 1000ug/mL. Se preparardn tres reactivos,
ademds de la solucién de Folin — Ciocalteatu en la que se diluyd con
agua tfipo | en una proporcion 1:4. A confinuacion, se describe la

composicion de los reactivos:

e Reactivo A: CuSO4 al 1%
e Reactivo B: Tartrato al 2%
e Reactivo C: Na2COz al 2% y NAOH 0.1N
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Para obtener el reactivo Cu alcalino los reactivos se mezclaron de

la siguiente manera.

Reactivo Reactivo Reactivo Reactivo
A B c Cu
(0.01mL) (0.01mL) (1mL) alcalino

La determinacion de proteina se inicidé agregando a cada pocillo
de la placa 50uL de las muestras diluidas o los patrones y posteriormente
se anadid 200ulL del reactivo de Cu alcalino, las muestras se incubaron 10
minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion
se anadié 50 uL de solucidon de Folin — Ciocalteau diluida. Las muestras se
incubaron durante 30 minutos huevamente a temperatura ambiente y
después se hizo la lectura de la placa a 750nm. Todas las muestras y la
recta patron se determinaron por réplicas de cuafro. Los valores
resulfantes de la recta patron se ajustaron a un modelo de ecuacion
polindmica para extrapolar los valores obtenidos de las absorbancias de
las muestras en la recta pafréon. Los resultados obtenidos se expresaron

como mg proteina/mL de homogeneizado.

3.2.12.3.- Actividad enzimatica de Superéxido Dismutasa

La actividad enzimdtica de la Superdxido Dismutasa (SOD) se midid
como se describe por Ukeda et al., (1997) mediante el método
colorimétrico, adaptado para un lector de microplacas (Multiskan™ FC
Microplate Photometer, Thermo Ficher Scientific. Shanghai — Chica). La
funcioén principal de esta enzima es catalizar el superdxido en oxigeno y
peroxido de hidrogeno. Bdsicamente esta reaccion enzimdatica se centra
en la inhibicidon por parte de la SOD de realizar una accidn de oxidacion
entre aniones superoxido (2-methoxi -4 nitrito-5-sulfofenil) -2H- terazolium-
5 — carboxanilido (XTT). La actividad enzimdatica total de la SOD se
determind preparando una mezcla de reaccidn que contenia de

volumen final 1ml, constituida con los siguientes reactivos:
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e 740 L de tampodn fosfato (50mM pH:7.8)

e 38l de DETAPAC (3mM)

e 55yl de XTT (0.0007g/1TmL de tampon fosfato 50mM)
e 167Ul de xantina oxidasa (70muU/mlL)

En cada pocillo de la placa se anadieron 150uL de la mezcla de
reaccion, 35 uL de la muestra previamente diluida o 35uL de tampdn
fosfato (50mM) para los controles y para finalizar 55uL de xantina (3mM).
La absorbancia se midié durante 15 minutos a 492nm y 25°C haciendo

una lectura de la placa por minuto.

La determinacion de la actividad enzimdatica de SOD-Mn se realizd
con el mismo protocolo (Ukeda y col., 1997) con la diferencia de que las
muestras previamente fueron fratadas con cianuro de potasio (KCN)

120mM durante 30 minutos en hielo (concentracion final de KCN 4.8mM).

La determinacion de la actividad de SOD-CuZn se obtuvo por la
diferencia entre actividad enzimdtica de SOD total y actividad

enzimdatica de SOD-Mn.

Se define que una unidad de actividad enzimdatica es igual a la
enzima necesaria para inhibir el 50% de la reduccion de XTT. Los valores
de la acftividad se obtuvieron aplicando la siguiente formula y os
resultados fueron expresados en unidades de actividad anfioxidante

(UAA) / mg de proteina.

% de inhibicidn = ((Ao - Aj) / (A) x 100

e Ao = actividad del control.
e A = actividad de la muestra.

3.2.12.4.- Actividad enzimdtica de Catalasa
La determinaciéon de la actividad enzimdtica de la catalasa (CAT)
se determind por el método descrito por Gerald Cohen (Cohen y col.,

1996) con minimas modificaciones descritas brevemente. La enzima CAT
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cataliza el H2O2 en una cinética a lo largo de 4 minutos, seguido de una
coloracién rojiza — ocre con absorbancia medible a 450nm. Para llevar a
cabo la reaccidn se prepararon dos baterias de tubos unos de muestreo

y los segundos de reaccidon descritos a continuacion:
1)Tubos de muestreo:

e 2mL de H2SO4 (0.6N)
e 500uL de FeSO4 (10mM)

2) Tubos de reaccion:

e 1650uL de tampon fosfato (10mM)
e 100uL de agua bidestilada

e 50uL de la muestra diluida

Para iniciar la reaccion se anadieron 200uL de H2O2 a cada fubo.
Transcurrido 1 minuto se fomaron 50uL del tubo de reaccion y se anadio
al tubo de muestreo agitando nuevamente en vortex. Transcurridos 4
minutos Mmdads, se tomaron nuevamente 50uL del tubo de reaccidén vy se
anadieron al tubo de muestreo agitando con el vortex. Para activar la
coloracion rojo —ocre a cada tubo de muestreo se anadio 200uL de KSCN

2.5M, permaneciendo en oscuridad por 3 minutos.

La lectura de absorbancias se realizd en un lector de placas a
460nm (MultiskanTM FC Microplate Photometer Thermo Ficher Scientific.
Shanghai - China).

Unidades enzimdticas = [In (A1/Az) /t]/proteina

e In=log neperiano

e A1y Az = absorbancias medias de los 2 tiempos
seleccionados (tiempo 1y 4)

e =diferencia de fiempo entre los 2 puntos

3.2.12.5.- Actividad enzimatica de Glutation Peroxidasa
La determinacion de esta enzima se realizd por el método descrito

por Lawrence y col., (1974) con minimas modificaciones. La técnica se

——

73

'



Material y métodos

basa en la oxidacion de nicotin adenin dinucledtido fosfato (NADPH) por
medio de la enzima glutatién reductasa, la velocidad de reduccion estd
relacionada con la actividad enzimdtica de la glutatidon peroxidasa de

cada una de las muestras.

Para realizar esta determinaciéon, se realizaron paralelamente

reacciones catalizadas y no catalizadas (todas por cuadruplicado).

Para las reacciones no catalizadas se anadid a cada pocillo de la

placa los siguientes reactivos:

e 240uL de NADPH 2Mm de tampon fosfato 50mm
e 1mM de dcido etil - diamino - tetra - acético (EDTA) (pH:7.4)
e 20uL de homogenizado de rindn

e 10 pL una solucion de cumeno hidroperoxido (22mM)

Para las reacciones catalizadas se anadid a cada pocillo de la

placa los siguientes reactivos:

e 240uL de mezcla de reaccion tfambien en tampon fosfato 50 mM
e 1mM de EDTA (pH:7.4) adicionada de acida sédica 4.3 mM

e 4.3mM glutation reducido

e NADPH 2mM

e 10uL de homogeneizado de rindn

e 4.5uL de glutation reductasa de una solucion de 0.04 mU/mL

e 10uL de cumeno hidroperdxido

Se utilizo un Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo Ficher
Scientific. Shanghai, China para la lectura de la placa a 340nm, durante
4 minutos a 37°C. Se realizo una lectura cada 15 segundos. Los resultados
de la actividad enzimdatica se obtuvieron utilizando la siguiente ecuacion

y los resultados fueron expresados como nmol NADPH/min/mlL.

nmol NADPH/min x mg proteina =

((A Absorbancia reaccion catalizada — A Absorbancia
reacciéon no catalizada) /0.0062) x (volumen total
pocillo/volumen muestra)) / (mg proteina/mlL)
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3.2.12.6.- Determinacion de especies reactivas de acido tiobarbitirico
La peroxidacion lipidica (TBARS) de determind en los

homogeneizados renales previamente preparados para medir actividad

enzimdtica antioxidante utilizando la metodologia descrita por Ohkawa

y col., (1979) con pequenas modificaciones.

Se anadié a cada tubo los siguientes reactivos hasta llegar a un

volumen final de 2 mL.

e 100 pL de homogeneizado de tejido (o 100 uL de solucion estandar)
e 100 uL de SDS al 8,1 % (p/v)

e 750 uL de dcido acético al 20 % (pH 3.5)

e 750uLde TBAal0,8% (p/V)

e 300 uL de agua tipo |

Las muestras se calentaron 925°C durante 60 minutos, se enfriaron y
se anadio 1.5mL de mezcla orgdnica compuesta de butanol/piridina 15:1
respectivamente. Las muestras se agitaron y se pasaron por centrifuga
(4.000rpm) durante 10 minutos. Las Sustancias Reactivas del Acido
TiobarbitUrico se midieron (TBARS) espectrofotométricamente a 532 nm
de la capa orgdnica formada. Los resultados se expresaron como nmol
MDA / mg de proteina (nmol / mg). Para todas las muestras se realizaron

4 réplicas.

3.3.- Estadistica

El andlisis en tiempo repetido se aplicd a los datos de ingesta
semanal de alimentos para analizar los efectos dentro de los animales de
experimentacion (tiempo) o los efectos dentro de los grupos (fenotipo,

hidrolizado proteico o entfrenamiento) en los pardmetros anteriores.

El efecto del fenofipo (obeso vs delgado) el protocolo de
entrenamiento mixto (sedentario vs ejercicio), intervenciéon dietética con
el hidrolizado de lenteja vs placebo, datos de peso final, gasto
metabdlico, pardmetros hemdticos, indices y pardmetros en plasma vy

urinarios, electrocardiograma, actividad antioxidante enzimdatica renal y
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expresion génica fueron analizados por un diseno factorial 2 x 2 x 2
ANOVA con el fenotipo y como fratamientos principales el protocolo
mixto de entrenamiento vy la intervencion dietética. Los resultados han
sido expresados como medias grupales (n=8) y el error estdndar de la
media (EEM) del pool. La prueba de Bonferroni se usé para detectar
diferencias enfre los valores medios de los fratamientos. Los andlisis se
realizaron con SAS version 9.0 y el nivel de significacion fue establecido

en p<0,05.
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Resultados

4.1.- Caracterizacion del contenido proteico, perfil peptidico,
dcidos grasos y de compuestos bioactivos del hidrolizado proteico
de lenteja

El contenido medio de proteina total encontrado en el hidrolizado

de Lens culinaris fue de 49.8%. La distribucién de los distintos péptidos
obtenidos como consecuencia del proceso de hidrdlisis proteica se
estudi® mediante UPLC asociada a cromatografia de masas y estd
representada en la figura 1 que muestra el cromatograma y los espectros
de masas correspondientes a los 4 principales picos del cromatograma
(tiempos de retencion de 1.37, 5.08, 10.81 y 14.14min). La muestra
completa mostré una amplia gama de picos cromatogrdficos donde
apenas se encontraron iones de carga multiple derivados de laionizacion
de proteinas por electro aspersion. Sin embargo, si se observan iones de
menor nUmero de cargas, posiblemente resultante de pequenas
moléculas como los péptidos. En este sentido los elementos principales
del espectro de masas se detectaron en el rango de masa/carga (m/z)
de 86 — 1480.

El perfil de dcidos grasos del hidrolizado proteico de lenteja se
caracterizd principalmente por el contenido mds elevado en dcido
linoleico (37.9%) seguido de dcido cis-heptadecenoico (27.1%) y un 11.7%
de dcido oleico. En proporciones mds pequenas se encontraron el dcido

palmitico (8.0%) y acido linolénico (6.6%).

En la tabla 1 se muestran los principales compuestos bioactivos que
se identificaron en el extracto etandlico del hidrolizado proteico de Lens
culinaris. Estos compuestos se pueden clasificar en diferentes especies
fendlicas como lignanos, dépsidos y flavonoides. Otros compuestos
presentes de naturaleza similar fueron: saponinas, iridoides, dcido
arboresinico, el glucosido cardiaco cimarina y sesquiterpenos, entre otros.

Los compuestos no identificados se muestran en la tabla 1+.
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Figura 1
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Figura 1.- Caracterizacion de la formacién de péptidos después de la hidrolisis proteica de Lens Culinaris mediante
fermentacién con Lactobacillus plantaris y tratamiento con proteasa de Bacillus spp. Cromatograma de proteinas después

de la hidrdlisis y el espectrograma de masas de los principales picos del cromatograma (1.37, 5.08, 10.81y 14.14 min) .
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Tabla 1.- Identificacidon de compuestos bioactivos presentes en el hidrolizado proteico de lenteja

TR (M - H)- FM PPM Compuesto
0.60  333.0587 CisHi130s -6.9  Jabofticabin
228 553.2285 CaH37012 -84 Nymphaeoside A
3.20 417.1024 Ci7H21012 -2.2 Citrifolinin B epimer B
3.51  901.2595 CsH40O24 -1.9 Quercetin3-O-a-L rhamnopyranosyl (1—6)-[a-L-rhamnopyranosyl (1—2)]—[3—D—'
galactopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside
3.55  477.1976 C2iH33012 0.8 Kanekoside B
406  619.2719 CazHaO12 -5.8 Scilliroside
413  547.2877 Cs0H4309 -5.5 Cymarine
436 559.2385 CaH39O13  -1.1 Cichorioside L
447 4911765 C21H31013 0.0 3,4,5-Trimethoxyphenyl 6-O-(6-deoxy-a-L-mannopyranosyl) B—D—glucopyrono'
487  512.3455 Caz2H4s0s5 -9.2 (3a,40,50,80,9B3,110,130,14P,16p,17Z)-3,11-Dihydroxy-1 6(isopropenyloxy)—4,8,'
trimethyl-18-norcholesta-17,24-dien-21-oate
5.54 301.0348 CisHeO7 0.3 Quercetin
6.10 6353777 CssHssO10  -2.8  Cimiracemoside B
6.19  789.4144 C3z9Hes013 - (1B.3B.16R,22S)-16-[(6-Deoxy-a-L-mannopyranosyl) oxy]—3,22dihydroxyc:holesj
16.3 vyl B-D-glucopyranoside
6.28  285.0399 CisHeOs 1.4 Luteolin
6.60 1193.6759 CsHinO24 6.8 Arboresinicacid
6.89  347.2430 CigH350¢ -5.3 Laurylglucoside
7.06 3272164 CigHz10s 15.6 Corchorifattyacid
7.53  329.2326 CigHz30s -0.6 9,12,13-Trinydroxy-10-octadecenoic acid
8.00 693.3262 CsHaOn  -1.9 Hirsein B

]
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8.15 817.4163 CusHaO1s 187 Quercotriterpenoside
8.21 717.3266 CuH40mn -1.3  4-O-Demethylmanassantin A
835 941.5118 CusH77018 0.8 Soyasaponin |
8.45 731.3420 CspHs10n1  -1.5 Manassantin A
874 719.3417 CaHsiOn  -1.9 Silybinderivative
882 589.2677 CaiHaOn 4.8 Ajuganipponin A
9.17 1067.5413 Cs4HszOx2 -1.3  Soyasaponin IV
9.39 5912830 CsH40m 4.2 Llipedoside Bl
9.65  675.3386 Cs36H51012 0.7 Cucurbitacine-X-glucoside
10.25  677.3537 C36Hs3012 1.2 2-O-B-D-Glucopyranosyl-cucurbitacin L

TR: Tiempo de Retencidn, Ms: Masa, FM: Férmula Molecular
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Resultados

Tabla 1+. -Compuestos no identificados en el hidrolizado proteico de

lentejas

TR [M-H]- FM % Ajuste PPM

2.76 688.2800 CosH48019  96.65 1.5
2.93 608.2688 Co7H44015  99.02 1.2
2.98 572.3409 CosH52013  99.88 5.9
3.03 705.3209 Ca7H4s0s  97.58 -1.1
3.29 330.2024 Ci7H300¢  99.96 -5.5
3.40 504.2448 Co7H360O9  921.04 17.7
3.62 501.2549 C21H41013  99.09 0.4
3.83 357.2129 Ci5H3309  98.59 0.4
418 542.3543 Co9Hz5009  98.35 16.2
4,27 580.2615 Co9H40012  90.58 16.4
4.69 570.2776 CogH42012  921.07 17.5
481 783.4264 Cs7He7017  99.90 -14.7
5.44 792.3788 Cs7HeoO18  99.97 1.0
5.74 891.445]1 CaHs7017  99.99 8.2
5.88 876.4466 CaHegO19  92.39 12.7
6.32 754.4720 Cs7H70015  99.52 0.7
6.47 1002.4776 CaH74022  99.91 10.4
6.50 772.4611 CuoHesOr14  94.76 0.3
7.25 702.3237 Cs7H50013  95.83 -2.0
7.91 728.3424 CaoH50013  94.90 2.2

TR: Tiempo de Retencién, MS: Masa, FM: Férmula Molecular, PPM: Error

4.2.- Ingesta de alimento, cambios ponderales, composicion
corporal y gasto metabdlico.

En las figuras 2A y 2B se muestra el efecto del fenoftipo, la
administracion de un hidrolizado proteico de lenteja y el protocolo de
enfrenamiento mixto sobre la ingesta semanal de alimentos y el aumento
de peso corporal de ratas Zucker. La ingesta de alimento expresada en
gramos por semana (Figura 2A) se vio afectada principalmente por el
fenotipo, observandose valores mds altos para este pardmetro en los
animales de fenotipo obeso frente a sus controles delgados. La
administracion del hidrolizado proteico de lenteja disminuyd ligeramente
la ingesta de alimento, mientras que el efecto inhibidor del ejercicio no
fue tan sdlido y se detectaron algunas interacciones entre fenotipo y

ejercicio a lo largo del periodo experimental.
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Resultados

La ganancia de peso corporal se vio afectada principalmente por
el fenotipo, con valores significativamente mds altos en animales obesos
frente a delgados (Figura 2B), mientras que la administracion del
hidrolizado proteico tendié a incrementar este pardmetro en los animales
obesos y a disminuirlo en los delgados, dando por tanto lugar a una

interaccién de fenotipo x hidrolizado.

Figura 2A
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Resultados
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Efecto del Fenotipo: P<0.0001; Fenotipo x Hidrolizado: P=0.082
Semana 1 Semana 3 Semana 5 Semana 7
Efecto fenotipo p<0.001 Efecto fenotipo p<0.001 Efecto Fenotipo Efecto fenotipo p<0.001
Efecto hidrolizado p=0.003 Efecto ejercicio p<0.001 p<0.001 Efecto ejercicio p=0.004
Efecto hidrolizado p=0.001 Efecto Hidrolizado Efecto hidrolizado p<0.001
Fenotipox ejercicio p=0.001 p=0.001 Fenotipo x Ejercicio p=0.014

Fenotipo x Hidrolizado p=0.004

Figura 2A.- Ingesta semanal de alimento en gramos. Grupos de ratas: SCTDE: Grupo Control Sedentario
Delgado, ECTDE: Grupo Control Ejercicio Delgado, SCTOB: Grupo Control Sedentario Obeso, ECTOB: Grupo
Control Ejercicio Obeso, SHDE: Grupo Hidrolizado Sedentario Delgado, EHDE: Grupo Hidrolizado Ejercicio
Delgado, SHOB: Grupo Hidrolizado Sedentario Obeso, EHOB: Grupo Hidrolizado Ejercicio Obeso. Los valores
medios en cada grupo de animales (n=8) se representan por barras verticales asociadas al EEM representado
por la barra de error. Medias con diferentes lefras difieren significativamente (p<0.05). El test de comparaciones
multiples de Tukey se realizd independientemente en los experimentos control o hidrolizado para la ingesta
semanal de alimento.
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Figura 2B
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Figura 2B.- Incremento de peso corporal semanal en gramos. Grupos de ratas: SCTDE: Grupo Control
Sedentario Delgado, ECTDE: Grupo Control Ejercicio Delgado, SCTOB: Grupo Confrol Sedentario Obeso,
ECTOB: Grupo Control Ejercicio Obeso, SHDE: Grupo Hidrolizado Sedentario Delgado, EHDE: Grupo Hidrolizado
Ejercicio Delgado, SHOB: Grupo Hidrolizado Sedentario Obeso, EHOB: Grupo Hidrolizado Ejercicio Obeso. Los
valores medios en cada grupo de animales (n=8) se representan por barras verticales asociadas al EEM
representado por la barra de error. Medias con diferentes letras difieren significativamente (p<0.05).

En las figuras 2C y 2D se muestra el efecto del fenotipo, la
administracion del hidrolizado proteico y el protocolo de entrenamiento
sobre la composicion corporal, especificamente la masa grasa y la masa
magra. El efecto del fenotipo dio lugar a un mayor contenido de masa
grasa en ratas obesas en comparacion con ratas delgadas. El protocolo
de enfrenamiento dio lugar a un descenso de la masa grasa en
comparacion a los animales sedentarios, aunque su efecto fue mas
pronunciado en las ratas obesas y a las que se administra el hidrolizado
proteico en comparaciéon a las delgadas y a las administradas con

placebo. La administracidon del hidrolizado proteico disminuyo la masa
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grasa solo en los animales obesos que realizaban ejercicio en
comparacidén con sus controles administrados con placebo. La masa
magra se vio afectada principalmente por efecto del fenofipo

disminuyendo en los animales obesos a pesar del mayor peso corporal.

Figura 2C
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Fenotipo x Ejercicio p=0.002

Figura 2C.-Masa grasa - Composicién corporal. Grupos de ratas: SCTDE: Grupo Control Sedentario Delgado,
ECTDE: Grupo Control Ejercicio Delgado, SCTOB: Grupo Control Sedentario Obeso, ECTOB: Grupo Control
Ejercicio Obeso, SHDE: Grupo Hidrolizado Sedentario Delgado, EHDE: Grupo Hidrolizado Ejercicio Delgado,
SHOB: Grupo Hidrolizado Sedentario Obeso, EHOB: Grupo Hidrolizado Ejercicio Obeso. Los valores medios en
cada grupo de animales (n=8) se representan por barras verticales asociadas al EEM representado por la barra
de error. Medias con diferentes letras difieren significativamente (p<0.05).
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Figura 2D
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Figura 2D.-Masa magra — Composicién corporal. Grupos de ratas: SCTDE: Grupo Control Sedentario Delgado,
ECTDE: Grupo Control Ejercicio Delgado, SCTOB: Grupo Confrol Sedentario Obeso, ECTOB: Grupo Control
Ejercicio Obeso, SHDE: Grupo Hidrolizado Sedentario Delgado, EHDE: Grupo Hidrolizado Ejercicio Delgado,
SHOB: Grupo Hidrolizado Sedentario Obeso, EHOB: Grupo Hidrolizado Ejercicio Obeso. Los valores medios en
cada grupo de animales (n=8) se representan por barras verticales asociadas al EEM representado por la barra
de error. Medias con diferentes letras difieren significativamente (p<0.05).

Los efectos del fenotipo y las diferentes intervenciones ensayadas
sobre el gasto metabdlico son complejos (Figura 2E). Se observd un claro
efecto relacionado con el ciclo de luz y oscuridad que se vio reflejado en
un mayor gasto metabdlico en el ciclo de oscuridad. El fenotipo obeso se
relacion con un gasto metabdlico mdas bajo solo en los animales que se
administré el hidrolizado proteico, mientras que el protocolo de
enfrenamiento y la administracion de hidrolizado proteico tuvieron un
efecto potenciador o reductor, respectivamente, sobre ese pardmetro

solo en el periodo de luz.
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Figura 2E
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Efecto fenotipo p= 0.003 Efecto fenotipo p= 0.026
Fenotipo x Hidrolizado p<0.001 Efecto ejercicio p= 0.007

Efecto hidrolizado p<0.001
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Figura 2E.- Gasto metabdlico basal en Kcal/dia/kge’s. Grupos de ratas: SCTDE: Grupo Control Sedentario
Delgado, ECTDE: Grupo Control Ejercicio Delgado, SCTOB: Grupo Control Sedentario Obeso, ECTOB: Grupo
Control Ejercicio Obeso, SHDE: Grupo Hidrolizado Sedentario Delgado, EHDE: Grupo Hidrolizado Ejercicio
Delgado, SHOB: Grupo Hidrolizado Sedentario Obeso, EHOB: Grupo Hidrolizado Ejercicio Obeso. Los valores
medios en cada grupo de animales (n=8) se representan por barras verticales asociadas al EEM representado
por la barra de error. Medias con diferentes letras difieren significativamente (p<0.05). El estudio estadistico se
hizo de forma independiente en oscuridad o luz.
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4.3.- Capacidad aerébica y estado fisico

En la tabla 2 se muestran pardmetros relacionados con la
capacidad aerdbica y el rendimiento fisico de las ratas Zucker. Se
observd que todas las variables medidas se vieron afectadas por el
efecto del fenotipo, lo que resultd en valores significativamente mds bajos
en los animales obesos en comparacion con animales delgados. El
protocolo de enfrenamiento mixto ensayado mejord la capacidad
aerdbica y el rendimiento fisico en comparacion con los animales no
enfrenados, ademds se observaron efectos mds pronunciados en
animales delgados vs animales obesos, o que resultd en una interaccion
significativa de fenotipo x ejercicio.

La administracion del hidrolizado de proteina de lentejas aumento
significativamente el VO.mdax en comparacion con las ratas alas que solo
se les administroé el placebo. Sin embargo, no logré una mejora similar en
el resto de los pardmetros analizados relacionados con el rendimiento
fisico (P <0.05). El lactato en sangre al final de la prueba incremental fue
mayor en los animales obesos que en los delgados y menor en los grupos
enfrenados que en los no entrenados. Sin embargo, dichos resultados
fueron menos marcados en los grupos de ratas que consumieron el
hidrolizado proteico que los grupos control, lo que dio lugar a efectos
significativamente estadisticos de fenotipo, ejercicio e hidrolizado

proteico.
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Tabla2. Influencia del hidrolizado proteico de lenteja, fenotipo y ejercicio sobre capacidad aerobica y e.

Control Hidrolizado

Efect

Delgadas Obesas Delgadas Obesas Efecto del eclo

R2 EEM . = del

hidrolizado f ti

SED EXC  SED EXC  SED EXC SED  EXC enotipo
VO2max

(mL/min/kgo7s) | 31.090  45.3de  24.99 33.0p 39.8cd  50.0e 254c 352bkc 083 1.54 p=0.0030 p<0.0001
Tiempo de

ejecucion 8.7bc 17.54 6.5ab 10.8¢ 8.4bc 16.2d 4,00 8.8rc 0.88 0.66 p<0.0001 p<0.0001

(min)

Velocidad

mdxima 49 .6pbc  77.3d 44.8p 57.6c  483pc 7284  346c 50.0rc 0.86 2.17 p<0.0001 p<0.0001
(cm/seg)

Distancia(m) 201.4bc 53504 142300 275/1c 1923bc 47604 7332 204.7pc 0.86 24.8 p=0.0003 p<0.0001

Lactato 529  37la  124c  9.3pc 5974  506c  12.4c 122¢ 071 092 p=00385 p<0.0001
(mmol/L)

Los resultados se representan como la media de 8 ratas. SED, ratas sedentarias, EXC, ratas que realizan ur

coeficiente de determinacion, EEM, error estandar de la media . VO2max, consumo maximo de oxigeno

con distintos superindices @p.c.de difieren significativamente (P < 0.05).
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4.4.-Pardmetros hemadaticos

La influencia del fenotipo, el hidrolizado proteico y el protocolo de
entrenamiento sobre los pardmetros hemdticos de ratas Zucker se
presenta enla Tabla 3. Se observd un aumento significativo en elrecuento
de leucocitos por efecto del fenotipo y la administracion del hidrolizado
proteico, no encontrdndose efecto apreciable por el protocolo de
entfrenamiento aplicado. Con respecto al recuento de eritrocitos vy
hematocrito se observd que la administracion del hidrolizado proteico
presentd una tendencia a disminuir los valores de estos pardmetros solo
en el fenotipo obeso, mientras que los valores de hemoglobina
disminuyeron ademds en el fenofipo delgado. El protocolo de
enfrenamiento aplicado durante 8 semanas a las ratas Zucker causé un
incremento en el contenido de hemoglobina, hematocrito, volumen
corpuscular medio y hemoglobina corpuscular media en las ratas de
fenotipo obeso alas que se administré el hidrolizado proteico. El ejercicio
fisico también aumentd el pardmetro de amplitud de distribucion
erifrocitaria  (RDW) en el fenotipo obeso independientemente del

tratamiento dietético ensayado.
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Tabla 3.- Influencia del hidrolizado proteico de lenteja, fenotipo y protocolo de entrenamiento sobre parc

Control Hidrolizado
Efecto
Delgadas Obesas Delgadas Obesas R2 EEM Efecto del del
hidrolizado fenotipo

SED EXC SED EXC SED EXC SED EXC
GB (10%/uL) 3.21a 3.41a 5.28cb  3.41¢@ 466 528 804> 853~ 0.33 1.38 p=0.001 p<0.001
GR (10¢/uL) 8.51ab  8.84P 8.520b  8.450b 8 54ab 8 44cb  771a 795w 0.16 0.34 p=0.013 p=0.013
HG (g/dlL) 14.20 14.20 1495 14,10 13.1eb 133eb 1192 13,69 0.31 0.65 <0.001 p=0.849
HCT (%) 42,00 44.3b 4]1.3cb 42 .5b 41.1cb 41 1ab  358a 38,790 (0.30 1.81 <0.001 p=0.006
;;SM 49.3bcd  50,0cd  48.4p  50.3d 4820  48.7Pc  46.50  48.6¢  0.65 0.45 <0.001 p=0.009
HCM (pg) 16.70cd  16.0abc  175d 164, 70cd  154a  158dbc  ]540b  170cd 043 0.44 <0.001 p=0.002
(CQJ”/";S 339cbc 32.0a  365c 32500 3199 3250 332w 35]6c 046 078 p=0083  p<0.00]
RDW b b b _
(fL) 29 .9a 29.5¢ 30.5¢ 333 29.6a  31.9d 30.6c 338 0.47 0.83 p=0.125 p<0.001

GB, globulos blancos, GR, glébulos rojos, HG, hemoglobina, HCT, hematocrito, VCM, volumen corpuscular

media, CMHC, contenido medio de hemoglobina corpuscular, RDW, amplitud de distribucién eritrocitaric

media de cada grupo de ratas (n=8). SED, ratas sedentarias, EXC, ratas que realizaban el protocolo de ¢

determinaciéon, EEM, error estdndar de la media. Las medias dentro de una misma linea con

significativamente (P <0.05).
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4.5.- Paradmetros de metabolismo glucidico y lipidico.

La influencia del fenotipo, administracion de un hidrolizado
proteico y el protocolo de entrenamiento mixto sobre diferentes
pardmetros e indices de metabolismo glucidico y resistencia a la insulina
se presenta en la Tabla 4. Se observd un efecto significativo del fenotipo
en los niveles de glucemia e insulina plasmdatica, con valores mds
elevados en animales obesos que en animales delgados.

La administracion del hidrolizado proteico disminuyd los valores de
glucemia en los animales obesos, pero no en los delgados, lo que resultdé
en una interaccion significativa entre hidrolizado y fenotipo, mientras que
la insulina plasmdatica disminuyd como resultado del protocolo de
enfrenamiento en animales alos que se administrd el hidrolizado proteico,
pero no en ratas administradas con placebo, lo que resultd en un efecto
significativo del ejercicio e interaccion hidrolizado x ejercicio. El indice
HOMA de resistencia a la insulina, el area bajo la curva (AUC) y el indice
triglicéridos glucosa (Tr-Gl) fueron significativamente mas altos en ratas
obesas frente a ratas delgadas, y disminuyeron como consecuencia de
la administracion del hidrolizado proteico y el protocolo de
entrenamiento mixto, aunque el efecto de este Ultimo sobre el indice
HOMA solo presentd un efecto apreciable en el grupo de animales a los
que se administrd el hidrolizado proteico, pero no en animales
administrados con placebo.

Todos los efectos mencionados anteriormente se asociaron con
diferentes tendencias de evolucion en los valores de glucosa en sangre
tras una sobrecarga oral de glucosa oral, observandose picos mds bajos
de glucemia y menores tiempos de retorno a niveles basales en los
animales administrados con hidrolizado proteico o que realizaban el
protocolo de ejercicio mixto (Figura 3).

Las ratas de fenotipo obeso presentaron niveles significativamente
mdas altos de leptina en plasma en relacién a las delgadas. El ejercicio

causd una disminucidon en dicho pardmetro, pero los efectos de esta
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intervencion fueron mds marcados en los animales obesos que en |os
delgados. Los niveles de adiponectina se vieron significativamente
afectados por el fenotipo, siendo estos mayores en ratas delgadas frente
a obesas, el ejercicio indujo una disminucién en dichos niveles
plasmdaticos, sin embargo, este efecto fue mds claro en los animales
delgados y los administrados con hidrolizado proteico, lo que resultd en
interacciones significativas entre fenotipo x ejercicio e hidrolizado x

ejercicio.

——
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Tabla 4. Influencia del hidrolizado proteico de lenteja, fenotipo y protocolo de entrenamiento sobre p:
resistencia a la insulina en ratas Zucker.

Control Hidrolizado
Delgadas Obesas Delgadas Obesas Efecto Efecto
RZ  EEM del del
SED EXC  SED EXC SED  EXC  SED EXC hidrolizado fenotipo
Glucosa
4499 481cb 6150 60lcd  52]abc 5476cd  569¢d  545bcd 049 026  p=0.503 p<0.001
(mmol/L)
Insulina
17470 17089 9928.4° 1012445 10099 6070 13250 849125 092 8145 p=0371 p<0.00]
(pg/mL)
HOMA-IR 1050 1320 7195  781bc 0550 0420 965 598> 092 615 p=0703 p<0.00]
AUC 18150 17279 5995¢  4031bc  2987cb 32500b 49734 3693bc 048 367  p=0.1685 p<0.000]
indice
o 768  782% 10.16b 998b 7970 809" 994b 9580 089 0.4 p=0.8849 p<0.000]
r_
Leptina
44130 60240 1110215 806475 72290 17040 1203725 1034986 081 12693 p=0.242 p<0.001
(pg/mL)
ADIP 3260 3050 2610 2850 4495 2440  330% 2700 029 046 p=0204 p=0.054
(Mg/mL)

HOMA-IR, Modelo homeostdtico para la evaluar resistencia a la insulina. AUC, drea bajo la curva (unid
triglicéridos-glucosa = Ln [triglicéridos plasmdaticos en ayunas (mg / dl) x glucosa en ayunas (mg / dlL) / 2
medias de 8 ratas. SED, ratas sedentarias, EXC, ratas que realizan un protocolo de entrenamiento mixto,

error estdndar de la media. Las medias dentro de la misma linea con diferentes superindices (@p-cd)difiere

]
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Figura 3
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Figura 3.- Efectos de la administracion de un hidrolizado proteico de lenteja y un protocolo de entrenamiento mixto sobre los niveles de glucosa
en diferentes momentos tras la sobrecarga de glucosa oral. Grupos de ratas: SCTDE: Grupo Control Sedentario Delgado, ECTDE: Grupo Contrc
Obeso, ECTOB: Grupo Control Ejercicio Obeso, SHDE: Grupo Hidrolizado Sedentario Delgado, EHDE: Grupo Hidrolizado Ejercicio Delgado, SHO
Hidrolizado Ejercicio Obeso. Los valores medios en cada grupo de animales (n=8) se representan por puntos en cada linea asociadas al EEM re
comparaciones multiples mediante la prueba t de Dunnet. La siguiente notacién se usa para expresar diferencias significativas (p<0.05). a
sedentarias; b, OE: ratas obesas ejercicio vs DS ratas delgadas sedentarias; ¢, DE:ratas delgadas ejercicio vs DS:ratas delgadas sedentarias.




Resultados

En la tabla 5 se muestra la influencia del fenofipo, la
administracion del hidrolizado proteico y el protocolo de entrenamiento
sobre pardmetros plasmdticos de metabolismo lipidico. Los niveles
plasmdticos de todos los pardmetros estudiados fueron mayores en los
animales obesos en comparacion a sus controles delgados, lo cual se vio
reflejado en un efecto significativo del fenotipo. Por otra parte, se observd
un efecto significativo del ejercicio, ya que el protocolo de
entfrenamiento causd una notable disminucidon en todos los pardmetros
estudiados, efecto que fue mucho mds consistente en las ratas obesas
que en las delgadas. En cuanto a la administracion del hidrolizado
proteico, son de destacar su efecto sobre los niveles de TG que mostraron
una tendencia a disminuir en los animales obesos, aunque no en los
delgados, y su efecto sobre los niveles de HDL-C que aumentaron
significativamente en comparacion a los animales administrados con

placebo.
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Tabla 5. Influencia del hidrolizado proteico de lenteja, fenotipo y protocolo de entrenamiento sobre para

Control Hidrolizado
Efecto del Efecto del Efe
Delgadas Obesas Delgadas Obesas R2 EEM
hidrolizado fenotipo eje

SED EXC SED EXC SED EXC SED EXC
G

62.9a 62.09  496.6c 42920 6479 72.9a 417.2bc 29790 080 36.8 p=0.1199 p<0.0001 p=
(mg/dL)
Fosfolipidos
(ma/dL) 132.79 11249 2992d  236.9b¢ 136.6¢ 131.79  290.8c¢ 219.8° 0.81 14.2 p=0.7215 p<0.0001 p<
mg
CT

109.00  88.50  221.0c 179.6b< 1248 93 1a 279.69 198.3¢ 0.80 13.0 p=0.0018 p<0.0001 p<
(mg/dL)
HDL-C

48.09b 44 69 73.3¢ 72.8¢  63.3bc 50.1eb 117.0¢ 101.5¢ 087 3.90 p<0.0001 p<0.0001 p=
(mg/dL)
LDL-C

7.57¢9 6.859 3920 1779 15.4¢@ 9.3¢ 35.7p 19.8a 0.71 3.12 p=0.1715 p<0.0001 p<
(mg/dL)

Los resultados son la media de 8 ratas. SED, ratas sedentarias, EXC, ratas que realizan un protocolo de ¢

determinacién, EEM, error estandar de la media. TG, triglicéridos (mg / dL), CT, colesterol total (mg / dL),

colesterol LDL (mg / dL). Las medias dentro de la misma linea con diferentes superindices (e-<d) difieren ¢

—

98




Resultados

4.6.-Paradmetros cardiacos y electrocardiogrdficos

Tanto el fenotipo como la administracion del hidrolizado proteico
mostraron un efecto significativo sobre el peso del corazén que fue mayor
en ratas obesas que en sus controles delgadas (Tabla 6). Del mismo
modo, la frecuencia cardiaca basal se vio significativamente afectada
por el fenotipo (menor en ratas obesas frente aratas delgadas) y también
por el ejercicio (menor en ratas entrenadas frente a no entrenadas con

la excepcion de los animales obesos administrados con hidrolizado).

Con respecto a los pardmetros electrocardiograficos, la amplitud
de la onda P se vio significativamente afectada por el fenotipo, con
valores mds altos en ratas obesas que en ratas delgadas. Los efectos del
protocolo de enfrenamiento en este pardmetro solo fueron consistentes
en animales administrados con el hidrolizado, en los cuales causd una
disminucion. Se observaron efectos significativos del fenotipo, hidrolizado
proteico y ejercicio fisico sobre la amplitud del complejo QRS que fue
mayor en las ratas obesas frente a las delgadas y disminuyd como
resulfado de la administracion del hidrolizado proteico y el protocolo de

entrenamiento.

El efecto del ejercicio fue mds consistente en las ratas
administradas con hidrolizado proteico en comparacidn con sus
controles administradas con placebo, lo cual dio lugar a una interaccion
significativa hidrolizado x ejercicio. Similares efectos del fenotipo y el
hidrolizado proteico a los descritos previomente para la amplitud de
complejo QRS se observaron en la amplitud de la onda T. Sin embargo, el
efecto del ejercicio vari6 ampliamente en relacion a la amplitud de la
onda T dentro de los diferentes fenotipos e intervenciones nutricionales

ensayadas, aungue no se observo ninguna interaccion significativa.

El infervalo QT se vio afectado considerablemente por la
administracion del hidrolizado proteico, alcanzando valores mds altos

para este pardmetro en comparacion con los controles placebo. En
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cuanto al intervalo QTc, se vio afectado principalmente por el fenotipo
en las ratas obesas que aumentd el valor de este indice en comparacion
con sus controles delgados, el protocolo de entrenamiento tendié a
disminuir el intervalo QTc con la excepcidon de las ratas obesas

administradas con hidrolizado proteico.
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Tabla é6.- Influencia del hidrolizado proteico de lenteja, fenotipo
elecfrocardiogréficos en ratas Zucker.

y protocolo de enirenamien

Control Hidrolizado

Efecto del Efecto Efec

Delgadas Obesas Delgadas Obesas R2 EEM . . del de

hidrolizado . .

fenotipo ejerc

SED EXC SED EXC SED EXC SED EXC

pC(g) |0377° 0360 0477¢ 045> 03782 040200 0507¢ 0517 070 002 p=0.006 p<0.001  p=0

FC 432.59 413.0eb  390.6P 373.50 433.0a 393.1ab 382.90 392.3¢b 0.44 9.05 p=0.911 p<0.001 p=0.l

LOP 0.023« 0.022a 0.022a 0.023« 0.019a 0.020@ 0.024¢ 0.023¢ 0.21 0.001 p=0.344 p=0.032 p=0.
(s)

AOP 0.155¢eb 0.133p 0.195¢d  (0.235d 0.1670c  0.104>  0.135¢ 0.1400 0.62 0.011 0<0.001 0<0.001 p=0.
(mv)

IPR 0.049qb 0.044p 0.0509b  0.051eb  0.0500k  0.049eb  0.051eb  (0.052¢ 0.22 0.002 p=0.104 p=0.015 p=0.
(s)

QRSL 0.019a 0.018¢« 0.024p 0.021eb  0.018¢c 0.02090  0.0200k 0.019a 0.43 0.008 p=0.044 0<0.001 p=0.l
(s)

QRS 1.0170d 1.249ad  2.565p 2.426bc  1.539ad  (0.963cd  1.71cc 0.896d 0.65 0.171 p=0.001 0<0.0001 p=0.l
(mv)

LOT 0.049a 0.040a 0.071p 0.047a 0.065p 0.039a 0.066b 0.070p 0.66 0.003 p=0.001 0<0.0001 p<0.C
(s)

AOT 0.202¢p 0.1999b  0.334¢ 0.290cd  0.21Qcbd  (Q.1220 0.294¢cd 0.2640dc  0.58 0.020 p=0.0455 p<0.0001 p=0.l
(mv)

QT 0.073¢P 0.066p 0.104¢ 0.0799c  0.091ec  0.072¢b  0.095¢ 0.099< 0.61 0.004 p=0.0014 p<0.0001 p=0.l
(s)

Qlc 0.151ae¢  0.136e 02120 0.1560¢  0.1950¢  0.147¢  0.2000  0.190¢  0.62 0.008 p=0.002 p<0.0001  p<0.

(s)

PC, peso cardiaco (g / 100 g de masa corporal magra), FC, frecuencia cardiaca (latidos por minutc

AOP, amplitud de la onda P (mv), IPR, intervalo PR (seg), QRSL, longitud del complejo QRS. (seg). QR

LOT, longitud de la onda T (seg), AOT, amplitud de onda T (mv), IQT, intervalo QT (seg), QTc, interval

son la media de 8 ratas. SED, ratas sedentarias, EXC, ratas que readlizan un protocolo de entrer

determinacion, EEM, error estdndar de la media. Las medias dentro de la misma linea con dife

significativamente (P <0.05).
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4.7.- Paradmetros de riesgo cardiovascular

La influencia del fenotipo, la administracion del hidrolizado proteico
y el protocolo de entrenamiento sobre diferentes pardmetros de riesgo
cardiovascular se muestra en la Figura 4. La actividad plasmdatica de ECA
se vio afectada por el fenotipo y la administraciéon del hidrolizado
proteico, causando ambos factores una disminucidn significativa (Figura
4A). Sin embargo, la presion arterial medida por un método indirecto no
mostré diferencias significativas bajo las condiciones experimentales del
presente estudio entre animales obesos y delgados (datos no
presentados). La expresion de ARNm de selectina E (Sele) experimentd un
descenso significativo como consecuencia de la administracion del
hidrolizado proteico independientemente del fenotipo o ejercicio fisico
(Figura 4B). El indice aterogénico (IA) calculado en base a los niveles
plasmdaticos de colesterol total y HDL, disminuyd significativamente a
causa del protocolo de entrenamiento ensayado (Figura 4C).

Figura 4A
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Figura 4A .- Actividad plasmadtica de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en ratas Zucker. Grupos de
ratas: SCTDE: Grupo Confrol Sedentario Delgado, ECTDE: Grupo Control Ejercicio Delgado, SCTOB: Grupo
Control Sedentario Obeso, ECTOB: Grupo Control Ejercicio Obeso, SHDE: Grupo Hidrolizado Sedentario
Delgado, EHDE: Grupo Hidrolizado Ejercicio Delgado, SHOB: Grupo Hidrolizado Sedentario Obeso, EHOB:
Grupo Hidrolizado Ejercicio Obeso. Los valores medios en cada grupo de animales (n=8) se representan por
barras verticales asociadas al EEM representado por la barra de error. Medias con diferentes letras difieren
significativamente (p<0.05).

Figura 4B
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Figura 4B.- Expresién de mRNA de selectina en aorta de ratas Zucker. Grupos de ratas: SCTDE: Grupo Control
Sedentario Delgado, ECTDE: Grupo Control Ejercicio Delgado, SCTOB: Grupo Control Sedentario Obeso,
ECTOB: Grupo Control Ejercicio Obeso, SHDE: Grupo Hidrolizado Sedentario Delgado, EHDE: Grupo Hidrolizado
Ejercicio Delgado, SHOB: Grupo Hidrolizado Sedentario Obeso, EHOB: Grupo Hidrolizado Ejercicio Obeso. Los
valores medios en cada grupo de animales (n=8) se representan por barras verticales asociadas al EEM
representado por la barra de error. Medias con diferentes letras difieren significativamente (p<0.05).
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Figura 4C
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Figura 4C.- indice aterogénico plasmdtico (colesterol total / colesterol HDL). Grupos de ratas: SCTOB: Grupo
Control Sedentario Obeso, SCTDE: Grupo Control Sedentario Delgado, ECTOB: Grupo Confrol Ejercicio Obeso,
ECTDE: Grupo Control Ejercicio Delgado, SHOB: Grupo Hidrolizado Sedentario Obeso, SHDE: Grupo Hidrolizado
Sedentario Delgado, EHOB: Grupo Hidrolizado Ejercicio Obeso. EHDE: Grupo Hidrolizado Ejercicio Delgado. Los
valores medios en cada grupo de animales (n=8) se representan por barras verticales asociadas al EEM
representado por la barra de error. Medias con diferentes letras difieren significativamente (p<0.05).

4.8.- Pardmetros plasmaticos y urinarios de la funcionalidad renal.
La influencia del fenotipo, el hidrolizado proteico y el ejercicio fisico
sobre los pardmetros plasmdaticos y urinarios de funcionalidad renal se
representa en la tabla 7. El fenotipo afectd significativamente los niveles
plasmdticos de acido Urico que fueron mas altos en ratas obesas que en
sus confroles delgados. Este pardmetro también se vio afectado
significativamente por la administraciéon del hidrolizado proteico que
aumentd significativamente tanto el contenido plasmatico como el
urinario en comparacion a los grupos administrados con placebo. Por

otra parte, Los niveles plasmdticos de urea también se vieron

——
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significativamente afectados por el fenotipo, pero solo en los animales
administrados con placebo, lo que se vio reflejado en efectos
significativos de fenotipo e hidrolizado, asi como a una interaccién
fenotipo x hidrolizado. El contenido de proteinas totales y aloumina en
plasma se vio significativamente afectado por el fenotipo y el ejercicio
con efectos opuestos de ambos factores, ya que, si bien el fenotipo
obeso aumenté ambos pardmetros, el ejercicio tendid a reducirlos. El
aumento en el contenido de albumina en plasma observado en los
animales obesos se relaciond con mayores niveles de Ca y P en plasma.
Ademds, la calcemia también aumentd significativamente por la
administracion del hidrolizado proteico y el protocolo de entrenamiento

ensayado.

Se observaron efectos significativos de fenotipo e hidrolizado
proteico sobre el peso del rindn expresado como gramos por 100 gramos
de masa magra, el cual fue mayor en animales obesos frente a los
delgados y en los animales administrados con el hidrolizado proteico
frentfe a aquellos administrados con placebo. ElI protocolo de
enfrenamiento tendié a reducir el peso del rindn, pero su efecto fue Mmas
pronunciado en animales obesos en comparacion a los animales
delgados, lo que resultd en una interaccion significativa fenotipo x
ejercicio. El volumen de orina fue significativamente mds elevado enratas
obesas que en ratas delgadas y experimentd un aumento adicional
como consecuencia de la administracion del hidrolizado proteico. Con
respecto al pH de la orina, se vio significativamente afectado por el
fenotipo (menor en ratas obesas) y por el fratamiento dietético (mayor
en hidrolizado proteico), el protocolo de entrenamiento mostré efectos
contrastados en ratas delgadas y obesas, dando lugar a una interaccion

fenotipo x ejercicio.

Se observd un efecto significativo del fenotipo sobre la excrecion
urinaria de albumina (expresada en valores absolutos o en relacion a la

excrecion urinaria de creatinina) que fue mayor en las ratas obesas en
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comparacioén con las ratas delgadas, mientras que no se encontré ningun
efecto significativo de la intervencion dietética y si una disminucién
causada por el ejercicio. El contenido de creatinina en orina se redujo
significativamente en los animales de fenotipo obeso y como
consecuencia de la administracién de hidrolizado proteico. Sin embargo,
no se detectaron efectos significativos sobre el aclaramiento renal de
creatinina. El  contenido wurinario de dacido Urico aumentd
significativamente  como resultado del fenotipo obeso vy las
infervenciones dietéticas y de ejercicio evaluadas, mientras que el
contenido de P en orina se redujo significativamente después de la

administracion del hidrolizado proteico (datos no mostrados).
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Tabla 7.- Influencia del hidrolizado proteico de lenteja, fenotipo y protocolo de entrenamiento sobre
funcionalidad renal en ratas Zucker.

Delgadas ContrOIObesas Delgadas Hidronzcg’l:esas R2 EEM ::;s&:g; E::::;::' E;?:rt)i
SED EXC SED EXC SED EXC SED EXC |
Plasma
AU (mg/dL) 0.75¢ 0.520  4.54bcd 28babec 1,660  2.56eb  6.19c  557¢d  0.56 0.91 p<0.001 p<0.001 p=0.
URA (mg/dL) | 29.4abc  23.60b  36.4bc  42.2c  28.40b  20.8¢ 25.8q¢b 2132  0.39 4.08 p<0.001 p=0.007 p=0.1
CRT (mg/dL) 0.60¢ 0.43¢ 0.23¢  0.35¢ 0.50¢  0.37¢ 0.30@ 0.42¢ 0.03 0.19 p=0.942 p=0.126 p=0.¢
TProt (g/dL) | 6.44c0 6.020 9.18c  7.79pc 627 613« 825¢  7.94c  0.61 0.454 p=0.365 p<0.001 p=0.(
ALB (g/dL) 3.55¢0 2.799 3.93¢ 3.082 292 289a 3422 3.17¢ 0.15 0.37 p=0.190 p=0.046 p=0.(
Ca (mg/dL) 7.4 9.1ab 8.8eb  11.0bc  9Q.4ab  99ab  135cd 1464  0.56 0.98 p<0.001 p<0.001 p=0.(
P (mg/dL) 6.33¢ 5799  7.08 722db 5362  576a 891 879> 041 0.73 p=0.120 p<0.001 p=0.
Orina
PR (g) | 0.40c> 0.37a  0.56cd  0.460bc  (0.4600bc  (0.486c  0.64¢  0.56°4  0.66 0.03 p<0.001 p<0.001 p=0.
VolU (ml) 3.17¢ 2.940 3.13¢ 3.71ab 4964ab 388 4720 46690 0.22 0.98 p<0.001 p=0.099 p=0.1
pH | 6.25¢bc 40990 539a  .2]abc  7.81d  72]cd 592 470  0.55 0.33 p<0.001 p<0.001 p=0.:
ALB (g/dL) | 0.076e  0.065¢  0.24cc 0.085¢0 0.0732 0.062¢ 0.23¢¢ 0.26> 0.34 0.06 p=0.181 p<0.001 p=0.1
CRT (mg/dL) | 105.2¢ 106.6c  85.1bc  82.4abc  950c  97.3c  56.32  43.3% 0.49 8.89 p<0.001 p<0.001 p=0.¢
ALB/CRT | 0.75¢ 0.60ek 3516 1.12acb Q.76 0.64a 4475 295  0.62 0.43 p=0.039 p<0.0001 p=0.0
CICr 1.360 0.99< 1.19a  2.25¢ 1.54a  1.482  1.55¢  1.47¢  0.01 0.56 p=0.832 p=0.361 p=0.¢

AU, dcido Urico (mg / dL), URA, urea (mg / dL), CRT, creatinina (mg / dL), TProt, proteina total (g / dL), A
dL), P, fésforo (mg / dL), PR, peso del rindn (g / 100 g de peso corporal magro), VolU, volumen urinario (m
resultados son la media de 8 ratas. SED, ratas sedentarias, EXC, ratas que realizan ejercicio, R?, coeficiente
de la media. Las medias dentro de la misma linea con diferentes superindices (@p-<d) difieren significative
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4.9.- Actividad antioxidante y peroxidacion lipidica en rindén

Los efectos del fenotipo, el hidrolizado proteico y un protocolo de
entrenamiento mixto sobre la actividad antioxidante y la peroxidacion
lipidica renal se presentan en la Tabla 8. La actividad Mn-SOD se vio
significativamente afectada por el fenotipo y el ejercicio, lo que dio
como resultado valores mds bajos en ratas obesas frente aratas delgadas
y a valores mas altos en animales entrenados vs animales sedentarios. El
efecto del gjercicio fue mas pronunciado en las ratas obesas que en Ias
delgadas, lo que dio lugar a una interaccion fenotipo x ejercicio. Se
observd un efecto significativo del hidrolizado proteico sobre la actividad
Cu/Zn-SOD que dio lugar a valores de actividad mds bajos en las ratas
administradas con el ingrediente funcional en comparaciéon con los
controles administrados con placebo. El protocolo de entrenamiento
tendid a aumentar la actividad de dicha enzima, pero su efecto fue
modulado por el fenotipo, dando lugar a una interaccion significativa
fenotipo x ejercicio. En cuanto a la actividad GPX, se observo un efecto
significativo del fenotipo en los animales control administrados con
placebo, pero no en aquellos administrados con hidrolizado proteico, lo
que se vio reflejado en una interaccidon significativa fenotipo x
hidrolizado. La actividad de catalasa fue significativamente menor en las
ratas obesas frente a las delgadas y tendid a aumentar como resultado
de la administracion de hidrolizado proteico, aunque dicho incremento
se observo principalmente en los animales delgados, lo que resultd en
una interaccion significativa de hidrolizado x fenotipo. El protocolo de
entrenamiento tuvo un aumentd en la actividad de la catalasa en
animales obesos y la disminuyd en los animales delgados, lo que resultd
en la interaccion fenotipo x ejercicio. En cuanto a la peroxidacion
lipidica, no se observaron resultados consistentes que pudieran senalar un
efecto significativo del fenotipo o cualquiera de las dos intervenciones

ensayadas.
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Tabla 8.-Influencia del hidrolizado proteico de lenteja, fenotipo y ejercicio sobre la actividad antioxida
ratas Zucker.

Control Hidrolizado Efecto
Efecto del
Delgadas Obesas Delgadas Obesas R2 EEM del
hidrolizado
SED EXC SED EXC SED EXC SED EXC fenotipo

Mn-SOD* 59.3ab 61.6¢ 4626 52.79b 5590k 55.09p 4690  57.59% 038 280 p=0.5760 p=0.0008 |

Cu/In- 208.390  241.60c  270.9¢ 177.8>  168.0° 17652 168.0° 176.5° 0.54 130 p=0.0008 p=0.0589 |
SOD’
GPX# 26.99b  23.4cb 293P 43.7¢ 23.20b 22.40b 19.80 22490 070 1.9 p<0.0001  p=0.0007 |

Catalosas | 8.439  7.05eb 5430  7.7190  16.10¢ 9.269b 4150 61190 028 226 p=0.0295 p=0.0079 |

TBARS® 1.74ab 2.08p 2,126 1.639  1.720b 1.21¢ 2.00 1.850  0.43 0.21 p=0.0240 p=0.0180 |

Los resultados son la media de 8 ratas. SED, ratas sedentarias, EXC, ratas que realizan un protocolo de ¢
determinacién, EEM, error estdndar de la media. * superdoxido dismutasa (Unidades / mg de p
NADPH/min/mg de proteina), § catalasa (unidades / mg de proteina), = sustancias reactivas con el &c

proteina). Las medias dentro de la misma linea con diferentes superindices (@) difieren significativam

]
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El sindrome metabdlico es un problema de salud publica de
enorme importancia debido a su creciente prevalenciay la gravedad de
sus comorbilidades. Su fisiopatologia se caracteriza por una
sinfomatologia diversa, entre la que destacan resistencia a la insulina y
alteracién en la glucemia, hipertension y obesidad. Estos factores
provocan un mayor riesgo de aparicion de ofras patologias como
enfermedades cardiovasculares y renales. El sindrome metabdlico
también genera un estado proinflamatorio y alteraciones en el estado
antioxidante. El objetivo de este estudio fue evaluar en un modelo
experimental de ratas Zucker dos intervenciones para el tratamiento del
sindrome metabdlico como la administracion de un hidrolizado proteico
procedente de lentejas en combinacion con un protocolo de
enfrenamiento mixto de fuerza/resistencia y su efecto sobre la ingesta de
alimentos, composicion corporal, gasto metabdlico, capacidad
aerdbica, pardmetros hemdaticos, glucidicos vy lipidicos, funcionalidad
cardiovascular 'y renal y actividad antioxidante renal. Ambas
intervenciones fueron eficientes para mejorar varias de las alteraciones
anteriormente descritas y se observaron interesantes sinergias entre las
dos intervenciones, principalmente en capacidad aerdbica,
metabolismo glucidico vy lipidico, actividad antioxidante y mejora en el

riesgo de enfermedad cardiovascular y renal.

5.1.- Caracterizacion del contenido proteico, perfil de dcidos
grasos, y perffil peptidico y de compuestos bioactivos del
hidrolizado proteico de lenteja

El cromatograma vy la espectrometria de masas llevados a cabo
para una caracterizacion mds exacta del perfil proteico y compuestos
bioactivos de tipo polifendlico, mostraron la aparicion de péptidos de
bajo peso molecular, probablemente derivados del proceso de hidrolisis.
Esto refleja las adecuadas condiciones seleccionadas para el
tratamiento de la proteina derivada de lenteja. Algunos autores (Bautista-

Expdsito y col., 2018; Garcia-Mora et al., 2017) han demostrado que la
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digestion in vitro de péptidos derivados de hidrolizados de lenteja por
Savinasa, mejora considerablemente su actividad antihipertensiva vy
antfioxidante, debiéndose este doble potencial a sus propiedades
hidrofébicas y estructurales. En este contexto, esos mismos autores
senalan que los aminodcidos cargados positivamente y los residuos de
aminodcidos hidrofébicos son determinantes para potenciar la actividad
inhibitoria de la ECA, también senalan que los residuos heptapéptidos C
— ferminales interactian por medio de los enlaces de hidrégeno con la

ECA en su region catalitica y participan en la unidon de Ang Il

Se ha demostrado que los hidrolizados de proteinas de leguminosas
son eficaces en su uso como alimentos funcionales (Kapravelou y col.,
2013). Los péptidos encontrados en el extracto funcional presentan una
fuerte accidon bioactiva debida a sus caracteristicas estructurales
especificas y también asociada a su amplia variedad en compuestos
polifendlicos, estos compuestos se han relacionado con numerosas
acciones beneficiosas para la salud, como el metabolismo de la glucosa
y los lipidos, mejora y prevencion de ECV, diabetes y algunos fipos de
cdancer (Gonzdlez Canete y Durdn AguUero, 2014; Kfizova y col., 2019).
Algunos autores como Kapravelou y col. (2013) Y Martinez y col. (2018)
han descrito numerosos efectos beneficiosos sobre el perfil glucidico vy

lipidico de hidrolizados de proteinas procedentes de leguminosas.

Otfros compuestos de naturaleza bioactiva presentes en el
hidrolizado proteico ensayado del presente estudio tales como
saponinas, iridoide, dcido arboresinico, el glucdsido cardiaco cimarina y
sesquiterpenos muestran una variedad de efectos complementarios
interesantes como accién antioxidante, antimicrobiana y antiinflamatoria
(Rao y Gurfinkel, 2000).

El perfil de acidos grasos enconfrado en el hidrolizado proteico de
lenteja se caracterizd por la presencia de dcidos linoleico, oleico,

linolénico y palmitico. El dcido cis 10-heptadecenoico fue encontrado
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en nuestras condiciones experimentales, pero no se ha descrito su
presencia en el contenido lipidico de las lentejas, es probable que podria
haberse derivado del proceso de fermentacion que se llevd a cabo para

preparar el hidrolizado de proteinas.

5.2.- Ingesta de alimento, cambios ponderales, composicion
corporal y gasto metabdlico.

El modelo experimental de rata Zucker obesa se caracteriza por
hiperfagia y sobrepeso, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina y
disminucion de los niveles de adiponectina en plasma. Como resultado
de la ingesta excesiva de alimentos, los animales desarrollan obesidad y
otros trastornos metabdlicos. Bajo nuestras condiciones experimentales,
se observo una hiperfagia solo cuando los datos de ingesta se expresaron
en g/dia, pero no cuando se expresaron como g/kg de peso corporal. La
administracion del hidrolizado proteico tendid a disminuir la ingesta
semanal a partir de la tercera semana del periodo experimental. A pesar
de tal efecto anorexigénico descrito por algunos otfros protocolos de
infervencion mixta (Kibenge y Chan, 2002), en nuestras condiciones
experimentales dicha reduccion no fue lo suficientemente fuerte como
para mantener una disminucion concurrente en el aumento de peso
corporal en las ratas obesas, aunque si lo logrd en las ratas de fenotipo

delgado.

Se han descrito diferentes factores responsables de la disminucion
de la ingesta de alimentos en estudios llevados a cabo en modelos
experimentales animales de ratas similares a las de este estudio; el efecto
anorexigénico del ejercicio a intensidad moderada puede estar
asociado con la producciéon de la hormona liberadora de corticotropina,

la cual forma parte del sistema lipoestabilizador_(Kibenge y Chan, 2002).

Otros factores que pueden estar asociados en la disminucion de la
ingesta de alimentos son los procesos prolongados de germinacion, que

pueden afectar las caracteristicas organolépticas de las leguminosas
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(Urbano y col., 2005). Asi mismo, otros componentes presentes en las
leguminosas como los alfa-galactésidos, la fibra dietética soluble y el
almidodn resistente que llegan hasta el intestino grueso sin digerirse donde
se fermentan por medio de la microbiota intestinal generando
flatulencias y distencion abdominal, pueden conducir a una menor

ingesta (Martinez-Villaluenga y col., 2008).

Con respecto a la composicidon corporal, el efecto del protocolo
de enfrenamiento y la administracion del hidrolizado dieron lugar a un
descenso de la masa grasa principalmente en las ratas obesas. Por una
parte, dicho efecto puede atribuirse; a la accién del ejercicio fisico sobre
la masa grasa. Multiples estudios (Croft et al., 2009; Sun et al., 2020)han
demostrado que esta intervencion promueve vias de senalizacion para
generar lipolisis en el tejido adiposo, ademds de incrementar o disminuir
la actividad de hormonas como la adiponectina y la leptina. Por ofra
parte, el hidrolizado proteico, ademds de sus caracteristicas
anfioxidantes, contiene fibra dietética soluble, la cual, ademdas de
mejorar la sensibilidad a la insulina y regular muchos marcadores de
inflamacioén sistémica, también interviene en el proceso de homeostasis
energética, (Galisteo y col., 2008; Wang y col., 2018) y puede conftribuir a
la disminucidn de masa grasa observaba en las ratas Zucker. Esto resulta
interesante como tratamiento frente a la obesidad y enfermedades de

riesgo cardiovascular.

5.3.- Capacidad aerébica y condicion fisica.

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion (Coll-Risco y col.,
2016; Kapravelou y col., 2017) han demostrado que una intervencion
durante 8 semanas con un protocolo de ejercicio aerdbico intervdlico o
de tipo mixto generan una mejora significativa en la capacidad aerdbica
y condicion fisica de los animales obesos y delgados, ademds de
disminuir la gravedad de las alteraciones del sindrome metabdlico,

especialmente las relacionadas con el metabolismo glucidico v lipidico.
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Bajo nuestras condiciones experimentales, la condicion fisica
determinada por la velocidad mdxima y la distancia recorrida en test
incremental siempre fue menor en los animales obesos en comparacion
con los animales delgados, lo que resulta congruente, ya que nuestro
modelo experimental de ratas Zucker obesa presenta graves trastornos
metabdlicos, atrofia muscular y alteracion en la perfusion del mudsculo

esquelético (Aleixandre y Miguel, 2008).

Barboza y col., (2016) han observado que en ratas Wistar macho
sedentarias la baja capacidad aerdbica infrinseca se relaciona con un
menor gasto de energia y una reducida capacidad de oxidacion lipidica
en todo el cuerpo, lo que puede inducir a mayor riesgo de enfermedades

cardiovasculares.

La administracion del hidrolizado proteico en combinacién con el
protocolo de entrenamiento ensayado en el presente estudio, demostrd
un mayor efecto sobre la capacidad aerdbica y condicion fisica en ratas
delgadas y obesas en comparacion con las ratas que solo realizaron el
protocolo de entrenamiento. Esta accion es inferesante y de importancia
en el fratamiento de enfermedades cardiovasculares y procesos
obesogénicos que se relacionan con una capacidad aerdbica

deteriorada que se asocia con el desarrollo del SMet.

5.4.- Pardmetros hematicos

La administracion del hidrolizado de proteina de lentejas dio lugar
a una disminucion general en todos los pardmetros hemdticos
relacionados con el metabolismo del hierro, siendo sus efectos mas
pronunciados en el fenotipo obeso. Este efecto puede ser consecuencia
del sobrepeso y la obesidad que estdn relacionados con una mayor
deficiencia de hierro, posiblemente causada por inflamaciéon crénica
que deriva del exceso de tejido adiposo o de posibles rutas relacionadas
con el reciclaje del hierro como la hepcidina y la ferroportina y no

propiamente de la administracion del hidrolizado (Citelli y col., 2015;
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Hutchinson, 2019). Ademds, el empeoramiento del metabolismo de Fe de
las ratas Zucker obesas puede ser debido a la lesidon renal emergente en
este fenotipo (Martinez y col., 2019), la cual alteraria la sintesis de
eritropoyetina y con ello la regulacién fisioldgica en la produccion de
glébulos rojos (Moore y Bellomo, 2011). Finalmente, el hidrolizado de
proteina de lenteja ensayado es una buena fuente de proteina y de
compuestos bioactivos, pero también contfiene una variedad de
compuestos antinutricionales como el dcido fitico que se ha descrito que

interfieren con la biodisponibilidad de Fe (Urbano y col., 2000).

Bajo nuestras condiciones experimentales, el protocolo de
enfrenamiento mixto ha demostrado efectos beneficiosos sobre el
metabolismo del Fe y los pardmetros hemdticos. En estudios anteriores de
nuestro grupo de investigacion se observd un incremento en la
hemoglobina y el hematocrito causado por un protocolo de
enfrenamiento aerdbico intervdlico en ratas Zucker delgadas y obesas
(Kapravelou y col., 2017). Curiosamente, en el presente estudio, los
efectos del ejercicio parecen ser mas marcados en los animales con peor
estado de Fe (es decir, ratas obesas alimentadas con hidrolizado de
proteina de lentejas), con una mejora significativa en el recuento de
erifrocitos, hemoglobina, hematocrito y VCM. Dichos efectos se
asociaron a valores mds altos de RDW, lo que se deriva de las diferencias
de tamano entre los reticulocitos y los eritrocitos jbvenes en comparacion
con los eritrocitos maduros, y sugiere una mayor actividad de eritropoyesis
inducida por el ejercicio en la médula ésea. Sin embargo, los incrementos
en la RDW también han sido asociados por otros autores a procesos
inflamatorios, resistencia al ejercicio, enfermedades cardiovasculares o al
SMet (Parizadeh y col., 2019), aunque en este estudio parece ser parte
de la respuesta fisiologica a las mayores demandas de oxigeno

caracteristicas del ejercicio.
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5.5.- Paradmetros del metabolismo glucidico y lipidico

Generalmente, en el origen de la mayoria de las alteraciones del
metabolismo glucidico vy lipidico suele encontrase la resistencia a la
insulina, la cual se describe como un factor de riesgo importante para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares y enfermedad renal
cronica (Chan y col., 2017; Laakso, 2015). Las intervenciones en el estilo
de vida como el ejercicio fisico y la administracion de alimentos o
extractos con compuestos bioactivos derivados de las leguminosas
corrigieron efectivamente las alteraciones observadas en el drea bajo la
curva tras una sobrecarga oral de glucosa, un claro signo de mejora en
la resistencia a la insulina. Ademds, también se han descrito claros
beneficios en las alteraciones morfoldgicas y fisiologicas relacionadas
con el SMet sobre el sistema cardiovascular y renal en las ratas Zucker
obesas (Kapravelou y col., 2017; Sponholtz y col., 2019; Wadden y col.,
2012). Bajo nuestras condiciones experimentales, los controles obesos
mostraron signos evidentes de resistencia a la insulina como sus elevados
niveles de glucemia, insulina en plasma y en el indice HOMA en
comparacion con sus controles delgadas, mientras que la intervencion
combinada de ejercicio e ingrediente funcional derivado de la lenteja
mostréd efectos beneficios sobre estos pardmetros. La administracion del
hidrolizado de proteina aumentd la adiponectina plasmdtica, una
adipocina que mejora el metabolismo glucidico y refuerza el efecto de
la insulina en su actividad hipoglucemiante; los valores de adiponectina
fueron inferiores en ratas obesas frente a ratas delgadas, aungue no se

encontraron efectos significativos en los niveles de leptina.

Tal falta de eficacia puede atribuirse a alteraciéon genética en el
receptor de leptina inherente a la rata Zucker obesa, por lo que la
intervencion anterior en el estilo de vida no seria lo suficientemente fuerte
como para superar esta alteracion metabdlica. En contraste, el ejercicio
fisico tendid a disminuir los niveles de adiponectina y leptina en plasma a

diferencia de lo descrito por de Lemos y col. (2007), quienes encontraron
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qgue un protocolo de natacidn tres veces por semana durante 12
semanas indujo un aumento del 28% en los niveles plasmdaticos de

adiponectina en ratas Zucker obesas y diabéticas.

Las alteraciones en los niveles de adiponectina y leptina en
combinacién con una inflamacion sistémica derivados de la obesidad
pueden afectar la seleccion de fuentes energéticas y como
consecuencia afectar la funcidon vascular, la hemodindmica sistémica y
la respuesta endotelial a la lesion (Tune y col., 2017). Por lo tanto, cabe
esperar que las intervenciones combinadas de ejercicio y dieta mejoren

los factores anteriores.

5.6.- Paradmetros cardiacos y electrocardiogrdaficos

El corazdn de los animales obesos mostrdé mayor peso en
comparaciéon con sus controles delgados expresados como peso neto o
en relacidon a la masa magra, pero se observaron diferencias mas
pequenas cuando se referia al peso corporal total del animal. Dichas
variaciones pueden aftribuirse a una hipertrofia que evoluciona para
conftrarrestar la mayor cantidad de masa corporal y superficie derivada
de mayores cantfidades de tejido adiposo en animales obesos. Ademds,
varios autores han correlacionado la hipertrofia cardiaca con el
desarrollo de fibrosis (Chen y col.,, 2016). Bajo nuestras condiciones
experimentales el fenotipo obeso y la administracion del hidrolizado
proteico indujeron un agrandamiento del tamano cardiaco, pero este
efecto no parecié generar dano al corazdn como se observd en los
resultados de la actividad plasmdtica de CK-MB que no varié entre el
fenotipo delgado y obeso, y que tendid a ser mds baja en ratas
administradas con el hidrolizado de proteina de lenteja en comparacion
con sus controles placebo.

Por otra parte, otros érganos como el higado incrementan de
tamano tras la administracion del hidrolizado de lenteja, pero esta
hipertrofia no se vio reflejada en signos de fibrosis en ratas Zucker

(Martinez y col., 2018). Incluso diferentes autores han demostrado una
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accién protectora de extractos de origen vegetal en la hipertrofia
cardiaca y la fibrosis (Chen y col., 2016). Especificamente, Xuan y col.,
(2013) observaron que en ratas con hipertension inducida por la
angiotensina a las que se administraron extractos de lentejas cocidas o
crudas durante 8 semanas, se atenud significativamente esta alteracion,
asi como la hipertrofia cardiaca vy fibrosis perivascular.

Los cambios en la funcidon cardiaca inducidos por la obesidad han
sido descritos por la bibliografia como "cardiomiopatia de la obesidad"y
comprenden incrementos en la masa ventricular izquierda en mayor
medida que el volumen ventricular, hipertrofia concéntrica del ventriculo
izquierdo, infiltracion de grasa miocdrdica, disfuncion diastdlica y / o
sistolica con una fraccion de eyeccion ventricular izquierda normal o
elevada. Las alteraciones electrocardiogrdficas en la amplitud del
complejo QRS y el intervalo QTc son signos claros de enfermedad
cardiovascular progresiva y dan idea de un mayor riesgo cardiovascular.
Una mayor amplitud de la onda R es un factor de riesgo independiente
para eventos cardiovasculares, mientras que los intervalos QT y QTc
prolongados se han asociado a enfermedades cardiacas y arritmias
ventriculares (VanHoose y col., 2010; Vega y col., 2017). La hipertrofia
ventricular izquierda generalmente se produce en paralelo al aumento
en la amplitud del complejo QRS y la longitud del intervalo QT o QTc.
Ademas, se ha establecido una correlacion directa entre el intervalo QTc
y el indice de masa corporal. Tales modificaciones en el ECG junto con la
funcion cardiaca deteriorada también se han descrito en la enfermedad
cardiovascular relacionada con la diabetes (Guo y col., 2017; Superko y
col., 2011). Las alteraciones del ECG observadas en ratas Zucker obesas
en el presente experimento, parecen estar relacionadas con su grado de
hipertrofia cardiaca, especificamente con la hipertrofia ventricular, tal
como se observa en las alteraciones significativas en el complejo QRS y
la amplitud de la onda T. Sin embargo, un cierto grado de hipertrofia
auricular podria deducirse de la amplitud de la onda P, la cual mostrd

valores significativamente mayores. También se describe que las
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alteraciones del ECG estdn relacionadas con el desarrollo potencial de
la neuropatia diabética auténoma (NDA). Van Hoose y col., (2010) han
descrito amplitudes de onda R elevadas y ampliacién de los intervalos
QTc como marcadores tempranos de NDA en el electrocardiograma de
ratas Zucker diabéticas obesas. Por otra parte Mutiso y col., (2014)
encontraron incrementos en la amplitud de la onda R en un modelo
experimental de obesidad inducida por la dieta de rata Wistar.

La administracidn de hidrolizado proteico indujo efectos
beneficiosos sobre pardmetros electrocardiograficos, como fue el
descenso de las amplitudes de onda P o T, dichos efectos parecen estar
relacionadas con la mejora en la resistencia a la insulina, debido a la
relacion con la obesidad. Ademas, los beneficios del ejercicio en algunos
de los pardmetros electrocardiograficos alterados, como fue el aumento
en la amplitud de la onda P o R principalmente en las ratas obesas, fueron
mucho mads evidentes en los animales a los que se administré el
hidrolizado proteico, mostrando asi una accion sinérgica de ambas
intervenciones efectiva. Se ha descrito que el ejercicio fisico induce
diversos cambios morfoldgicos y funcionales orientados a mejorar la
capacidad de bombeo del corazén y el gasto cardiaco, como el
aumento del tamano de las cavidades, la disminucion de la frecuencia
o el aumento de la eficiencia mecdnica cardiaca. Especificamente, el
entrenamiento de fuerza/resistencia intervdlica induce una frecuencia
cardiaca mds lenta y una mayor fuerza de contraccion lo que provoca
una remodelacion excéntrica. Los cambios mencionados anteriormente
en la estructura y geometria cardiaca son distintos de los ocasionados
por el estrés hemodindmico cronico que tiene lugar en diversas
condiciones patologicas (Vega y col., 2017). De hecho, la activacion del
crecimiento fisioldgico derivado del ejercicio antagoniza el de las
situaciones patoldgicas. La disminucion en la frecuencia cardiaca, la
amplitud QRS y el intervalo QTc lograda por el protocolo de
entrenamiento mixto analizado en el presente estudio subraya su

potencial para el fratamiento de la obesidad y las alteraciones cardiacas
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derivadas de la resistencia a la insulina y estd de acuerdo con lo descrito
en la bibliografia por Van Hoose y col., (2010), que también encontraron
importantes beneficios derivados del ejercicio sobre alteraciones en la

amplifud de la onda Ry la masa ventricular izquierda.

5.7.- ParGmetros de riesgo cardiovascular

Se ha descrito que las poblaciones de ratas Zucker obesas
desarrollan hipertension a medida que avanza su edad (Osmond y col.,
2009), sin embargo, en la etapa cubierta por nuestro experimento no se
observaron diferencias significativas en la presion arterial entre ambos
fenotipos. Sin embargo, la infervencidn combinada del hidrolizado
proteico y el protocolo de entrenamiento mixto mostré una accidon
preventiva sobre la expresion génica por parte de la arteria aorta de una
molécula de adhesion vascular como es la selectina y sobre la actividad
plasmdtica de la ECA, lo cual podria tener un papel protector frente al
desarrollo de la disfuncion endotelial y la enfermedad cardiovascular. Se
sabe que la interaccidon de la glicoproteina P-ligando-1 de la selectina
(PSGL-1) con la selectina-P estd regulada por un aumento en los factores
de riesgo caracteristicos del sindrome metabdlico y podria desempenar
un papel importante en su fisiopatologia (Patel y col., 2017). Por otra
parte, la inflamacion crénica y el estrés oxidativo caracteristicos de este
sindrome pueden conducir a la disfuncion endotelial y la activacion del
sistema renina-angiotensina-aldosterona (Zhang y Lerman, 2017). En este
sentido y bajo nuestras condiciones experimentales parece de especial
relevancia la inhibiciéon observada in vivo de la ECA derivada de la
administracion del hidrolizado de proteico de lentejas. Tal accidn
inhibitoria, junto con una fuerte actividad antioxidante, ha sido descrita
in vitro por Bautista-Exposito y col., (2018), quienes estudiaron coémo las
diferentes condiciones de procesamiento para la hidrdlisis de proteinas
de lentejas pueden mejorar la calidad y funcionalidad nutricional del

producto resultante.
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5.8.-Pardmetros plasmaticos y urinarios de la funcionalidad renal

Las ratas Zucker obesas exhibieron niveles elevados de dcido Urico
en plasma, el cual se considera un factor de riesgo y predictor de
enfermedades metabdlicas y cardiovasculares por su implicacién en
mecanismos de almacenamiento de grasa (Choiy col., 2014). Asi mismo,
la obesidad y el sindrome metabdlico se han asociado con hiperuricemia
(Norvik y col., 2016). En nuestras condiciones experimentales, la
concentracion plasmdtica de dcido Urico se vio alterado por la
administracion del hidrolizado proteico que tendid a incrementarlo.
Dicho incremento podria aftribuirse a la composicion quimica del
hidrolizado, que era alta en diversos péptidos y dacidos nucleicos. El
protocolo de entrenamiento mostré en términos generales una accion
reductora sobre el dcido Urico plasmdatico, pero debido a su interaccion
con la administracion del hidrolizado proteico, sus efectos no alcanzaron

significacion estadistica.

La concenfracion plasmdtica de albumina se vio levemente
afectada por el fenotipo obeso y dado que la mayoria de las proteinas
presentes en el plasma son sintetizadas por el higado, el aumento en los
niveles de albumina se correlaciond con un mayor nivel de proteinas
totales, el cual a su vez se asocid a un aumento de los niveles plasmdaticos
de Cay P. Este aumento podria derivarse de una funcionalidad alterada
del higado o la ingesta excesiva de proteinas por parte de animales
obesos y que segun lo observado fue parcialmente contrarrestado por la
administracion del hidrolizado proteico de lentejas. Otro hallazgo
interesante relacionado con la administracion del extracto funcional
derivado de la lenteja fue su accion sobre el equilibrio de urea
plasmdtica. Este metabolito se produce principalmente a partir de
amoniaco en el higado y, en menor medida, en el rindn. Los niveles
plasmdaticos mds altos de urea en animales obesos podrian atribuirse a la
funcién renal alterada con la edad o al desequilibrio metabdlico de

aminodcidos. La administracion del hidrolizado proteico condujo a una
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disminucidén de la urea plasmdtica, lo que puede atribuirse a que los
carbohidratos fermentables presentes en el ingrediente funcional
pueden originar un aumento en la excrecion fecal de N, lo cual puede a
su vez conducir a menores concentraciones plasmdticas de urea en
plasma y la disminucién de la excrecion urinaria de N. Dado que las
concentraciones elevadas de nitrégeno ureico en suero se han asociado
con sinftomas clinicos de insuficiencia renal cronica (Younes y col., 1999),
la accidn protectora de nuestro hidrolizado proteico merece una

especial consideracion.

A pesar de que un indice de funcionalidad renal ampliamente
utilizado como es el aclaramiento renal de creatinina, no se vio afectado
por la obesidad genética o las infervenciones evaluadas, sin embargo, la
excrecion urinaria de albUmina en orina o larelacion albumina/creatinina
fueron mds elevados en el fenotipo obeso. La microalbuminuria
representa un signo temprano de enfermedad cardiovascular y renal
progresiva incluso en sujetos con tasa de filtracion glomerular preservada.
También caracteriza las etapas iniciales de enfermedad renal en ratas
Zucker obesas que paralelamente desarrolla alteraciones morfoldgicas
como glomeruloesclerosis e hipertrofia de glomérulos y tUbulos renales
(Martinez y col., 2019). En nuestro experimento, los niveles mds elevados
de albumina urinaria se correlacionan con los niveles plasmdaticos mas
bajos de adiponectina y con la hiperuricemia caracteristicos del modelo
de rata Zucker obeso. La alta correlacion entre el dcido Urico en plasma
y la relacion entre albumina/creatinina en orina (r = 0.73) en nuestro
estudio concuerda con lo descrito por Solbu y col., (2016) en el estudio
Tromsan. Ademds, la proporcién urinaria de albumina/creatinina en ratas
Zucker obesas se asocid a un mayor peso del rindn en comparaciéon con
sus controles delgadas. Las dos intervenciones implementadas en este
estudio han mejorado y equilibrado varios de los parédmetros alterados de
la funcionalidad renal anteriormente mencionados. La administracion del

hidrolizado proteico de lenteja fue eficiente para aumentar el volumen y
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el pH urinario, lo que puede deberse a que la ingesta de alimentos
funcionales de origen vegetal ricos en citrato y potasio, como las
legumbres, ejercen una accidn alcalinizante sobre la orina (Sabbohy col.,
2006) y contribuyen a la prevencion de formacién de cdiculos renales.
Con respecto al ejercicio fisico, ademds de su accidon beneficiosa
mencionada anteriormente sobre el dcido Urico en plasma, también
demostré una accidon preventiva que contrarrestd otfros pardmetros
plasmaticos alterados como el contenido de ureaq, proteinas totales o
albumina, asi como el peso del rindn y la excrecion de albumina urinaria.
Senal de que esta intervencion es una estrategia eficiente para el
tratamiento de enfermedad renal, por si sola o en combinacion con

intervenciones dietéticas en el estilo de vida.

5.9.- Actividad antioxidante y peroxidacion lipidica en rinén

Bajo nuestras condiciones experimentales, los efectos de las
intervenciones fueron complejos y diversos. Se evidencid el deterioro en
el estado renal de defensa antioxidante por la disminucion en la
actividad enzimdatica de Mn - SOD y catalasa asociada con una mayor
actividad de GPX principalmente en ratas de fenotipo obeso. Estos
resultados tiene sentido ya que la obesidad se correlaciona fuertemente
con mayor estrés oxidativo (Bonomini y col., 2015). Sin embargo, el
protocolo de enfrenamiento revirtid los cambios derivados de la
obesidad en las actividades de Mn — SOD, GPX y catalasa. Este efecto
beneficioso coincide con lo descrito por multiples estudios que senalan
que el ejercicio fisico moderado promueve un efecto antioxidante,
ayudando a mejorar el estado de equilibrio redox (Sousa y col., 2017). Por
el contrario, un entrenamiento de intensidad excesiva puede ser
perjudicial y empeorar el estado antioxidante. El ejercicio fisico resultd ser

una estrategia efectiva para disminuir el impacto del estrés oxidativo.

Es de especial relevancia destacar la induccion en la actividad de
la enzima catalasa y la reduccion de la actividad GPX y Cu/Zn-SOD

mediante la administracién de hidrolizado proteico que demostrd una
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influencia positiva sobre el balance y regulacion de la actividad
antioxidante. Algunos autores (Zou y col., 2011) describen la capacidad
antioxidante de compuestos derivados de lentejas y sugieren que
podrian ser Utiles para la promocion de la salud. También informan sobre
los efectos protectores en contra de la formacion de ROS que se

atribuyen a los componentes fendlicos de los extractos de lentejas.
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Conclusion

1.- Las adecuadas condiciones seleccionadas para el tratamiento
de hidrdlisis proteica de Lens Culinaris (fermentacion de 15 horas con
Lactobacillus plantarum y en paralelo tratamiento con Savinasa a pH 8.5)
dieron lugar a un producto con un alto componente polifendlico y
polipeptidico que le confiere capacidad para ser empleado como

herramienta en alteraciones relacionadas con el sindrome metabdlico.

2.- El hidrolizado proteico por si mismo demostrd tener efecto in vivo
sobre la baja expresidn génica en aorta de selectina E asi como sobre el
aumento de la actividad inhibitoria de la ECA. Otros efectos de la
administracion del hidrolizado proteico fueron una disminucion de la
hiperfagia y una mejora de los pardmetros del metabolismo glucidico y
lipidico (AUC, HOMA-IR, TG, LDL) asi como el aumento de adiponectina
plasmdtica. Por todo ello se le puede atribuir al hidrolizado un valor
protector en el desarrollo de disfuncidon endotelial y en el confrol

metabdlico relacionado con la sensibilidad a la insulina.

3.- El protocolo de entrenamiento ensayado durante 8 semanas,
demostrd ser eficaz para mejorar la capacidad aerdbica y corregir las
alteraciones de pardmetros electrocardiogrdficos, como el aumento de
la onda P y R, alteradas en perfiles con sobrepeso u obesidad. Por lo
tanto, podemos afirmar que el protocolo de entrenamiento puede

mejorar las alteraciones cardiovasculares asociadas a la obesidad.

4 .- El protocolo de egjercicio, por si solo 0 en combinacién con el
hidrolizado proteico, demostré una accion beneficiosa sobre pardmetros
e indices de funcionalidad renal entre los que destaca la disminucion
urinaria de albumina y el aumento del pH urinario. Estos efectos junto a la
mejora en el estado de equilibrio redox en el rindn nos permiten concluir
que el modelo de ejercicio fisico ensayado resultd ser una estrategia

efectiva en la recuperacion de la funcién renal de ratas Zucker obesas.

En general, los resultados del estudio muestran que, si bien las

intervenciones ensayadas por separado tienen un potencial para mejorar
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o revertir los factores de riesgo del sindrome metabdlico, su combinacién

aumenta dichos efectos.
Conclusion general

Por todo ello concluimos que el enfoque experimental que
combina la administracién de un alimento funcional derivado de las
leguminosas junto con la implementacion de programas de ejercicio
protocolizados muestra un gran potencial como nuevas estrategias
terapéuticas y alternativas para el fratamiento de enfermedades

cardiovasculares y renales asociadas al sindrome metabdlico.
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