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INVESTIGACION

La Tomasa reduce parametros metabdlicos e inflamatorios
asociados a sindrome metabdlico en un modelo murino
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Abstract

In our country, cardiovascular diseases (CVD) are the
main cause of death. Unhealthy eating habits and se-
dentary lifestyles, among other factors, have contri-
buted to increase the risk for CDV in the population.
An alternative to the commonly used pharmacological
therapies is the use of validated natural products that
can be incorporated in the development of functional
foods or supplements. In particular, the tomato has been
shown to have a protective role in CVD; its high content
of antioxidants, particularly lycopene, provides it with
extensively documented beneficial properties. Tomasa, a
by-product of the agroindustry, maintains some of the
beneficial characteristics of its fruit of origin.

Mice fed with a high-fat (hypercaloric) diet increase
their body weight and visceral adipose mass, and also
display an increase in metabolic and inflammatory
parameters. Our results allow us to conclude that the
consumption of Tomasa in mice fed a hypercaloric diet
reduces the blood levels of cholesterol, glycaemia and
pro-inflammatory cytokines. These results support the
rationale of using of this by-product in the generation
of functional ingredients with proven beneficial effects.
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Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV)
son la principal causa de muerte a nivel mun-
dial'. Segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), se estima que alrededor de 17.9
millones de personas mueren producto a estas
enfermedades cada afio.
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Los ejes fundamentales en la preven-
cion de este tipo de patologias se han
centrado en una dieta saludable, rica en
frutas y hortalizas, ademas de aumentar
la actividad fisica y dejar el habito de
fumar. Estudios previos han demostrado
que el tomate posee mecanismos protec-
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tores contra las ECV, presentando actividades
antiplaquetaria®3, protectora del endoteli,* an-
tioxidante>* y antiaterogénica.’

Uno de los factores que influyen en el desa-
rrollo de estas ECV es la inflamacion croni-
ca. Estudios demuestran que niveles elevados
de interleuquina-6 (IL-6) y factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), se asocian a mayores
eventos cardiovasculares y un aumento en la
morbimortalidad®. Estas moléculas inflama-
torias son producidas no solo por las células
del sistema inmune, sino también pueden ser
secretadas por el tejido adiposo, musculo e in-
testino, entre otros. Se ha visto que el aumen-
to en la adiposidad visceral podria explicar
en parte el aumento del estado inflamatorio
basal. El tejido adiposo es un 6rgano meta-
bolicamente activo,’ el cual no solo almacena
lipidos, sino que es capaz de secretar nume-
rosos factores o adipoquinas con un efecto en
el metabolismo sistémico.!” Entre los factores
secretados se encuentran citoquinas implica-
das en la respuesta inmune inflamatoria, tales
como TNF-q, IL-1, IL-6° y la proteina qui-
mioatrayente de los monocitos 1 (MCP-1), "
todas con la capacidad de contribuir a un es-
tado inflamatorio cronico. La contribucion de
cada tejido en este estado inflamatorio créni-
co es un tema aun no resuelto. En ese sentido
nuestro trabajo muestra que el intestino podria
ser una de las fuentes importante de inflama-
cion sistémica en individuos con una dieta hi-
percalorica.

Se han descrito varias propiedades beneficio-
sas para la salud en el tomate. Parte de estas
propiedades podrian estar presentes también
en el producto residual industrial del tomate,
conocido como Tomasa (residuo agroindus-
trial del tomate correspondiente a la piel y
pepas). En Chile se producen aproximada-
mente 14 mil toneladas de Tomasa al afio, lo
que transforma a este producto de bajo costo
en un sustrato ideal para el desarrollo de in-
gredientes funcionales con efecto en la salud
humana.
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Materiales y métodos
Animales

Los ratones fueron manteniados en condicio-
nes controladas de temperatura a 22°C y ciclos
de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. El
estudio se realiz6 con una muestra de 24 ra-
tones C57BL/6. Estos se randomizaron en 3
grupos de 8 animales cada grupo. Los grupos
fueron sometidos a las siguientes condiciones
experimentales por un periodo de 21 sema-
nas: 1) dieta normal, dieta base comercial con
un 4% de grasa, 2) dieta grasa, preparada en
nuestro laboratorio y que contenia un 25% de
grasa, y 3) dieta grasa mas Tomasa, la dieta
grasa suplementada con un 20% p/p de Toma-
sa. Al término del periodo experimental, los
animales fueron sedados, anestesiados, y so-
metidos a eutanasia por dislocacion cervical.
Posterior a la muerte, se extrajo sangre (desde
la aorta abdominal) y tejidos, los que fueron
almacenados a -80°C hasta su eventual uso.

Parametros bioquimicos

Las determinaciones de glucosa, colesterol,
triglicéridos y 4cido urico se realizaron en un
analizador automético de quimica clinica RO-
CHE Hitachi 902, con reactivos de la misma
empresa.

Ensayo para cuantificacion de Insulina, IL-
6, MCP-1 y TNF-a

Para cuantificar los niveles plasmaticos de in-
sulina, IL-6, MCP-1 y TNF-q, se utiliz6 un
ensayo inmunoenzimatico (ELISA, Invitro-
gen) para la determinacion de IL-6, MCP-1 y
TNF-a de origen murino. Para la determina-
cion de insulina se utilizo el kit de Merck-Mi-
llipore. Los métodos fueron realizados de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.




Volumen N°36 N°2, Diciembre de 2020

Analisis Histologia Intestino Delgado

Los estudios anatomopatoldgicos se realizaron
por Métodos Convencionales y tincion de He-
matoxilina-eosina.'

Analisis Estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante
el programa GraphPad Prism 5. Se comprobd
que las variables poseian una distribucion nor-
mal dentro de la muestra estudiada. Los datos
se expresaron como medidas de tendencia cen-
tral y de dispersion (media + desviacion estan-
dar). Se aceptdé como significativa toda dife-
rencia con valor p < 0,05. La prueba empleada
para las variables cuantitativas fue ANOVA.

Consideraciones éticas

Los experimentos se llevaron a cabo en el Bio-
terio de la Facultad de Ciencias de la Salud
de la Universidad de Talca, considerando los
requisitos de bienestar para animales de expe-
rimentacion, rigiéndose bajo las normas sani-
tarias y de bioética exigidas. Los procedimien-
tos fueron realizados de acuerdo al Manual de
Procedimientos de la Comision Nacional de
Investigacion Cientifica y Tecnologica (CONI-
CYT) y aprobados por el Comité de Bioética
de la Universidad de Talca.

Resultados

En la tabla 1 se muestra la variacion de peso de
ratones y sus Organos, segun el peso inicial y el
obtenido al final del experimento, después de
21 semanas. Se puede observar un incremento
de peso de aproximadamente 16 gramos en los
ratones alimentados con dieta alta en grasa, en
comparacion con los ratones del grupo control
y del grupo tratado con Tomasa, en los que el
incremento de peso fue de 8 gramos y 11.5 gra-
mos, repectivamente.
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En la tabla 2 se muestran los valores plasmati-
cos de colesterol y triglicéridos determinados
en ratones pertenecientes a los grupos control
y experimental, después de 21 semanas de
tratamiento. Los animales que consumieron
dieta rica en grasas presentaron una tendencia
al alza en los niveles de colesterol y glucosa
en comparacion con el grupo control. Aunque
no estadisticamente significativo, los valores
obtenidos de glicemia y colesterol en ratones
alimentados con la dieta grasa suplementada
con Tomasa fueron menores que los obteni-
dos en ratones alimentados solo con una dieta
rica en grasa.

Notablemente, se observo una diferencia es-
tadisticamente significativa en los niveles
plasmaticos de 4cido urico entre los grupos de
ratones alimentados con dieta rica en grasa y
aquellos alimentados con la misma dieta mas
Tomasa, apreciandose una disminucion en los
niveles plasmaticos de acido urico en los ani-
males suplementados con Tomasa.
Finalmente, se determinaron las concentra-
ciones plasmaticas de IL-6, TNF-a y MCP-
1 en ratones correspondientes a cada grupo
estudiado, obteniéndose los resultados que se
presentan en la Figura 1.

Los niveles plasmaticos de IL-6 en ratones
mantenidos en con una dieta rica en gra-
sa (71.2 = 75.7 pg/mL) fueron mayores que
aquellos determinados en los ratones del gru-
po control (29.3 £ 14.7 pg/mL). De manera
notable, en ratones alimentados con una die-
ta rica en grasa suplemetada con Tomasa se
observo una reduccion en los niveles de IL-6
(19.2 £ 10.8 pg/mL). Mientras que un claro
aumento de 2.5 veces en los niveles de IL-6
en el grupo alimentado con dieta rica en gra-
sas versus el grupo Control fue observado, la
suplementacion con Tomasa condujo a una
disminucion en los niveles de IL-6 incluso
por debajo de los valores del grupo Control.
No obstante, estas tendencias no fueron esta-
disticamente significativas (p < 0.093).
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En relacién a los niveles de MCP-1, la con-
centracion media en el grupo control fue de
107.7 = 17.6 pg/mL, en el grupo alimentado
con dieta rica en grasa fue de 105.7 = 29.5 pg/
mL, y en el grupo alimentado con una dieta
rica en grasa suplementada con Tomasa fue
de 104.2 + 17.3 pg/mL. Por lo tanto, no se
presentaron variaciones significativas en los
niveles de MCP-1 entre los distintos grupos.
Por ultimo, el nivel plasmatico promedio de
TNF-a en el grupo Control fue de de 18.3 +
4.7 pg/mL, en el grupo tratado con dieta rica
en grasa fue de 27.1 = 6.3 pg/mL, y en el gru-
po tratado con dieta rica en grasa suplemen-
tada con Tomasa fue de 21.5 = 2.6 pg/mL. Si
bien hubo una tendencia a reproducir los ha-
llazgos observados para IL-6, tampoco hubo
diferencias significativas entre grupos.

Discusion

Similar a lo que ocurre en humanos, la admi-
nistracion de una dieta con alto contenido en
grasas induce obesidad en ratones'®. Esta res-
puesta biologica nos ha permitido evaluar el
impacto de la dieta en el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares (ECV), parti-
cularmente evaluar como la inclusiéon de in-
gredientes funcionales en los alimentos puede
mejorar parametros metabodlicos alterados.
Para determinar el efecto de la Tomasa en los
pardmetros antropométricos y metabolicos de
ratones, estos fueron sometidos a una dieta hi-
percaldrica (25% grasa) suplementada con un
20% de Tomasa. Se evalud el peso corporal
y el peso de los tejidos; también se midieron
parametros bioquimicos (colesterol, triglicéri-
dos, entre otros). Los resultados, que se mues-
tran en las Tablas 1 y 2, nos permiten confir-
mar la alteracion metabdlica que sufren los
animales sometidos a una dieta alta en grasa.

La concentracion de colesterol total presenta
un aumento significativo en el grupo de rato-
nes sometidos a una dieta rica en grasa, au-
mento que es revertido en parte por el consu-

Revista Médica del Maule / Publicacion Semestral

mo de Tomasa. Los triglicéridos, por su parte,
muestran un pequefio aumento en el grupo de
ratones sometidos a una dieta rica en grasa.
Sin embargo, no fue posible encontrar dife-
rencias significativas entre los grupos anali-
zados. Por lo tanto, si bien estudios recien-
tes son consistentes en afirmar que diversos
extractos del tomate (pulpa, semillas) logran
disminuir el colesterol total sérico, triglicé-
ridos e incluso colesterol LDL'* 5, nuestros
estudios son consistentes con un rol de la To-
masa preferentemente en el metabolismo del
colesterol. Alternativamente, las diferencias
en los resultados se podrian explicar por dife-
rencias en el tipo de extracto, la proporcion de
estos en los alimentos y el tiempo de exposi-
cion a una dieta hipercaldrica con Tomasa. Es
importante considerar la necesidad de intro-
ducir un cuarto grupo (dieta normal + Toma-
sa), ante la posibilidad de que los ratones no
estén comiendo (no les guste la Tomasa). Sin
embargo, nuestros resultados no muestran di-
ferencias en la ingesta diaria de los diferentes
grupos (datos no mostrados).

Ademas de los parametros que definen el sin-
drome metabolico, existen otras alteraciones
que lo pueden acompafiar, una de ellas es el
incremento en las concentraciones del acido
urico. El estudio muestra una diferencia es-
tadisticamente significativa en los niveles de
acido urico, encontrandose una reduccion en
el grupo de ratones sometidos a una dieta rica
en grasa suplementada con Tomasa (en com-
paracion al grupo de ratones sometidos a una
dieta rica en grasa solamente). Estas obser-
vaciones son concordantes con Ruggiero et
al. (2007), quienes observaron una relacion
inversa entre los niveles de 4cido urico y an-
tioxidantes en sangre. Esto le otorga al tomate
un rol protector de las funciones corporales,
debido a la gran cantidad y diversidad de an-
tioxidantes que contiene'®.

La aterosclerosis se asocia con elevados ni-
veles de citoquinas en plasma'” '®. De hecho,
el proceso aterosclerdtico se acompafia de
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manifestaciones inflamatorias tanto locales
como sistémicas. Revertir este estado a través
del consumo de productos bioactivos podria
ser una alternativa de prevencion viable. Los
niveles plasmaticos de IL-6 y TNF-a son con-
siderados buenos indicadores de la presencia
de un estado inflamatorio sistémico. Como se
pudo apreciar en el presente estudio, si bien
las diferencias entre los niveles plasmaticos
de estas citoquinas no fueron estadisticamente
significativas, es posible observar una tenden-
cia al alza en el grupo alimentado con dieta
hipercaldrica y una tendencia a la normaliza-
cion cuando la dicha dieta rica en grasa fue
suplementada con Tomasa. Particularmente,
observamos un aumento de 1.4 veces en la
concentracion plasmatica de TNF-a en rato-
nes sometidos a dieta rica en grasas en compa-
racion al grupo control, y una reversion cuan-
do Tomasa fue incluida en la dieta. Hay que
considerar que TNF-a es un potente estimu-
lante de la reaccion inflamatoria!®. El aumen-
to sistémico de mediadores proinflamatorios,
tales como IL-6 y TNF-a ha sido relacionado
con diferentes patologias, entre ellas diabetes
mellitus, resistencia a la insulina, estrés, en-
fermedades cardiovasculares, entre otras (20).
MCP-1 es una quimioquina clave en la in-
flamacion aterosclerotica, jugando un rol
importante en la etiologia de infarto de mio-
cardio,’'?>. No obstante, en animales some-
tidos a dieta rica en grasa no se observaron
niveles plasmaticos diferentes a los animales
pertenecientes a los otros grupos estudiados.
Es posible que al ser una molécula que actua
localmente, su aumento sistémico sea dificil
de detectar.

La inflamacién es un pilar clave en el desarro-
llo de las enfermedades cardiovasculares. Por
lo tanto, desarrollar estrategias terapéuticas
tendientes a reducir la produccion de media-
dores inflamatorios claves podria contribuir a
reducir el riesgo cardiovascular. IL-6 y TNF-
a son los principales mediadores inflamato-
rios liberados por el tejido adiposo, estas ci-
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toquinas tienen efectos sistémicos diversos.?
IL-6 es una citoquina que actia como un me-
diador en respuestas inflamatorias y respuesta
a estrés, estimandose que la tercera parte cir-
culante proviene del tejido adiposo.?* Asimis-
mo, TNF-a se ha visto también elevado en la
obesidad.”?*?* La incorporacion de Tomasa en
la dieta muestra una clara tendencia a reducir
estos mediadores inflamatorios en animales.

Conclusiones

Los resultados obtenidos permiten concluir
que una dieta alta en grasa por un periodo de
21 semanas en ratones reproduce, al menos
en parte, las alteraciones propias de indivi-
duos con Sindrome Metabdlico, por lo que
representa un modelo animal adecuado para
el estudio de esta entidad fisiopatologica. Las
principales alteraciones observadas en ratones
alimentados con una dieta rica en grasas fue-
ron un aumento del peso corporal, un aumen-
to del peso del tejido adiposo, hiperglicemia,
hipercolesterolemia y un perfil inflamatorio
alterado. La suplementacion de la dieta grasa
con un 20% de Tomasa mostr6 un efecto glo-
bal positivo, reduciendo parcialmente algunos
de los parametros metabolicos e inflamatorios.
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