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RESUMEN

Introduccion: La obesidad es una enfermedad crénica que se asocia a estrés
oxidativo (EO). Los subproductos de frutas son fuente de compuestos
bioactivos con propiedades antioxidantes que ejercen un papel regulador
sobre la obesidad. Sin embargo, el efecto de la suplementacion con cascara
de granada y su efecto antioxidante en un modelo animal no ha sido
totalmente estudiado.

Objetivo: Evaluar el efecto de la suplementacion con cascara de granada
(Punica granatum L.) sobre la capacidad antioxidante en ratas con obesidad
inducida por la dieta.

Metodologia: El presente proyecto se derivd de un macroproyecto realizado
anteriormente, para el cual fueron utilizadas quince ratas Wistar macho
distribuidas aleatoriamente en tres grupos: dieta control (CTL) (3.35 kcal/g);
dieta de cafeteria (CAF) (3.72 kcal/g); y dieta de cafeteria suplementada con
cascara de granada (200 mg/kg de peso corporal) (CAF+G) (3.72 kcal/g). El
peso corporal se registro una vez por semana y la ingesta dietética tres veces
por semana durante quince semanas, se obtuvieron los niveles de glucosa
sanguinea en ayunas. Las ratas se sacrificaron, se recolectd sangre para
obtener muestras de suero y se extrajo el tejido adiposo. Posteriormente, las
variables de peso, glucosa, ingesta dietética y tejido adiposo fueron
registradas en una base de datos. Durante la realizacion de este proyecto
dichas variables se analizaron estadisticamente. Ademas, se obtuvo la
capacidad antioxidante total en suero por medio del Ensayo del Potencial
Reductor Férrico Antioxidante (FRAP) y del Ensayo de decoloracion del 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Los resultados de todas las variables
estudiadas se analizaron por medio del programa estadistico SPSS v.25.

Resultados: Se encontré una diferencia significativa en la ganancia de peso
corporal total entre CTL (269.98 £ 6.71 g) y CAF (408.32 + 29.39 g) (p<0.01).
Ademas, se observo un aumento significativo en la ingesta dietética de CAF
respecto a CTL (p<0.05). De manera similar, los niveles de glucosa en sangre
fueron significativamente mas altos en CAF (109.40 + 5.20 mg/dL) en
comparacion con CTL (78.20 + 5.53 mg/dL) (p<0.01). Respecto a la respuesta
antioxidante total en suero por el método de DPPH, se encontré6 una
disminucidn significativa en CAF (24.05 £ 1.69 mmol ET/mL) en comparacién
con CTL (43.93 £ 4.54 mmol ET/mL) (p<0.05). Interesantemente, se encontro
un aumento significativo en CAF+G (39.39 + 1.96 mmol ET/mL) comparado
con CAF (p<0.05).

Conclusién: La dieta de cafeteria induce obesidad, ocasionando un aumento
significativo del peso corporal y de los niveles de glucosa sérica en el grupo
CAF. Ademas, la suplementacidon con cascara de granada aumenta la
capacidad antioxidante total en suero de ratas con obesidad inducida por la
dieta.



ABSTRACT

Introduction: Obesity is a chronic disease associated with oxidative stress
(OS). Fruit by-products are a source of bioactive compounds with antioxidant
properties that play a regulatory role in obesity. However, the effect of
pomegranate peel supplementation and its antioxidant effect in an animal
model has not been fully studied.

Objective: To evaluate the effect of pomegranate (Punica granatum L.) peel
supplementation on the antioxidant capacity in rats with diet-induced obesity.

Methodology: This project was derived from a macro project carried out
previously, for which fifteen male Wistar rats were randomly distributed into
three groups: control diet (CTL) (3.35 kcal/g); cafeteria diet (CAF) (3.72 kcal/g);
and cafeteria diet supplemented with pomegranate peel (200 mg/kg body
weight) (CAF+G) (3.72 kcal/g). Body weight was recorded once a week and
dietary intake three times a week for fifteen weeks, fasting blood glucose levels
were obtained. The rats were sacrificed, blood was collected for serum
samples, and adipose tissue was removed. Subsequently, the variables of
weight, glucose, dietary intake, and adipose tissue were registered in a
database. During the realization of this project these variables were statistically
analyzed. In addition, serum total antioxidant capacity was analyzed by the
Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) assay and the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) assay. The results of all the variables studied were
analyzed using the statistical program SPSS v.25.

Results: Significant difference in total body weight gain between CTL (269.98
+ 6.71 g) and CAF (408.32 + 29.39 g) was found (p<0.01). In addition, a
significant increase in dietary intake of CAF compared to CTL was observed
(p<0.05). Similarly, blood glucose levels were significantly higher in CAF
(109.40 + 5.20 mg/dL) compared to CTL (78.20 + 5.53 mg/dL) (p<0.01).
Regarding the total antioxidant capacity in serum by the DPPH method, a
significant decrease was found in CAF (24.05 £ 1.69 mmol ET/mL) compared
to CTL (43.93 = 4.54 mmol ET/mL) (p<0.05). Interestingly, a significant
increase in CAF+G (39.39 + 1.96 mmol ET/mL) compared to CAF was found
(p< 0.05).

Conclusion: The cafeteria diet induces obesity causing significant increase in
body weight as well as serum glucose levels in the CAF group. Finally,
pomegranate peel supplementation increases the total antioxidant capacity in
serum on diet-induced obesity rats.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El consumo de alimentos ultraprocesados, hipercaldricos, con alto
contenido de azucares, grasas y sodio ha ido en aumento en paises
industrializados, desplazando a patrones de alimentacidn mas nutritivos.
Ademas, la inactividad fisica es cada vez mas frecuente en la poblacion,
debido a la urbanizacion y a un estilo de vida que promueve el sedentarismo
(Marti, 2019).

La falta de equilibrio entre la ingesta y el gasto energéticos es uno de los
factores que ha contribuido en gran medida a la epidemia actual de obesidad,
la cual se encuentra presente mayormente en la poblacion occidental, cuyos
habitos alimenticios estan caracterizados por un alto consumo de alimentos
procesados de forma industrial, comida rapida y bebidas azucaradas. Este tipo
de alimentos no estan elaborados para satisfacer las necesidades
nutrimentales de la poblacion, y pueden generar adiccion a su consumo a
través del uso de aditivos que inhiben los mecanismos de hambre-saciedad,
provocando una ingesta excesiva que conlleva a un aumento de peso,
ocasionando obesidad (Kendel et al., 2020; Marti et al, 2021).

La obesidad es definida como una acumulacién excesiva o anormal de
grasa en el cuerpo y que es perjudicial para la salud (OMS, 2016). Se trata de
una enfermedad multifactorial, ya que tiene influencia genética, nutricional,

fisiologica, sociocultural y ambiental (WHO, 2021).

El numero de individuos que tienen sobrepeso u obesidad a nivel mundial
es alarmante, ya que en el afo 2016 alrededor de 650 millones padecian
obesidad y alrededor de 1900 millones de adultos de 18 o mas afos tenian
sobrepeso (OMS, 2016). Esto ha generado efectos negativos en la esperanza
y en la calidad de vida de la poblacion; ademas, esta enfermedad genera altos
costos de salud a nivel mundial (Tremmel et al., 2017), pues afecta a la
mayoria de los sistemas corporales, entre los que se incluyen al sistema,
gastrointestinal, endocrino, cardiovascular, pulmonar y musculoesquelético, lo
que induce comorbilidades como diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), cancer,
dislipidemia, enfermedad renal, apnea obstructiva del suefo, esteatohepatitis



y cardiopatias (Costa et al., 2019; Lawrence y Baker, 2019; Roh et al., 2020).
Ademas, esta enfermedad promueve un estado de estrés oxidativo (EO)
cronico a nivel sistémico, siendo un mecanismo importante subyacente a las

comorbilidades relacionadas con la obesidad (Nocella et al., 2019).

La falta de equilibrio entre las especies reactivas de oxigeno (ERO), los
radicales libres (RL) tisulares y los antioxidantes da lugar a EO (Carvajal,
2019). La obesidad se asocia a estas alteraciones, una de las causas es la
insuficiencia en la defensa antioxidante provocada por una ingesta limitada en
antioxidantes y fitoquimicos dietéticos que poseen capacidad antioxidante,
pues se ha comprobado que las personas con obesidad consumen en menor
cantidad alimentos que son fuente importante de fitoquimicos, como los
vegetales y las frutas, en comparacion con personas que no padecen esta
enfermedad (Marseglia et al., 2014; Saha et al., 2017; Vincent et al., 2007).
Ademas, ocurren diversas alteraciones a nivel sistémico, provocadas por la
obesidad, lo que aumenta la produccion de ERO y RL, generando EO (Nocella
et al., 2019).

La obesidad junto con las comorbilidades que la acompafian, son
prevenibles. Algunas de las estrategias centradas en su tratamiento incluyen
el uso de farmacos, suplementos alimenticios, la cirugia bariatrica y la
modificacion de habitos y de estilo de vida. Al respecto, multiple evidencia ha
demostrado que los patrones de alimentacién basados en plantas y/o una
ingesta elevada de alimentos de origen vegetal son una estrategia eficaz que
promueven resultados benéficos para la salud a largo plazo (Vincent et al.,
2007).

Por otro lado, los diferentes tejidos de algunas frutas han generado interés
cientifico por sus beneficios sobre la capacidad antioxidante, siendo una
alternativa para la prevencion y tratamiento de la obesidad y el EO (Ahmed et
al., 2021; Mayasankaravalli et al., 2020; Vuolo et al., 2020).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Obesidad

2.1.1 Trascendencia y definicion

La obesidad es considerada una patologia multifactorial compleja, asi
como una enfermedad inflamatoria cronica de bajo grado que se caracteriza
por un almacenamiento excesivo o por una distribucién anormal de tejido
adiposo (TA) en el organismo (Flores et al., 2010). Usualmente, se relaciona
con una serie de alteraciones a nivel metabdlico, las cuales predisponen al
desarrollo y progresion de otras enfermedades cronicas degenerativas o
inflamatorias que comprometen y deterioran paulatinamente el estado de
salud de quienes las padecen (Garcia et al., 2008). Ademas, es una
enfermedad que se presenta tanto en paises subdesarrollados como
desarrollados, en todos los grupos de edad, etnias y clases sociales (De
Lorenzo et al., 2019; NOM-008-SSA3-2017, 2018; OMS, 2016).

Actualmente se utiliza una variedad de términos para la clasificacion y
caracterizacion de esta patologia; sin embargo, no existe un consenso claro
en la terminologia. Por lo tanto, la clasificacion principal de obesidad,
sobrepeso y normopeso es dada por el indice de Masa Corporal (IMC, kg/m?),
que indica la relacion existente entre el peso corporal (PC) y la talla del
individuo (Tabla 1) (Mayoral et al., 2020). Sin embargo, el IMC no es una
medida directa de la adiposidad y no proporciona ninguna referencia a la salud
o el bienestar de las personas. Por lo tanto, diversos autores han propuesto
que este parametro podria ser reemplazado si se evalua la composicion
corporal del individuo, de manera especifica, la distribucion y la cantidad de
grasa corporal. La importancia radica en que la distribucion y localizaciéon del
TA puede aumentar la morbilidad, tal es el caso del exceso de tejido adiposo
visceral, el cual esta relacionado mayormente con la aparicion de alteraciones
a nivel metabdlico y con complicaciones relacionadas a la obesidad
(Caballero, 2019; Garvey y Mechanick, 2020; Mayoral et al., 2020).
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Tabla 1. Categorizacién del peso corporal (PC) de acuerdo al indice de masa
corporal (IMC) (kg/m?) (OMS, 2016).

IMC (kg/m?) Categoria

18.5-24.9 Normopeso

25-29.9 Sobrepeso
30-34.9 Obesidad grado |
35-39.9 Obesidad grado |l
>40 Obesidad grado Il

La obesidad ha adquirido proporciones tales que es considerada una
epidemia, pues segun estimaciones realizadas en el afo 2017, mas de 4
millones de personas fallecen anualmente debido a causas que se relacionan
con esta enfermedad (PAHO, s.f). Ademas, |la obesidad esta asociada con un
incremento importante de la morbimortalidad y con una disminucion entre 5y

10 afios, en la esperanza de vida de la poblacion (Fruh, 2017).

Entre 1975 y 2016, el numero de personas que padecen sobrepeso y
obesidad se ha triplicado. En 2016, alrededor de 1900 millones de adultos
tenian sobrepeso y mas de 650 millones padecian obesidad; esto es, el 13%
de la poblacion adulta a nivel mundial (15% mujeres y 11% hombres) tenian
obesidad (OMS, 2016). Por otro lado, la region de las Américas es la que tiene
la mayor prevalencia de todas las regiones que conforman la OMS, ya que un
62.5% de los adultos de esta region presentan sobrepeso u obesidad (61%
mujeres y 64% hombres). Esta proporcién, analizando unicamente la
obesidad, afecta en un 28% a la poblacion en edad adulta (31% mujeres y
26% hombres) (PAHO, s.f.).

En México, debido a la trascendencia y magnitud que representa esta
patologia, se considera un problema de salud publica (NOM-008-SSA3-2017,
2018), pues de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT, 2018), 39% de los adultos padece sobrepeso y el 36% padece
obesidad, mientras que el 22% de los nifios que se encuentran en un rango
de edad de 0 a 4 anos tienen riesgo de padecer sobrepeso y el 35% de los

nifios en el rango de edad de 5y 11 afios ya padecen dicha condicion.
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La obesidad y sus comorbilidades asociadas han impactado negativamente
en la esperanza y en la calidad de vida de los individuos, ademas de que ha
generado altos costos de salud a nivel mundial (Tremmel et al., 2017). Asi
mismo, incrementa el riesgo de mortalidad prematura, representando la sexta
causa de muerte a nivel mundial (Costa et al., 2019; Lawrence y Baker, 2019;
Roh et al., 2020).

2.1.2 Etiologia

Existen diversos factores que pueden predisponer al desarrollo de la
obesidad, por lo tanto su etiologia es considerada compleja y multicausal. Por
ejemplo, los factores ambientales y sociales, como el incremento de los
supermercados, la influencia adversa de la globalizacion, la rapida
urbanizacién no planificada, el sedentarismo, la posicion social y la economia,
desarrollan lentamente factores de riesgo conductuales en los seres
humanos. A su vez, los factores de riesgo conductuales individuales, como los
habitos poco saludables, la inactividad fisica y la alimentacién inadecuada,
conducen a riesgos fisiologicos, y la obesidad es una de las consecuencias.
Ademas, se deben considerar los factores secundarios que también
predisponen al desarrollo de esta patologia, como enfermedades genéticas,
hipotalamicas, iatrogénicas o endocrinas (Figura 1) (Chatterjee et al., 2020;
De Lorenzo et al., 2019; Konstantinidi y Koutelidakis, 2019; Safaei et al.,
2021).

Politicas de
alimentacién
y produccién

Finanzasy Cognicién y Genéticay Cultura laboral
financiacién adiccién epigenética |y empresarial

Suefio, estrés

einmunidad BRLGECECE  Nutricion

Ejercicioy Planificacién
Atencién nivel de ] comunitariay

milE actividad ~ Metabolisme. [ohiio de vida

Sistema
educativo y

% Factores individuales
paternidad

Factores ambientales

Figura 1. Etiologia de la obesidad (EASO, 2019).
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Aunque los factores secundarios, como la predisposicion genética, pueden
aumentar la susceptibilidad a padecer obesidad, no explican las elevadas
tasas de incidencia de esta enfermedad en las ultimas décadas. Sin embargo,
la alteracién en los patrones de actividad fisica y alimentacién de la poblacion
son el foco para explicar esta tendencia adversa (Congdon, 2019).

Actualmente, los niveles de actividad fisica han disminuido y los
comportamientos sedentarios han aumentado en todo el mundo. Por otro lado,
los cambios en los habitos de alimentacion, asi como la “transicion nutricional”,
caracterizada por un consumo elevado de alimentos ultraprocesados, altos en
calorias, con elevado contenido de azucar, grasa y sodio que desplazan a
patrones de alimentacion mas nutritivos, han prevalecido y aumentado en
paises industrializados (Marti et al., 2021; Ng y Popkin, 2012). Esta falta de
equilibrio entre el consumo y el gasto energéticos es el principal factor que ha
contribuido a la epidemia actual de obesidad, la cual se encuentra presente,
mayormente, en la poblacién occidental, cuyos patrones y habitos alimenticios
se componen de un consumo deficiente de alimentos saludables como frutas
y vegetales, asi como de un alto consumo de alimentos procesados de forma
industrial, bebidas altas en azucar y comida rapida (Fruh, 2017; Kendel et al.,
2020; Marti, 2019).

2.1.3 Fisiopatologia

De manera general, un balance energético positivo que se mantiene por un
periodo largo de tiempo, puede ocasionar un almacenamiento excesivo y
anormal de TA que eventualmente dara lugar a obesidad (Marti, 2019). La
regulacion de la ingesta y la homeostasis energética constituye un proceso
altamente complejo cuyo funcionamiento depende de la interaccién entre los
sistemas digestivo, nervioso y endocrino, asi como del TA (Farhadipour y
Depoortere, 2021; Gjermeni et al., 2021).

Una adecuada funcion celular requiere de la regulacion organica de la
ingesta energética, la cual constituye un proceso indispensable que hace
posible que el equilibrio entre la cantidad de energia que se acumula como
grasa corporal y el catabolismo de esta se mantenga (Gonzalez y Schmidt,
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2012). La coordinacion entre diferentes sistemas hace que el mantenimiento
de este equilibrio, a pesar de ser un proceso complejo, sea posible (Basain et
al., 2017). Este proceso de regulacién es controlado por el hipotalamo a nivel
del sistema nervioso central (SNC), lugar donde se recibe informacién neural
y quimica de forma constante respecto al estado energético corporal
(Gonzalez y Schmidt, 2012). Dichas sehales provienen desde diferentes
organos periféricos, y el SNC es el encargado de integrar la informacion para
generar respuestas apropiadas que mantienen la homeostasis; ademas, es
necesaria la participacion de numerosos péptidos que son sintetizados en
distintos tejidos y que poseen acciones sinérgicas o antagonicas y que
interactuan entre si y entre distintas sefiales neurales que envian la
informacion hacia diferentes nucleos, los cuales a su vez emitiran una
respuesta que dara inicio o fin a la ingesta y por lo tanto, inhibiran o
aumentaran el gasto energético. Cuando existe un desequilibrio en este
proceso se puede dar lugar a la aparicién de enfermedades cronicas como la
obesidad (Bauer et al., 2016; Hussain y Bloom, 2013).

Por otro lado, uno de los érganos endocrinos mas grandes del organismo,
el TA, también es encargado del mantenimiento de la homeostasis energética,
ya que se trata de un tejido activo para multiples reacciones a nivel celular, por
lo que su funcion no se limita Unicamente a la de ser un reservorio de energia.
La diversidad funcional de este tejido se basa en que se compone de
diferentes tipos de células (Frigolet y Gutiérrez, 2020), ya que
aproximadamente solo una tercera parte de las células que conforman al TA
son adipocitos, mientras que las demas células estan conformadas por
fibroblastos, macréfagos, células estromales, células endoteliales, células
inmunitarias y preadipocitos; todas estas células sintetizan y liberan de forma
coordinada numerosas citocinas, quimiocinas, hormonas, proteinas de la
matriz extracelular y factores vasoactivos y de crecimiento, que se denominan
en conjunto como adipoquinas, las cuales influyen en una variedad de
procesos fisiologicos y fisiopatoldgicos (Gadde et al., 2018; Gjermeni et al.,
2021). Cuando subsiste un estado de obesidad, el almacenamiento excesivo
de grasa visceral ocasiona que el TA sea disfuncional, promoviendo un

ambiente proinflamatorio, hiperlipidémico y resistente a la insulina, o que
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contribuye en gran medida al desarrollo de comorbilidades relacionadas con
la obesidad. Los principales mecanismos involucrados en la disfuncion del TA
incluyen hipertrofia e hiperplasia de adipocitos (Chait y den Hartigh, 2020;
Landecho et al., 2019; Rui, 2013).

La hipertrofia del TA, es decir, el aumento en el volumen de los adipocitos
como consecuencia de un balance energético positivo, esta asociada con una
funcién mitocondrial deteriorada y con cambios en las proteinas que se
encuentran en las membranas de las células, asi como un incremento en la
apoptosis celular e inflamacion. Por otro lado, la hiperplasia, es decir, el
incremento en la cantidad de adipocitos mediante la formacién de nuevas
células, contribuye a una expansidén patolégica del TA, asociada con una
mayor infiltracion de neutrodfilos, macréfagos activados, células espumosas,
células proinflamatorias Th1 y Th17, CD4, células B, mastocitos y células
dendriticas (Gjermeni et al., 2021; Landecho et al., 2019; Longo et al., 2019).

Durante el curso de la obesidad, los macréfagos son atraidos hacia el TA,
donde liberan citocinas proinflamatorias, que desencadenan, entre otras
reacciones, inflamacion, aumento del EO y disfuncion mitocondrial (Heinonen
et al., 2020). Ademas, el exceso de nutrientes en la dieta conduce a una
sobrecarga de las mitocondrias con acidos grasos libres (AGL) y glucosa, lo
que afecta multiples funciones mitocondriales, como la 3-oxidacion, la cadena
de transporte de electrones, la lipdlisis, la lipogénesis y la glucdlisis,
comprometiendo el estado energético de todo el organismo (Sergi et al., 2019).
Por ejemplo, la B-oxidacidén se reduce, aumentando la cantidad de ERO, las
cuales tienen el potencial de deteriorar las estructuras celulares, reforzando el
dafio a las mitocondrias y a los adipocitos, al inducirles autofagia y apoptosis;
como consecuencia se altera la remodelaciéon de la matriz extracelular y
disminuye el numero de mitocondrias, o que exacerba la acumulacion de
lipidos, promoviendo que las células adiposas se hipertrofien, fomentando con
esto la fibrosis en el TA (Jankovic et al., 2015). Al mismo tiempo, el cambio
morfoldgico en el TA conlleva a patrones especificos de adipoquinas, cuya
sintesis depende del tamano y distribucion del TA, y que estan intimamente
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relacionados con los efectos metabdlicos de la obesidad (De Lorenzo et al.,
2019; Farhadipour y Depoortere, 2021; Gjermeni et al., 2021).

En condiciones normales, las adipoquinas contribuyen al mantenimiento de
la homeostasis metabdlica, ya que son mediadores importantes de varios
procesos metabolicos, como la oxidacion de acidos grasos (AG), la lipogénesis
de novo, la gluconeogénesis, la captacion de glucosa, la sefializacién de
insulina y el gasto de energia en tejidos activos metabdlicamente, como el
musculo esquelético, el higado y el cerebro (Bauer et al., 2016; Chait y den
Hartigh, 2020; Farooqi y O'Rahilly, 2014). Tal es el caso de la adiponectina, la
cual se encarga de inhibir la produccion de glucosa en el higado y de reducir
la inflamacidén en diversos tejidos corporales y su expresion; ademas, sus
niveles circulantes son inversamente proporcionales a los niveles de
adiposidad (Fang y Judd, 2018; Wasim et al., 2016). Por otro lado, la leptina
actua sobre los centros hipotalamicos que regulan la saciedad, ya que limita
el consumo de alimentos y promueve la lipdlisis, mientras que los valores
circulantes de esta hormona estan correlacionados de manera positiva con la
adiposidad (Farooqi y O'Rahilly, 2014; Friedman, 2016). Otro ejemplo es el
factor de crecimiento fibroblastico 21 (FGF21) que participa en la regulaciéon
de la homeostasis de lipidos, glucosa y energia (Chait y den Hartigh, 2020).
La obesidad altera la funcion endocrina, ocasionando que los niveles de
leptina aumenten debido a su incapacidad para ejercer sus efectos
anorexigénicos en individuos con obesidad, los cuales se vuelven resistentes
a la accién de esta hormona; mientras que los niveles de adiponectina
disminuyen; esto finalmente conduce a una ingesta adicional de calorias que
promueve mayor ganancia de peso, asi como a mantener un estado cronico

de inflamacion (Izquierdo et al., 2019; Landecho et al., 2019).

El desarrollo de inflamacién crénica de bajo grado, asi como el cambio
fenotipico en el TA también se caracterizan por niveles elevados de AGL
circulantes, activacién e infiltracion de células inmunes en sitios de
inflamacion, factores proinflamatorios como interleucina (IL) 1B, IL-6, proteina
quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF)

a (Fruh, 2017; Hursting y Dunlap, 2012). Ademas, la obesidad se encuentra
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relacionada con dislipidemia aterogénica, la cual es un perfil especifico de
dislipidemia que involucra la participacion de particulas pequefas y densas de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), asi como niveles mas bajos de
particulas de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y niveles elevados de
triglicéridos. La combinacion de este estado cronico de inflamacion de bajo
grado y la dislipidemia aterogénica inducen disfuncion vascular, formacion de
aterosclerosis y alteracién de la fibrindlisis, dando lugar a la aparicion de
patologias cronico-degenerativas relacionadas con la obesidad (Blokhin vy
Lentz, 2013; Stadler y Marsche, 2020; Zhang et al., 2019).

2.1.4 Obesidad y estrés oxidativo

Las ERO son un subproducto del metabolismo y poseen un papel
fundamental en el desarrollo de la obesidad y sus complicaciones asociadas
(Zielinska et al., 2019). El exceso de ERO y el consiguiente estado de EO
resultante, son importantes en la fisiopatologia de la obesidad, debido a que
alteran factores encargados de regular la actividad mitocondrial, modificando
la concentracion de diversos mediadores de inflamacion que se asocian a la
hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos, o que conlleva al aumento de la
lipogénesis, estimulando la maduracién de los preadipocitos a adipocitos y
sobretodo, tienen un papel importante en la regulacion del equilibrio energético
en las neuronas hipotalamicas que controlan el apetito (Pérez et al., 2021;
Savini et al., 2013).

Las ERO participan en la transduccion de sefiales y en la regulacion de la
diferenciacion de adipocitos en tejido adiposo blanco (TAB), tejido adiposo
beige y tejido adiposo marron (TAM). Este proceso requiere la participacion
conjunta de factores de transcripcion (FT), hormonas, proteinas del ciclo
celular y moléculas pequeinas. Algunas de estas vias son reguladas por el
receptor y activado por el proliferador de peroxisomas (PPARYy), los receptores
tirosina quinasas, la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), el
coactivador 1a de PPARy (PGC-1a) y la proteina 3 potenciadora de unién a
CCAAT (C/EBPB), que son altamente sensibles a la regulacién redox (Liu et
al., 2012).

18



La nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH), asi como la NADPH
oxidasa (NOX), presentes en los preadipocitos, generan una cantidad
importante de ERO (Castro et al., 2016). El receptor activado del factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF) es una tirosina quinasa encargada de
controlar diferentes vias de sefializacion posteriores, entre las que se incluyen
la via de la proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK) y la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), las cuales son sensibles a la accién de las
ERO (Hakuno y Takahashi, 2018). Las ERO también controlan la activacion
de MAPK, que regula el crecimiento celular y su diferenciacion a través de la
modificacion de las proteinas de sefalizacion, asi como la inactivacion de las
fosfatasas de MAPK a través de la oxidacion (Son et al., 2013). PPARYy es una
molécula que aumenta su expresion en condiciones de EO y es considerada
un regulador fundamental de la adipogénesis, ya que ejerce un rol en la
proliferacion y diferenciacién de preadipocitos durante el desarrollo del TA o
durante la respuesta adaptativa de este tejido a la alimentacion rica en grasas
(Pérez et al., 2021). Otra molécula de sefalizacion que muestra sensibilidad
al EO y que esta relacionada con la creacidn de nuevos adipocitos es C/EBP,
en donde las ERO inducen la formacién de enlaces disulfuro, y la posterior
dimerizacion en la molécula, lo que aumenta su actividad (Kim et al., 2007).
Ademas, el EO esta asociado con una elevacion de la expresion de PGC-1q,
molécula que también contribuye a la adipogénesis (Jankovic et al., 2015).

ElI TAB y el TAM poseen la capacidad de expresar todos los componentes
del sistema renina-angiotensina, el cual esta involucrado en la obesidad y la
RI. Durante el proceso de diferenciacion, la angiotensina Il (Angll) es
secretada por los preadipocitos (Pérez et al., 2021). Esta hormona posee una
gran capacidad vasoconstrictora, participa en diversas funciones celulares y
esta involucrada en el desarrollo de diferentes enfermedades, incluida la
obesidad, la Rl y la enfermedad cardiovascular (Wu et al., 2018). Ademas, la
Angll posee un rol fundamental en el crecimiento y la diferenciacion de las
células adiposas, ya que tiene el potencial de estimular de manera directa la
liberacion de leptina desde estas células. Angll también estimula que la
prostaglandina |2 sea sintetizada en las células adiposas, que posteriormente

inducira la diferenciaciéon del TA, elevando el contenido de triglicéridos
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presente en este (Sharma, 2004). Por otro lado, la Angll es uno de los
estimulos mas potentes para inducir la actividad de la NOX, una enzima
asociada a la membrana celular, que transporta electrones desde el citosol
para producir ERO, como el anidn superoxido (O2-), el cual se puede convertir
posteriormente en H2O2 por la acciéon de la superdxido dismutasa (SOD)
(Castro et al., 2016). La diferenciacion y el crecimiento celular, el metabolismo,
la defensa del huésped, la apoptosis y otras funciones en las células, estan
mediados por la accion de las proteinas NOX. Existen distintas isoformas de
NOX en las células de los mamiferos, como NOX1 a NOX5 y Duox1 y 2.
Algunos estudios han encontrado expresion aumentada de NOX2 (en
macrofagos), asi como de NOX4 (en adipocitos) en modelos animales con
obesidad genética o inducida por la dieta (Pérez et al., 2021; Vilchis et al.,
2020).

Por otro lado, cuando existe un exceso de nutrientes en las células, una
serie de alteraciones ocurren en sus mitocondrias, ya sea alterando su
numero, su dinamica o su morfologia. Ademas, se producen anomalias en la
biogénesis celular, se generan ERO y ocurre apoptosis (Serra et al., 2013).
Las mitocondrias son las estructuras fundamentales para la produccion de
adenosin trifosfato (ATP) en las células, por lo que si los niveles de glucosa
estan elevados, se induce a un aumento en la produccion de ERO, las cuales
modifican las enzimas presentes en las mitocondrias, o que promueve
cambios en la forma en que se consumen y se depositan los nutrientes en las
células, conduciendo al desarrollo de trastornos metabdlicos. Estos cambios,
a su vez, se acompanan de otras alteraciones en la via de sefializacion de la
insulina, la cual regula la acumulacién de lipidos y AGL. Por lo tanto, la
disfuncion en las mitocondrias se asocia con una alteracion en vias como la
adipogénesis, la esterificacion de AG, la lipdlisis y la produccion de
adiponectina (Bhatti ef al., 2017; Pérez et al., 2021). En un estado de obesidad
que induce a la formacion de ERO y EO, las mitocondrias son disfuncionales,
es asi que la generacion de energia esta disminuida debido a la baja oxidacion
de AG (Serra et al., 2013), el metabolismo de los lipidos y la glucosa se altera,
y se eleva la tasa de apoptosis celular (Bournat y Brown, 2010; Pintus et al.,

2012). Ademas, se induce una mayor produccién de particulas de lipidos como
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resultado de la activacion en la via de la biosintesis de AG, que ocurre por
medio de cambios a nivel transcripcional, asi como por la reprogramacién de
la glucdlisis debido a las anomalias mitocondriales y a la disminucién del ADN
de las mitocondrias (Lee et al., 2013).

Asimismo, la alteracion en la funcion mitocondrial, derivada de la obesidad
y el EO asociado, contribuye al desarrollo y mantenimiento del estado de
inflamacion crénica de bajo grado que caracteriza a esta enfermedad
(Hernandez et al., 2013), y conduce a respuestas alteradas a las variaciones
en los niveles de glucosa que llegan a las neuronas hipotalamicas, encargadas
de regular la homeostasis energética (Cunarro et al., 2018). Las mitocondrias
que estan danadas son destruidas a través de la mitofagia y son reemplazadas
a través de un proceso que también esta relacionado con la produccion de
ERO (Bouchez y Devin, 2019; Palikaras et al., 2018).

Por otro lado, cuando ocurre un incremento en el numero y tamafio de las
células adiposas, como en la obesidad, los leucocitos fagociticos, en donde se
incluyen a los monocitos, los macrofagos, los neutréfilos y los eosindfilos,
invaden los tejidos, especialmente el TA, produciendo diferentes agentes
oxidantes. Las ERO pueden inducir un mecanismo de inflamacién activando
al factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras k de las células B (NF-kf3)
y aumentando la transcripcion de genes que producen citocinas, lo que
incrementa todavia mas la respuesta inflamatoria (Pérez et al., 2021).

Cabe destacar que en condiciones normales, las ERO funcionan como
moléculas de senalizacion en el SNC, participan regulando el metabolismo y
la ingesta energética al actuar sobre el hipotalamo, el cual es rico en ERO
mitocondriales. En este lugar, se encargan de regular neuronas de
proopiomelanocortina (POMC), asi como neuronas de neuropéptido Y y
proteinas relacionadas con agouti (NPY/AgRP) (Drougard et al., 2015; Timper
y Bruning, 2017). Debido a que el principal sustrato del metabolismo en las
neuronas POMC es la glucosa, cuando estas células se activan, la ingesta de
alimentos disminuye y aumenta el gasto energético; mientras que los
principales sustratos energéticos de las neuronas NPY/AgRP son los acidos

grasos Yy, cuando estas estructuras son activadas, el consumo de alimentos

21



incrementa y disminuye el gasto de energia (Toda et al., 2017). Por lo tanto,
el metabolismo de los lipidos y la glucosa, asi como la leptina y la insulina
presentes en las neuronas NPY/AgRP y POMC generan ERO cuando un
estado de energia positivo esta presente, o que ocurre a través de la entrada
de Ca?' y por la actividad de las mitocondrias. Por otro lado, las neuronas
NPY/AgRP se activan en un estado de energia negativa, dando como
resultado una disminucion del nivel de ERO. De esta forma, la produccion de
O2 se equilibra para mantener la homeostasis y conservar una funcion celular

adecuada (Gyengesi et al., 2012).

El equilibrio energético depende también de la actividad del sistema
nervioso simpatico (SNS). Debido a que el cerebro necesita un alto consumo
de oxigeno para mantener sus funciones viables y debido a que es rico en
lipidos, es muy vulnerable al EO, por lo que el dafio ocasionado por este tiene
el potencial de afectar las funciones del SNC (Pérez et al., 2021). Tal es el
caso de la sobreactivacién del SNS, la cual se asocia con una sobreproduccion
de ERO. Por ejemplo, el consumo de medicamentos que poseen efectos
antagonicos a los del SNS aumenta la ingesta de alimentos, disminuye la tasa
metabodlica en reposo y la respuesta termogénica; mientras que los
medicamentos simpaticomiméticos tienen efectos completamente contrarios.
Por lo tanto, la sobreexcitacion del SNS y la disminucién en su capacidad de
respuesta, como consecuencia de una sobreproduccion de EO, favorecen a la
obesidad (Drougard et al., 2014; Janig, 2014; Pérez et al., 2017).

Ademas de los factores anteriormente mencionados, que contribuyen a
mantener un estado cronico de EO en individuos con obesidad, también se ha
observado que durante el curso de esta patologia existe un decremento en la
actividad de las enzimas antioxidantes, lo que empeora aun mas esta
condicion (Hernandez et al., 2019; Morelli et al., 2018). Por ejemplo, existen
hallazgos que sugieren que la actividad de SOD aumenta al inicio de la
obesidad, con la finalidad de combatir la sobreproducciéon de ERO. Sin
embargo, cuando la obesidad es cronica, tanto la actividad como la expresion
de las isoformas de SOD se ven disminuidas (Halliwell, 2012; Maciejczyk et

al., 2018; Liu et al., 2013). Ademas, la enzima antioxidante catalasa (CAT), ha
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mostrado una disminucién en su actividad en modelos animales con obesidad
y DMT2 cuando se les alimenta con una dieta alta en grasa (HFD) (Mahmoud
et al., 2012). Por ultimo, la expresion y actividad de las enzimas de respuesta
antioxidante CAT, SOD vy glutation peroxidasa (GPX) han mostrado una
disminucién significativa en el TAB de ratones KKAy obesos (Furukawa et al.,
2004).

2.1.5 Estudio de la obesidad en modelos animales

Los modelos animales, principalmente roedores, son de utilidad para el
entendimiento de los procesos relacionados con el desarrollo de la obesidad.
Estos modelos han sido extremadamente utiles en el estudio de esta
patologia, ya que el aumento de peso puede inducirse facilmente, ya sea a
través de la modificacion genética o por el consumo de una dieta hipercal6rica
(Bastias et al., 2020).

La obesidad puede evaluarse en roedores de la misma manera que en
humanos, utilizando criterios basados en el aumento de peso y el aumento del
contenido de grasa corporal (Suleiman et al., 2019). En la mayoria de los
trabajos experimentales que se realizan en modelos animales, como los
roedores, el grado o nivel de obesidad que se induce a través de la dieta es
evaluado cuando se compara el PC del grupo control con el del grupo
experimental (Bastias ef al., 2020).

De manera tradicional, las dietas preferidas para inducir la obesidad y sus
comorbilidades asociadas en roedores, son altas en energia y su composicion
de macronutrientes varia (Tabla 2), como las HFD y las dietas altas en azucar
(HSD) o la combinacién de ambas (Boqué et al., 2009; Hariri y Thibault, 2010;
Kleinert et al., 2018). Este tipo de dietas tienen la ventaja de que pueden
inducir trastornos metabdlicos similares a los de los humanos, como DMT2,
obesidad, sindrome metabdlico y RI; ademas, es mas sencillo controlar el
consumo de nutrientes y energia que recibe el animal (Gual et al., 2019;
Lalanza y Snoeren, 2021). Sin embargo, la principal desventaja de estas dietas
es que no imitan el comportamiento humano real frente a la comida, pues los

humanos no consumen el mismo tipo y cantidad de alimentos ultraprocesados,
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en cambio, suelen consumir alimentos que son poco saludables debido a su
textura, sabor y variedad (McCrickerd y Forde, 2016). Por otro lado, las
HFD/HSD tienen un contenido de grasa superior al consumido por los
humanos, por lo que no replican adecuadamente la ingesta humana (Lalanza
y Snoeren, 2021).

Ademas de las HFD y las HSD, existen otras opciones dietéticas, como la
“dieta de cafeteria” (CAF). Este tipo de dieta se caracteriza porque el animal
puede seleccionar su propia comida, es agradable al gusto y es de facil acceso
(Mballa et al., 2021). La dieta CAF estd compuesta de alimentos
ultraprocesados que se encuentran en los supermercados, tienen una elevada
cantidad de grasa, sodio y azucar; los alimentos que la componen pretenden
imitar los patrones de alimentacion humana y pueden incluir galletas, muffins,
dulces, queso y salchichas. Por lo tanto, esta dieta imita el patron de consumo
humano y ofrece las propiedades orosensoriales, como el olor y la textura, asi
como la palatabilidad de los alimentos que promueven un consumo excesivo

(Lalanza y Snoeren, 2021).

Tabla 2. Composicion nutricional de distintas dietas para inducir obesidad en
comparacion con una dieta control (Boqué et al.,, 2009; Buyukdere et al., 2019;
Gomez et al., 2016; Gual et al., 2019).

Hidratos de Azucar

Dieta Lipidos Proteinas .
carbono simple
Control 13% 30% 57% 7%
Alta en azucar 19% 12% 69% 42%
Alta en grasa 60% 15% 25% 5%
Alta en azucar y grasa 45% 20% 35% 16%
Dieta de cafeteria 33% 10% 57% 49%

La dieta CAF no solo funciona para aumentar el PC e inducir obesidad,
sino que también causa sindrome metabdlico, DMT2, inflamacion del higado
y otras anormalidades metabdlicas (Buyukdere et al., 2019; Gomez et al,,
2016; Lalanza et al., 2014; Suarez et al., 2017). La Tabla 3 presenta los
resultados que diversos autores han obtenido cuando administraron una dieta

CAF a diferentes modelos animales.
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Tabla 3. Dieta de cafeteria y su efecto sobre parametros asociados a la obesidad
Autor Modelo Exposicion Resultados

intolerancia a la glucosa
1 adiposidad visceral

(Gomez et Ratas Sprague

al, 2016) Dawley macho |2 Semanas . Tinsulina
1 triglicéridos séricos
| HDL
1 adiposidad
hepati
(Lalanza Ratas Wistar .T pesp epa. 10 :
resistencia a la insulina
etal., macho y 8 semanas o
2014) hembra 1 glucosa plasmatica

1 triglicéridos
sindrome metabdlico

1 triglicéridos
| colesterol total
8 semanas | HDL
| LDL
T MCP-1

(Suarez et Ratas Sprague
al., 2017) Dawley hembra

1 ingesta
T PC
(Buyukder _ 1 grasa corporal total
Ratas Wistar 1 glucosa
eetal., 12 semanas . .
2019) macho 1 insulina
T HOMA-IR
1 leptina
1 colesterol

La dieta CAF ha demostrado que induce obesidad en modelos animales
como los roedores, por lo que son de utilidad para evaluar los mecanismos de
esta patologia y de sus comorbilidades asociadas, pues este tipo de dieta
refleja mas de cerca la condicion humana moderna de la obesidad; ademas
puede ser de utilidad para desarrollar nuevas intervenciones terapéuticas

(Lalanza y Snoeren, 2021; Sampey et al., 2011).

25



2.2 Estrés oxidativo

2.2.1 Estrés oxidativo y especies reactivas de oxigeno

Los organismos aerobios necesitan O, para obtener energia suficiente
para mantener sus funciones viables, por lo que poseen un sistema
bioenergético eficiente compuesto de numerosas vias metabdlicas (Baynes y
Dominiczak, 2011; McKee y McKee, 2009). Por ejemplo, las reacciones que
involucran procesos de oxidacion y/o reduccion, son fundamentales para que
las células se mantengan vivas, ya que la mayoria de la energia en estado
libre que los seres vivos necesitan proviene de estos procesos: durante la
fotosintesis la energia solar promueve que el CO2 se reduzca, ocasionando la
oxidacion del H2O y dando origen a hidratos de carbono y O2; mientras que
en el metabolismo aerobio, presente en eucariotas y algunos procariotas, la
energia libre producida es almacenada durante la oxidacion de componentes
organicos como los hidratos de carbono (Byrd, 2010; Corrales et al., 2012). Al
respecto, diversas formas de vida requieren sintetizar ATP a partir de
moléculas de glucosa para la produccion de energia y, de esta forma, poder
llevar a cabo sus funciones celulares, lo que sucede a través de diferentes
rutas metabodlicas como la glucdlisis, el ciclo de Krebs y la fosforilacion
oxidativa junto con la cadena de transporte de electrones. Todos estos
procesos derivan en la formacion de subproductos del metabolismo celular,
por la reduccion parcial o incompleta de O, resultando en la sintesis de
sustancias reactivas por la oxidacién que se generd durante el proceso
(Baynes y Dominiczak, 2011; McKee y McKee, 2009; Preiser, 2012; Tebay et
al., 2015). La reaccion de oxidacion se da cuando hay una pérdida de
electrones y se asocia con otro proceso encargado de la captacion de
electrones, denominado reduccién. De esta forma, cuando el O2 capta un
electron, da como resultado un radical superéxido (O2+-), que a su vez puede
formar peroxido de hidrégeno (H20:2) y radicales hidroxilo (HO¢), las moléculas
mas reactivas de todas, convirtiéndolas en oxidantes poderosos capaces de
reaccionar y dafiar a la mayoria de las estructuras celulares (Dorado y Revilla,
2000; Venereo, 2002). Una de las caracteristicas principales de estos

radicales es que tienden a causar reacciones en cadena, pues un radical
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genera otro radical y asi sucesivamente. Por lo tanto, estas moléculas generan
ERO, moléculas que contienen O2 en su estructura y que poseen diferente
reactividad quimica (Zorrilla et al., 2004). Los inductores de ERO en las células
son de dos tipos: de tipo exdgeno y de tipo enddégeno. Las primeras, se
producen durante la exposicion a la radiaciéon UV, contaminantes presentes
en el medio ambiente o al humo del tabaco; mientras que los segundos se

generan como subproductos de la actividad celular (Avello y Suwalsky, 2006).

Ya que la produccion de ERO a nivel celular no se puede evitar, se necesita
la presencia de sistemas antioxidantes que disminuyan y regulen la toxicidad
ocasionada por estas moléculas cuando son liberadas en exceso (Nufiez,
2011). De esta forma, el EO solamente sera producido cuando exista un
aumento en los niveles de ERO en combinacion con una actividad disminuida
de los mecanismos de respuesta antioxidantes. La cantidad de EO producido
dentro de una célula es proporcional a la cantidad de dafo ocasionado a su
estructura, lo que podria derivar en la destruccion de todos sus componentes,
haciendo que la célula sea inviable e incluso, puede ocasionar su muerte
(Carvajal, 2019).

Las ERO en concentraciones fisiolégicas normales modulan funciones
cruciales en las células, pues se necesitan para regular multiples vias de
sefalizacion celular (Ruiz et al., 2019), tienen un papel primordial en la
induccion de la respuesta mitogénica, en la defensa contra agentes
infecciosos y en la apoptosis celular (Carvajal, 2019). Un ejemplo es el H20o,
el cual participa como mensajero molecular, modificando a las proteinas de
sefalizacion a través de reacciones que involucran su oxidacién. Sin embargo,
si hay una sobreproduccion de ERO y una respuesta insuficiente de los
mecanismos antioxidantes, puede derivar en un desequilibrio en la célula,
generando EO, el cual produce dafo celular y tisular (Preiser, 2012). Por lo
tanto, si existe un balance entre la produccion y eliminacion de ERO, la funcidn
celular normal se mantiene; mientras que un desequilibrio ocasiona EO con

consecuencias patologicas (Carvajal, 2019; Folch et al., 2004).

Cuando un estado de EO prevalece, debido al desequilibrio existente entre

la respuesta antioxidante y las ERO, las macromoléculas que conforman a las
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células, como los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos (AN) se dafian,
alterando los procesos celulares como la funcion de sus membranas, la
sintesis de enzimas, la respiracién celular o la expresion de ciertos genes
(Carvajal, 2019; Tebay et al., 2015, Zorrilla et al., 2004). El dafio generado a
las macromoléculas y a las estructuras celulares promueve la aparicion de
procesos fisioldgicos y patologicos perjudiciales (Bets, 2014). En los humanos,
esto se ha asociado con envejecimiento acelerado, cancer, enfermedades

cardiovasculares y enfermedades metabdlicas (Elejalde, 2001).

La membrana celular es rica en lipidos, por lo que es muy susceptible a la
oxidacion por parte de los RL como el radical HOe, que tiene la capacidad de
dafar a esta estructura de manera importante al iniciar su peroxidacion, esto
ocasiona que haya una disminucion en la fluidez de la membrana, modificando
sus propiedades y su interaccion con proteinas (Cortés et al., 2008; Martinez
et al., 2017). La peroxidacion lipidica es iniciada cuando un RL toma un
hidrogeno de un grupo CHa perteneciente a un AG y origina un radical lipidico,
el cual reacciona con el O2 molecular dando lugar a un radical peroxilo lipidico
(LOQe). EI LOO- sufre cambios en la conformacion de su estructura y origina
endoperoxidos que forman malondialdehido y 4-hidroxinonenal, y son estos
productos finales de la peroxidacién lipidica los que causan dafio al ADN y a
las proteinas, pues son téxicos para la célula (Aranguiz et al., 2009). Por otro
lado, también se producen oxisteroles, otros derivados del colesterol que son
oxidados, y que se generan a partir de reacciones que involucran a las ERO.
Dichas sustancias se han relacionado con procesos perjudiciales como la
necrosis, la aterosclerosis, la inflamacion y la inmunosupresion (Carvajal,
2019; Cortés et al., 2008). En paises desarrollados, la enfermedad
cardiovascular secundaria al proceso de aterosclerosis es la causa principal
de muerte. Multiples estudios in vitro e in vivo demuestran que existe una
activacion de la peroxidacion lipidica que esta relacionada con el desarrollo de
esta patologia (Bhattacharyya, 2014), debido a que los productos derivados
del dafo oxidativo en los lipidos se acumulan en las paredes vasculares, lo
que conduce al desarrollo de las caracteristicas anatdomicas y patoldgicas
tipicas de la aterosclerosis. Por otro lado, las LDL, que son las transportadoras

principales de colesterol hacia la célula, pueden sufrir modificaciones
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oxidativas y esto constituye uno de los mecanismos basicos para el desarrollo

de la aterogénesis (Mayor, 2010).

Las proteinas también son susceptibles a las modificaciones por parte de
las ERO, ya que aproximadamente representan el 70% de los blancos de
estas moléculas (Carvajal, 2019), pudiendo ocasionar modificaciones como la
oxidacion de la metionina, asi como derivados carbonilos e hidroxidos de la
oxidacion de ciertos aminoacidos (arginina, lisina, treonina, prolina e histidina)
de las cadenas laterales. Sin embargo, los aminoacidos cisteina y metionina
son especialmente propensos al ataque oxidativo de casi todas las ERO. Este
ataque oxidativo a las proteinas es irreversible y no se puede reparar, por lo
que las proteinas dafadas activan a los proteosomas para ser degradadas
(Ezraty, 2017; Feligioni y Nistico, 2013).

Muchas ERO son capaces de atravesar las membranas celular y nuclear,
de esta forma pueden oxidar a las biomoléculas como el ADN, el cual es
susceptible al ataque por parte del radical OHs que ocasiona que un gran
numero de productos se modifiquen en la base o en el azucar que los
componen. El dafio oxidativo causado al ADN puede generar mutaciones
geénicas, inestabilidad microsatelital y afectar a la unién de los FT (Franco et
al., 2008). Ademas, la presencia o el incremento de productos oxidativos en el
ADN ocasionan una agresion permanente derivada del EO, lo que tiene
consecuencias carcinogenas y mutantes para las células, ya que las
modificaciones que sufre el ADN como consecuencia de dichos ataques
conducen a la pérdida de la homeostasis celular, que puede prolongarse
debido a las funciones que tiene esta molécula como reservorio activo de
informacion (Mayor, 2010). El exceso de ERO puede ocasionar que el sistema
de defensa antioxidante de la célula sea insuficiente para responder y poder
eliminarlas eficazmente, provocando que los sistemas de reparacion celular

se encuentren limitados (Ligouri et al., 2019).

2.2.2 Mecanismos que regulan la respuesta antioxidante

Las células de los diferentes tejidos corporales tienen componentes

antioxidantes que funcionan de manera sinérgica para mantener los niveles
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de ERO y RL en niveles adecuados. La defensa antioxidante se encarga de
proteger los sistemas bioldgicos de la posible toxicidad ocasionada por un
exceso de estas sustancias, e involucra la participacion de moléculas tanto
endogenas como exogenas (Carvajal, 2019; Folch et al., 2004; Ligouri et al.,
2019).

Los antioxidantes enddgenos, presentes en las células, incluyen vias
enzimaticas y no enzimaticas. Las enzimas antioxidantes mas importantes son
SOD, CAT y GPX. Por ejemplo, SOD convierte el O2— en H2O2, que a su vez
descompone en agua y O mediante la participacion de CAT, con lo que se
evita la producciéon de OHe. Por otro lado, GPX es capaz de convertir los
peréxidos y OHe en formas que no son toxicas para la célula, esto ocurre
mediante la oxidacion del glutation reducido (GSH) en disulfuro de glutation
por la accion de la glutation reductasa (Birben et al., 2012; Castro et al., 2016;
Halliwell, 2012; Maciejczyk et al., 2018; Liu et al., 2013). Los antioxidantes no
enzimaticos son moléculas que interactuan con las ERO y con los RL, evitando
las reacciones en cadena que inducen EO vy el consiguiente dafno celular. Por
ejemplo, la bilirrubina, el a-tocoferol (Vitamina E) y el B-caroteno (Vitamina A)
estan presentes en la sangre, mientras que la albumina y el acido urico
representan el 85% de la capacidad antioxidante en el plasma (Ligouri et al.,
2019; Wu, 2013).

Entre los antioxidantes exdgenos se encuentran el acido ascorbico
(vitamina C), cuya funcion radica en eliminar el anion OH+ y O2—; el a-tocoferol,
el cual evita la peroxidacion de los lipidos de la membrana celular; lecitinas de
aceite; minerales como manganeso, selenio y zinc; asi como fitoquimicos
(Pisoschi y Pop, 2015). Los fitoquimicos son considerados metabolitos
secundarios de las plantas y aunque no son nutrientes esenciales, tienen
efectos benéficos para la salud. Los grupos de compuestos que poseen
propiedades antioxidantes incluyen polifenoles como los estilbenos, acidos
fendlicos, flavonoides (flavonoles, flavanoles, flavanonas, flavonas,
isoflavonas y antocianinas), lignanos, chalconas y curcuminoides;

carotenoides; capsaicinoides y capsinoides; isotiocianatos; y catequinas
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(Pérez et al., 2021). Se ha sugerido que el consumo de algunas plantas, asi

como de sus extractos, pueden neutralizar a las ERO (Zhao et al., 2017).

Los fitoquimicos mas abundantes son los polifenoles, los cuales
comprenden mas de 6000 tipos que han sido identificados y caracterizados
por su estructura. Estas moléculas tienen un papel fundamental en el cuerpo,
ya que ofrecen proteccion contra diversas patologias relacionadas con el EO,
como la obesidad, la ECV y el cancer (Gonzalez y Rodriguez, 2011; Pedret et
al., 2012). Estan presentes en frutas, verduras, café, té, cereales integrales y
cacao. Ademas, tienen el potencial de inducir la pérdida de peso a través de
su accion antioxidante, pues actuan sobre la disfuncion mitocondrial, la
inflamacion y la sobreactivacién del SNS (Baret et al., 2013; Savini et al,,
2013). Algunos de sus mecanismos de accion para promover la respuesta
antioxidante es que secuestran los RL, incrementan la actividad y la expresion
de las enzimas antioxidantes e inhiben a las enzimas productoras de ERO.
Ademas, neutralizan a las ERO al donar un electrén o un atomo de hidrégeno,
tienen actividad antioxidante en conjuncion con vitaminas esenciales, poseen
propiedades quelantes, inhiben vias que promueven la oxidacion e
incrementan la actividad de las enzimas CAT, SOD y GPX (Hokayem et al.,
2013; Leiherer et al., 2013).

Los flavonoides son fitoquimicos fendlicos presentes en la dieta humana.
Son clasificados de acuerdo a su estructura quimica, la cual depende del
grado de oxidacion de sus anillos. Existen seis grupos principales: flavonoles
como el kaempferol y la quercetina; flavanoles como la epicatequina; flavonas
como la apigenina; isoflavonas como la genisteina; flavanonas, como
hesperetina y naringenina; y antocianinas, como la cianidina y la malvidina
(Araujo et al., 2021; Wen et al., 2017). Estas moléculas pueden mejorar la
salud, ya que participan en diversas funciones bioldgicas, como en la
eliminacién de ERO, la induccion de la apoptosis y la induccion de la actividad
antitumoral. La estructura de los flavonoides tiene grupos hidroxilo, por lo que
son potentes antioxidantes que actuan sobre las ERO que participan en el
inicio de la peroxidacion lipidica de las membranas celulares (Pérez et al,,

2021). Ademas, los flavonoides inhiben el rompimiento por peroxidacion de las
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cadenas estructurales de diversas moléculas y tiene la capacidad de captar
diferentes RL (Rajagopal et al., 2018).

Las antocianinas también se encuentran de forma abundante en la
alimentacion humana y su ingesta esta relacionada con efectos positivos para
la salud (Khoo et al., 2017). Estas moléculas son pigmentos vegetales
hidrosolubles y que otorgan el color rojo, azul y morado caracteristicos de
diferentes frutas y vegetales, como bayas, betabel, ciruelas, cerezas y
granadas. Se ha propuesto que el consumo de antocianinas es efectivo para
prevenir y tratar diversas enfermedades, debido a sus efectos antioxidantes,
antiinflamatorios y antiapoptoéticos. Son uno de los principales nutracéuticos,
ya que atenuan el EO, al eliminar a las ERO y los RL (Di Gioia et al., 2020; Li
et al., 2017).

Por lo tanto, se sugiere que la ingesta de alimentos naturales con accién
antioxidante, como frutas y vegetales, que son ricos en vitaminas, minerales y
fitoquimicos, puede ayudar a disminuir el dafio causado por las ERO a las
células, pues estos compuestos tienen un gran potencial terapéutico para
tratar enfermedades mediadas por el EO, particularmente la obesidad (Pérez
et al., 2021).

2.3 Granada

La granada (Punica granatum L.) pertenece a la familia Punicaceae, que
comprende dos especies: Punica granatum 'y Punica protopunica. Este fruto,
cuyo origen se remonta a Iran y Afganistan, se cultiva principalmente en Asia
Central, Medio Oriente, el Himalaya, el suroeste de Estados Unidos y el area
del Mediterraneo; sin embargo, es consumido ampliamente en todo el mundo
(Shaygannia et al., 2016). En México, la granada fue introducida por los
espanoles. Actualmente los estados que producen en mayor proporcion el

cultivo de granada son Oaxaca, Hidalgo y Guanajuato, (Betanzos et al., 2015).

Este fruto se clasifica como una baya carnosa, tiene forma esférica rodeada
por una cascara de color rojo intenso y un caliz en forma de corona en la parte

superior. Dentro del exocarpio coriaceo o cascara hay un mesocarpio carnoso
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separado por membranas, lo que le da una formacion en camaras (Figura 2)
(Sorrenti et al., 2019).

La granada ya se utilizaba tradicionalmente para tratar diversas
afecciones; sin embargo, el uso tradicional fue fortalecido por la investigacion
cientifica, que se ha centrado en el estudio de los compuestos y metabolitos
que muestran beneficios para la salud, asi como en sus efectos terapéuticos
y mecanismos de accion sobre la salud humana. Esto ha demostrado que la
granada y sus componentes exhiben potentes propiedades antioxidantes,
antimicrobianas, antiinflamatorias y anticancerigenas (Kandylis vy
Kokkinomagoulos, 2020).

Figura 2. Granada (Punica granatum L.) (Gabriele et al., 2017).

2.3.1 Componentes de la granada

La granada esta compuesta del exocarpio o cascara, la cual comprende
alrededor del 50% del total de la fruta, y de una parte comestible que esta
compuesta por un 10% de semillas y un 40% de arilos (Eghbali et al., 2021;
Sreekumar et al., 2014).

Desde el punto de vista nutricional, este alimento esta compuesto por agua
y azucares, ademas de que posee bajas cantidades de grasas y proteinas, lo
que lo convierte en un alimento con un aporte bajo de calorias (60-78 kcal/100
g). Su cantidad de fibra es de 4 g/100 g, es una fruta rica en potasio y posee
cantidades importantes de hierro, calcio, sodio, magnesio y fésforo. Ademas,
es fuente importante de vitamina C, niacina y vitaminas del grupo B (Tabla 4)
(Betanzos et al., 2015).
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Tabla 4. Valores nutricionales de la granada por 100 g de porcion comestible

(Zarfeshany et al., 2014)

Nutriente Unidad Valor por 100 g

Agua g 77
Energia kcal 60-78
Hidratos de carbono totales g 19

Fibra g 5

Azucar g 14
Lipidos g 1
Proteina g 2
Hierro mg 0.3
Fosforo mg 36
Calcio mg 10
Magnesio mg 12
Sodio mg 3
Potasio mg 236
Acido ascérbico mg 10
Colina mg 8

Se han aislado mas de 100 fitoquimicos en la granada, entre los que se

encuentran: acido galico y elagico, flavonoides, elagitaninos (punicalagina y

punicalina), antocianinas, antocianidinas (cianidina, delfinidina, pelargonidina),

acido clorogénico, flavonoles, acido cumarico, acido cafeico, acido ferulico,

lignanos y catequinas, los cuales se encuentran presentes en toda la fruta,

incluyendo su cascara (Tabla 5) (Eghbali et al., 2021).

Tabla 5. Componentes de la granada (Punica granatum L.). (Betanzos et al., 2015;

Eghbali et al., 2021)

Componentes

Constituyentes principales

Pericarpio
(piel + arilos)

Jugo

Semillas
Flores

Hojas, raices y corteza

Catequinas, punicalaginas, epigalocatequina
galato, compuestos fendlicos, acido galico,
taninos, quercetina, flavonas, flavanonas y

antocianidinas.

Glucosa, acido ascorbico, antocianinas, acido
galico, acido cafeico, acido fumarico, acido
malico, galato de epigalocatequina, quercetina,
aminoacidos y minerales.

Acido punico, AG, esteroles y acido elagico.
Acido ursélico, acido galico y triterpenoides.
Alcaloides, flavonas, taninos (punicalagina y
punicafolina).
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2.3.2 Efectos de la granada y compuestos bioactivos en modelos

animales para el estudio de la obesidad y el EO

Los subproductos de las frutas son aquellos materiales de “desecho” que
son generados durante la cadena de produccidon de los alimentos y que
generalmente no llegan a la cadena alimenticia humana. En afos recientes,
el interés cientifico se ha centrado en los compuestos con actividad biologica
presentes en dichos subproductos debido a que son fuentes ricas en
diferentes clases de compuestos con actividad biolégica y gran potencial
terapéutico (Dimou et al. 2019). Los compuestos que han generado mas
interés y que son mas comunes en los subproductos de frutas son los
polifenoles, los cuales se encuentran en la cascara, semillas, hojas y/o flores
(Fierascu et al., 2020). Las propiedades terapéuticas de los compuestos
bioactivos derivados de subproductos vegetales estan ampliamente descritas

en la literatura.

En un estudio realizado por Vroegrijk et al. (2011), indujeron obesidad y Rl
en ratones que fueron alimentados con una dieta HFD durante 12 semanas.
Al grupo experimental se le administré un 1% de aceite de semilla de granada,
el cual es rico en acido punicico. La sensibilidad a la insulina periférica
incrementd de manera significativa (70%) en los ratones a los que se les
suplementd con aceite, tuvieron un PC mas bajo (4%) que el grupo control,

asi como un menor contenido de grasa corporal (3%).

Por otro lado, se ha demostrado que la administracion de jugo de granada
(100 mg/kg) puede disminuir la presion arterial media en ratas Wistar macho.
Ya que la ingesta de jugo de granada resulté en una disminucion del 30% en
el grosor de la intima-media carotidea posterior al afo de inicio de la
administracion; ademas, se observo que el estado oxidativo basal de las LDL
séricas disminuy6 un 90% (Mohan et al., 2010).

También se ha reportado que el jugo y el extracto de la granada, reducen
la activaciéon de genes sensibles a la oxidacion en células endoteliales de
ratones con hipercolesterolemia; ademas se observo una elevacion de la

enzima oOxido nitrico sintasa endotelial. Esto sugiere que los compuestos
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antioxidantes, especificamente los polifenoles del jugo de granada, pueden

participar en la reduccion del EO y la aterogénesis (De Lorenzo et al., 2007).

Otro estudio en el que se administraron dosis de 250 mg/kg y 500 mg/kg
de extracto de flor de granada a ratas Wistar albinas por 21 dias, demostro
que este compuesto puede reducir de manera significativa el fibrinégeno, el
colesterol total, los triglicéridos y el LDL de los tejidos; ademas es capaz de
disminuir el nivel de peroxidacion lipidica y aumentar el nivel de HDL, asi como

el contenido de glutation (Bagri et al., 2009).

Asi mismo, después de administrar durante 5 semanas extracto de hoja de
granada en concentraciones de 400 y 800 mg/kg/d a ratones con obesidad e
hiperlipidemia inducidas por la dieta, se observd que el PC disminuyd
significativamente, asi como el colesterol total, los triglicéridos y la ingesta
dietética, ademas se observo una inhibicién en la absorcion intestinal de grasa
(Lei et al., 2007).

Otro estudio, en el que se administraron extractos de semilla y cascara de
granada durante 18 dias a 48 ratas Wistar macho en las que se indujo un
estado de EO, demostro que hubo una disminucion significativa en los valores
de GPX'y SOD, y una mejora en los valores de malondialdehido después del
tratamiento; ademas hubo una disminucion en el colesterol total y de las LDL.
Estos hallazgos sugieren una mejora en el estado de EO, asi como cambios
benéficos en el perfil lipidico de ratas (Doostan et al., 2017).

Sayed et al. (2022), realizaron un estudio en el que distribuyeron
aleatoriamente a 40 ratas Wistar macho en 4 grupos: el grupo 1 o control, al
que se le dio una solucion salina; el grupo 2 o grupo de acrilamida que recibio
acrilamida por via oral en una dosis de 20 mg/kg/PC; el grupo 3 fue
suplementado con extracto de cascara de granada (150 mg/kg) diariamente
durante un periodo de 3 semanas, administrado simultaneamente con el
tratamiento con acrilamida descrito para el grupo 2; el grupo 4 fue un grupo
protector, y los animales recibieron el extracto de cascara de granada y
acrilamida como se indico para los grupos 2 y 3, ademas de que se le
administro extracto de cascara de granada 1 semana antes que la acrilamida.
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Los resultados demostraron que la administracién de acrilamida aumenté el
marcador de peroxidacion lipidica malondialdehido (MDA), ademas debilitd
las actividades de los biomarcadores antioxidantes (SOD, GSH y CAT),
mientras que la administracion de extracto de cascara de granada elevd
significativamente la actividad de biomarcadores con actividad antioxidante
(SOD, GSH y CAT). Por lo tanto, estos datos revelan que la cascara de
granada tiene una potente actividad antioxidante y de eliminacion de radicales
libres, lo que protege contra la toxicidad ocasionada por acrilamida.

Otro estudio realizado por Chidambara et al. (2002), en el que se alimenté
a ratas Wistar con extracto de cascara de granada (50 mg/kg en términos de
equivalentes de catequina) seguido de una dosis Unica de tetracloruro de
carbono (CCI4) (2.0 g/kg) demostré que el CCIl4 disminuyd los niveles de
catalasa, SOD y peroxidasa en un 81, 49 y 89% respectivamente, mientras
que el valor de peroxidacioén lipidica aumentd casi 3 veces, mientras que el
pretratamiento con el extracto metandlico de cascara de granada seguido de
un tratamiento con CCI4 provoca la conservacion de CAT, peroxidasa y SOD
a valores comparables con los valores de control, mientras que la peroxidacion
lipidica se recupero por 54% en comparacion con el control. Dichos resultados
sugieren que la cascara de granada puede ejercer un efecto antioxidante

protector contra la toxicidad ocasionada por CCl4.

Algunos estudios in vitro en donde se utilizd principalmente el jugo y
extractos de granada han logrado demostrar los beneficios de este fruto a la
salud. Por ejemplo, un estudio de Liu et al. (2019) en el que se utilizaron los
extractos de la fruta entera sobre células HaCat de queratinocitos mostraron
que los compuestos fendlicos del fruto redujeron los niveles de ERO inducidas
por H202 , aumentando la viabilidad de estas células; ademas de que hubo
una disminucion en la tasa de apoptosis y necrosis inducida por EO. Otro
estudio en donde se utilizo el jugo de la granada sobre células de TA humano
y de roedores, demostré que es capaz de inhibir la lipdlisis y la lipogénesis,
propiedades atribuidas a compuestos como la punicalagina y el acido elagico
(Les et al., 2017).
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En este contexto, la granada y sus diferentes componentes pueden ser
considerados ingredientes que ofrecen multiples beneficios a la salud, ya que
tienen el potencial de ayudar a prevenir enfermedades cronicas (Kandylis y
Kokkinomagoulos, 2020).

3. JUSTIFICACION

En la actualidad existe un numero creciente de personas que padecen
obesidad y problemas de salud asociados, los cuales prevalecen en paises
industrializados, debido al consumo excesivo de alimentos hipercaléricos e
inactividad fisica (Kendel et al, 2020, Marti, 2019). Esto ha provocado un

problema de salud muy grave que debe ser abordado urgentemente.

La obesidad promueve un estado crénico de estrés oxidativo (EO)
sistémico, por lo que es considerado un mecanismo importante que subyace

a las comorbilidades relacionadas con dicha patologia (Nocella et al, 2019).

Existen diversas estrategias terapéuticas enfocadas en tratar este
problema creciente de salud, entre los que destacan la modificacién en los
habitos y en el estilo de vida, especificamente en la alimentacion. Multiple
evidencia ha demostrado que los patrones de alimentacidn que promueven un
consumo elevado de alimentos de origen vegetal generan resultados

benéficos para la salud a largo plazo (Vincent et al, 2007).

Al respecto, los subproductos de las frutas, que normalmente se consideran
desechos de la industria alimenticia, han generado gran interés cientifico por
sus compuestos con actividad bioldgica y gran potencial terapéutico (Dimou et
al. 2019), entre los que destacan los polifenoles presentes en la cascara,
semillas, hojas y/o flores (Fierascu et al., 2020).

Por su parte, la cascara de granada es un componente con un elevado
contenido de fibra dietética y rico en compuestos fendlicos. Sin embargo, el
estudio y la investigacion respecto a sus propiedades y los beneficios que

aportan a la salud son limitados (Colantuono et al, 2016; El y Ramadan 2019).

38



Por lo tanto, es necesario generar evidencia que permita comprender los
mecanismos de interaccion existentes entre el consumo de diferentes

compuestos dietéticos, la obesidad y el EO.
4. HIPOTESIS

La suplementacion con cascara de granada (Punica granatum L.) tiene un
efecto positivo sobre la capacidad antioxidante en ratas con obesidad inducida
por la dieta.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la suplementacidon con cascara de granada (Punica
granatum L.) sobre la capacidad antioxidante en ratas con obesidad inducida
por la dieta.

5.2 Objetivos especificos

1) |dentificar el efecto de la suplementacion con cascara de granada sobre
el peso, la grasa corporal y niveles de glucosa de ratas Wistar macho
alimentadas con dieta de cafeteria.

2) Analizar el efecto de la suplementacion con cascara de granada sobre
la ingesta dietética de ratas Wistar macho alimentadas con dieta de cafeteria.
3) Determinar el efecto de la suplementacion con cascara de granada
sobre la capacidad antioxidante sérica de ratas Wistar macho alimentadas con
dieta de cafeteria.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Diseno experimental

El presente experimento partié de un macroproyecto titulado “Ingredientes
alimenticios funcionales con potencial nutracéutico y su efecto antiobesidad”
que fue realizado previamente y para el cual se utilizé un modelo animal,
conformado por quince ratas Wistar macho con una edad de seis semanas,
obtenidas de la empresa Circulo ADN S.A. de C.V. Una vez que las ratas
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llegaron, se les realizé un estudio microbioldgico y se les mantuvo sin realizar
procedimientos durante un lapso de 2 semanas con la finalidad de que los
animales se aclimataran, durante este periodo les fue permitido el consumo a

libre demanda de alimento y agua.

Posterior a la fase de aclimatacion, los animales fueron divididos en 3
grupos diferentes de 5 ratas cada uno: un grupo control alimentado con dieta
estandar (CTL), otro grupo alimentado con dieta de cafeteria (CAF) y otro
grupo que consumié una dieta de cafeteria suplementada con cascara de
granada (200mg/kg de peso) (CAF+G), dichas dietas fueron mantenidas por
15 semanas correspondientes a la duracion del experimento. Los animales
fueron alojados de manera individual en cajas de polipropileno a una
temperatura estable de 22°C y en un ciclo de luz y oscuridad con duracion de

12 horas, con agua y alimento ad libitum.

Una vez finalizadas las 15 semanas de duracién del experimento, la
glucosa sanguinea en ayunas y el PC final fueron registrados. Después, los
animales se sacrificaron por el método de decapitacidon con guillotina, se
obtuvo el tejido adiposo y la sangre (10-25 mL), la cual fue centrifugada
durante 10 min a 4,000 rpm, recolectando el suero una vez que la separacién
de la muestra se produjo. Los tejidos fueron almacenados a una temperatura

de -80°C para posteriores analisis (Figura 3).
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Figura 3. Esquema general del disefio experimental
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6.2 Obtencion y procesamiento de las muestras

El presente proyecto utilizé la base de datos de informacion generada del
macroproyecto y se tomaron en cuenta las variables: peso corporal, glucosa
en ayuno e ingesta dietética. Ademas, para la fase experimental se utilizaron
muestras de suero en conservacion para el analisis de la capacidad

antioxidante.

6.3 Dietas experimentales

6.3.1 Dieta control

La dieta control o estandar administrada a las ratas del grupo control fue
Rodent Lab Chow Diet 5001 y fue adquirida a través de la compania LabDiet.
En la Tabla 6 se muestra la distribucion de los diferentes macronutrientes.

Tabla 6. Dieta control y su composicion nutricional

Composicion nutricional 100 g

Hidratos de carbono 191 kcal 57%
Proteina 100 kcal 30%
Lipidos 44 Kkcal 13%

Contenido energético 335 kcal 100%

6.3.2 Dieta de cafeteria

La dieta de cafeteria estaba compuesta de paté, pienso, papas fritas,
galletas, chocolate liquido y tocino, guardando una relacién 2:1:1:1:1:1,
respectivamente. Los componentes se trituraron e integraron con la finalidad
de obtener una pasta homogénea. En la Tabla 7 se muestra la distribucion de

los diferentes macronutrientes.

Tabla 7. Dieta de cafeteria y su composiciéon nutricional
Composicion nutricional 100 g

Hidratos de carbono 145 kcal 39%
Proteina 45 kcal 12%
Lipidos 182 kcal 49%

Contenido energético 372 kcal 100%
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6.3.3 Dieta cafeteria suplementada con cascara de granada

Para suplementar la dieta de cafeteria con cascara de granada se le
agregaron 200 mg/kg de peso/dia de cascara de granada seca, triturada y
tamizada previamente. En la Tabla 8 se detalla el aporte de energia de cada

uno de los macronutrientes que conforman esta dieta.

Tabla 8. Dieta de cafeteria suplementada con cascara de granada y su composicion
nutricional

Composicion nutricional 100 g

Hidratos de carbono 145 kcal 39%
Proteina 45 kcal 12%
Lipidos 182 kcal 49%

Contenido energético 372 kcal 100%

6.4 Registro de peso

Durante todo el periodo experimental el peso corporal (g) fue registrado una

vez a la semana, utilizando una balanza analitica.

6.5 Registro de ingesta dietética

A lo largo de todo el periodo experimental se registré la ingesta dietética 3
veces por semana. Los datos obtenidos se utilizaron para evaluar la cantidad
de alimento y energia que fueron consumidos por los animales, ademas se
utilizé la ecuacion de eficiencia energética que permitio evaluar la ganancia de
PC en relacion con las kilocalorias que fueron ingeridas. La formula es la

siguiente:

Eficiencia energética = Ganancia de peso (g) x 100 / kcal totales

6.6 Niveles de glucosa sanguinea en ayuno

Una vez concluidas las quince semanas experimentales, los animales
fueron mantenidos en ayuno nocturno para medir sus niveles de glucosa
sanguinea antes del sacrificio. Dicha medicion fue realizada a través de una
puncion en la cola de los animales y utilizando tiras reactivas Accu-check

performa para recolectar una pequefa cantidad de sangre. La glucosa se
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midié utilizando un Glucometro “On Call Plus”, mientras que los resultados se

expresaron en mg/dL.

6.7 Extraccion del tejido adiposo

El tejido adiposo (retroperitoneal, subcutaneo, mesentérico y epididimal) se
extrajo el dia del sacrificio, se pesdé con una balanza analitica y este fue
ajustado por 100 g de peso del animal con la finalidad de obtener el % de grasa
corporal. Por ultimo, fue almacenado a -80°C para su posterior uso.

6.8 Analisis de la capacidad antioxidante sérica

6.8.1 Ensayo de decoloracion del 2,2- difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH-)

El ensayo DPPHe es utilizado para medir la actividad y potencial
antioxidante y de eliminacion de radicales DPPH+ de los antioxidantes no
enzimaticos (Lugman et al., 2012). Este método esta basado en la reduccién
del DPPHe- de color purpura a 1,1-difenil-2-picrilhidrazina, se realiza en una
solucién alcohdlica en presencia de un antioxidante donador de H* que da
lugar a la forma no radical DPPH-H en la reaccion. Este ensayo se basa en la
medicion de la capacidad reductora de los antioxidantes frente a DPPHe. La
capacidad reductora de los antioxidantes frente al DPPH« se puede evaluar al
medir la disminucion en su absorbancia, siendo la absorbancia maxima del
DPPHe a 517 nm.

Para la realizacion de este método se tomaron 4.9 uL de suero diluido con
15.1 pL de agua destilada y se incubaron a temperatura ambiente con 200 pL
de reactivo DPPH durante 30 min en condiciones de oscuridad, posteriormente
la absorbancia obtenida por espectrofotometria, a una longitud de onda de 517
nm, fue registrada. Como estandar se utilizdo Trolox (0-500 mmol/mL) y se
expresaron los resultados como milimoles equivalentes de Trolox por mililitro

de muestra (mmolTE/mL) utilizando una ecuacion lineal.
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6.8.2 Ensayo del Potencial Reductor Férrico Antioxidante (FRAP)

La capacidad antioxidante del suero también fue determinada a través de
una reaccion colorimétrica, el ensayo FRAP (Benzie & Strain, 1996). Este
meétodo esta basado en la transferencia de electrones, que en presencia de
antioxidantes y un medio acido (pH 3.6), ocasiona que la conformacioén férrica
del compuesto hierro-tripyridyl-triazina (Fe3*-TPTZ) sea reducida a la
conformacion ferrosa (Fe?*-TPTZ), produciendo un intenso color azul debido
a la reaccion. Se realiza la medicion de la absorcion utilizando un
espectrofotometro, el cual mide esta reduccion expresando los resultados
como milimoles equivalentes de Fe?* o en relacion con un estandar de

antioxidantes, como Trolox (Gulcin, 2020).

Para la realizacion de este método se tomaron 7.35 L de suero diluido con
22.65 yL de agua destilada y se incubaron a temperatura ambiente con 220
ML del reactivo FRAP durante 30 min en completa oscuridad, posteriormente
la absorbancia obtenida por espectrofotometria, a una longitud de onda de 595
nm, fue registrada. Como estandar se utilizé Trolox (0-500 mmol/mL) y se
expresaron los resultados como milimoles equivalentes de Trolox por mililitro

de muestra (mmolTE/mL) utilizando una ecuacién lineal.
7. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé con el programa estadistico SPSS V.25
(IBM, Inc. Chicago lllinois, USA), expresando los resultados como media +
error estandar de la media (EEM).

De acuerdo a la normalidad de las variables, se utilizo la prueba de Analisis
de Varianza (ANOVA) de un factor o su equivalente no paramétrico Kruskal-
Wallis, seguido de la prueba post hoc de Tukey para comparar las medias

entre grupos.

Se consideré estadisticamente significativo un valor de p <0.05.
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8. CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD Y ETICAS

Este proyecto se adhirié a los lineamientos y disposiciones de trabajo en
un laboratorio, los cuales fueron estipulados por el Comité de Bioética en
Investigacion en Ciencias de la Salud (COBICIS) y por el Comité Institucional
de Bioseguridad del Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la
Salud (CIDICS) de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

A su vez, ambos comités estuvieron apegados a las disposiciones, en
materia de investigacion, que fueron establecidas por instituciones a nivel
nacional e internacional y establecieron lineamientos para el correcto uso de

material y modelos bioldgicos.

Las especificaciones técnicas fueron tomadas en cuenta para producir,
cuidar y utilizar a los modelos animales en el laboratorio, las cuales fueron
estipuladas en la NOM-062-Z00-1999, que menciona que los modelos
animales obtenidos tienen que acompafnarse de documentos que determinen
su condicion de salud. El lugar y el equipo en donde se alojaron los animales
se disefid para promover su bienestar. Por otro lado, se alojaron bajo las
siguientes condiciones: humedad relativa entre 40-70% y temperatura de
alrededor de 22°C.

La utilizacién de animales de laboratorio esta fundamentado en el principio
de las 3Rs (reemplazar, reducir y refinar) manifestando la necesidad real del
uso de animales para este trabajo de investigacion, con la cantidad minima
necesaria de animales. El método utilizado para el sacrificio de los animales

utilizados para el experimento evitd su sufrimiento.

Los frascos aspersores se abastecieron continuamente con soluciones
para descontaminar. Por otro lado, las areas de trabajo se limpiaron al iniciar
y terminar la jornada de trabajo.

Se contaron con depdsitos especiales para manejar el material cortante.
Mientras que los desechos bioldgicos se trataron y eliminaron siguiendo la
Norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
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9. RECURSOS

Este trabajo se realiz6 en la unidad de Nutricion del Centro de Investigacion
y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS) de la Universidad Autonoma de

Nuevo Leodn.

9.1 Material biolégico

Se utilizé el suero en conservacion de ratas Wistar macho que se
alimentaron con dieta estandar, dieta de cafeteria o dieta de cafeteria
suplementada con cascara de granada.

9.2 Equipo

Congelador -80°C (Thermo Scientific), campana de extraccion de humo
(Tecno Lab), balanza de precision (A&D Company Limited), vortex (Scientific
Industries), sonicador (Branson), espectrofotdmetro (Barnstead Turner SP-
830).

9.3 Material quimico

Metanol, Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico),
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), HCI (acido clorhidrico), TPTZ (2,4,6, tris (2-
piridil)-s-triazina), agua destilada, cloruro férrico hexahidratado (FeCl36H20),
acetato de sodio (CH3COONa), acido acético glacial (CH3COOH).

9.4 Materiales

Micropipetas de volumen variable, puntillas para micropipetas, tubos para
centrifuga, matraz de aforacion, vaso de precipitado, microplaca de 96
pocillos, probeta graduada, viales ambar con tapa, papel aluminio, espatulas.

9.5 Recursos humanos

Participaron investigadores y becarios de la Unidad de Nutricion del
CIDICS durante la realizacién de este trabajo.
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9.5 Recursos financieros

Para llevar a cabo esta investigacion se gestionaron los recursos
necesarios mediante la participacion en la convocatoria del programa
PRODEP UANL-CA-418. El Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) particip6 también mediante el apoyo otorgado (beca de
manutencion) a la estudiante Adriana Anael Mellado Negrete.

10. RESULTADOS

Objetivo 1. Identificar el efecto de la suplementacién con cascara de
granada sobre el peso, la grasa corporal y la glucosa en ratas Wistar
macho alimentadas con dieta de cafeteria.

La Figura 4 permite observar el promedio semanal del PC de los grupos
control (CTL), cafeteria (CAF) y cafeteria + granada (CAF+G) a lo largo del
periodo experimental de 15 semanas. El PC semanal promedio fue
significativamente mayor a partir de la semana 7 (18%) y hasta la semana 15
(27%) en las ratas que fueron alimentadas con dieta CAF, en contraste con el
grupo CTL (semana 7-10 p<0.05, semana 11-15 p<0.01).
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Figura 4. Promedio semanal del peso corporal (PC) en ratas Wistar macho.
Resultados expresados como media £+ EEM (n=5). Analisis estadistico realizado a
través de la prueba de ANOVA de un factor y prueba post hoc de Tukey. *p<0.05, **
p<0.01 (CTL vs CAF). CTL, control; CAF, cafeteria; CAF+G, cafeteria + cascara de
granada.
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La Figura 5 muestra una ganancia menor de PC total (7%) en el grupo
CAF+G comparado con el grupo alimentado con dieta CAF. No obstante, esta
diferencia no fue significativa estadisticamente (p>0.05). Como se esperaba,
al final de las 15 semanas de duracién del experimento, la ganancia de PC
total fue mayor (51%) en el grupo CAF (408.32 + 29.39) cuando fue
comparado con el grupo CTL (269.98 + 6.70), resultando significativa esta
diferencia (p<0.01).
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Figura 5. Ganancia total de peso corporal (PC) en ratas Wistar macho. Resultados
expresados como media + EEM (n=>5). Andlisis estadistico realizado a través de la
prueba de Kruskal-Wallis. **p<0.01 (CTL vs CAF). CTL, control; CAF, cafeteria;
CAF+G, cafeteria + cascara de granada.

Ninguna diferencia significativa fue encontrada (p>0.05) en el peso del
tejido adiposo total, subcutaneo, visceral o marrén ajustado por 100 g de PC
del animal entre los grupos CTL, CAF o CAF+G (Tabla 9).

Tabla 9. Tejido adiposo (TA) (g) por 100 g del peso corporal (PC) de ratas Wistar

macho
TA (g/100 g PC) CTL CAF CAF+G
TAT 91+242 9.02+0.70 9.25+0.89
TAV 773+198 756+064 7.73+0.63
TAS 1.23+0.43 1.28+0.20 1.37+x0.27
TAM 0.14+£0.03 0172002 0.14+0.01

Resultados expresados como media £+ EEM (n=5). Analisis estadistico realizado a
través de la prueba de ANOVA de un factor y prueba post hoc de Tukey. CTL, control;
CAF, cafeteria; CAF+G, cafeteria + cascara de granada; TA, tejido adiposo; TAT,
tejido adiposo total; TAV, tejido adiposo visceral; TAS; tejido adiposo subcutaneo;
TAM, tejido adiposo marron.

48



En la Figura 6 se observan los niveles de glucosa sanguinea en ayuno
(mg/dL) en los diferentes grupos. Después del periodo de intervencion
dietética de 15 semanas, el grupo CAF (109.40 + 5.10) mostr6 valores mas
elevados de glucosa sanguinea que el grupo CTL (78.20 + 5.52), los cuales
fueron significativos (p<0.01), representando un aumento del 40%. Por otro
lado, aunque el grupo CAF+G (92.80 + 5.93) tuvo niveles mas bajos de
glucosa sanguinea que el grupo CAF, la diferencia de medias no resulto
estadisticamente significativa (p>0.05).
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Figura 6. Valores de glucosa sanguinea en ayuno de ratas Wistar macho. Resultados
expresados como media + EEM (n=>5). Andlisis estadistico realizado a través de la
prueba de Kruskal-Wallis **p<0.01, (CTL vs CAF). CTL, control; CAF, cafeteria;
CAF+G, cafeteria + cascara de granada.

Objetivo 2. Analizar el efecto de la suplementacién con cascara de
granada sobre la ingesta dietética en ratas Wistar macho alimentadas
con dieta de cafeteria.

La Figura 7 muestra el promedio semanal de la ingesta dietética (g/dia) de
los diferentes grupos. La ingesta dietética del grupo CAF incrementd
significativamente en comparacion con el grupo CTL (p<0.05) en las 15
semanas de duracion del experimento (9-19%), con excepcion de las
semanas 2, 3 y 6. Mientras que el grupo CAF+G no mostré diferencia
significativa en comparacion con el grupo CAF (p>0.05)
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Figura 7. Ingesta dietética promedio semanal de ratas Wistar macho. Resultados
expresados como media + EEM (n=>5). Andlisis estadistico realizado a través de la
prueba de ANOVA de un factor y prueba post hoc de Tukey. * p<0.05, ** p<0.01 (CTL
vs CAF). CTL, control; CAF, cafeteria; CAF+G, cafeteria + cascara de granada.

La eficiencia energética se puede observar en la Figura 8. Como se
esperaba, el grupo CAF tuvo una eficiencia energética significativamente
mayor (3.22 + 0.12) comparandolo con el grupo CTL (2.82 + 0.03) (p< 0.05),
lo que representd un aumento del 12%. En tanto que en el grupo CAF+G no
se encontraron diferencias significativas en comparacion con los otros grupos
(p>0.05).
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Figura 8. Eficiencia energética de diferentes dietas: CTL, CAF y CAF+G. Resultados
expresados como media + EEM (n=5). Andlisis estadistico realizado a través de la

prueba de ANOVA de un factor y prueba post hoc de Tukey. * p<0.05, (CTL vs CAF).
CTL, control; CAF, cafeteria; CAF+G, cafeteria + cascara de granada.
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Objetivo 3. Determinar el efecto de la suplementacién con cascara de
granada sobre la capacidad antioxidante en ratas Wistar macho

alimentadas con dieta de cafeteria.

En la Figura 9 se muestra la capacidad antioxidante total sérica (CATSs)
por el método DPPH. Se observa una disminucion del 45% en la CATs en el
grupo CAF (24.05 £ 1.69) en comparacion con el grupo CTL (43.93 + 4.54),
siendo esta diferencia significativa (p<0.05). De manera interesante, se
encontré un aumento del 39% en la CATs en el grupo CAF+G (39.39 + 1.96)
en comparacion con el grupo de CAF, mostrando una diferencia significativa
(p<0.05).
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Figura 9. Capacidad antioxidante sérica (CATs) de ratas Wistar macho, expresada
en (mmol ET/mL) por el método DPPH. Resultados expresados como media + EEM
(n=5). Analisis estadistico realizado a través de la prueba de ANOVA de un factor y
prueba post hoc de Tukey. * p<0.05, (CTL vs CAF), + p<0.05 (CAF vs CAF+G). CTL,
control; CAF, cafeteria; CAF+G, cafeteria + piel de granada; DPPH, 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo.

A diferencia de los resultados en la técnica DPPH, al analizar la capacidad
antioxidante total en suero por el método FRAP, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (p>0.05). (Figura 10).
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Figura 10. Capacidad antioxidante sérica (CATs) de ratas Wistar macho, expresada
en (mmol ET/mL) por el método FRAP. Resultados expresados como media + EEM
(n=5). Analisis estadistico realizado a través de la prueba de ANOVA de un factor y
prueba post hoc de Tukey. * p<0.05, (CTL vs CAF), + p<0.05 (CAF vs CAF+G). CTL,
control; CAF, cafeteria; CAF+G, cafeteria + piel de granada; FRAP, ensayo de poder
antioxidante reductor férrico.

11. DISCUSION

Los modelos animales con obesidad inducida por la dieta (OID), han sido
de utilidad para estudiar la obesidad, sus consecuencias, asi como para
explorar posibles tratamientos. Existen diferentes formas de evaluar la
ganancia de PC y el grado de OID utilizando este modelo, sin embargo, la
comparacion del PC entre el grupo de estudio o experimental y el del grupo
control, que por lo general es alimentado con una dieta estandar, es el método
que se utiliza con mayor frecuencia (Martinez et al., 2020; Vuolo et al, 2020).
Estudios recientes reportan que la dieta CAF induce obesidad de manera
eficaz, ya que promueve una mayor ingesta de alimentos que otro tipo de
dietas, logrando un incremento en la ganancia de PC de manera sencilla (Gil
et al., 2017).

Para el presente estudio, se utiliz6 un modelo animal que fue
alimentado con una dieta CAF, lo que permitié observar que este tipo de
alimentacion es capaz de inducir obesidad, ya que la ganancia de PC fue
significativamente mayor cuando se comparé con los animales que
consumieron una dieta estandar, estos cambios fueron observados desde la

semana siete y se mantuvieron hasta que se concluyé la fase experimental de
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quince semanas. Nuestros resultados son similares a los reportados por Gil et
al. (2017) quienes observaron que cuando se aliment6 a ratas Wistar macho
con una dieta CAF, en un periodo de diecisiete semanas, estas incrementaron
significativamente el PC, tendencia que se mantuvo durante todo el
experimento, en contraste con los animales que consumieron una dieta control
o estandar. Asi mismo, Suarez et al. (2021), observaron que la dieta CAF
administrada a ratas Wistar macho durante un periodo de ocho semanas,
promueve una ganancia de peso efectiva, induciendo obesidad finalmente, lo
que atribuyen a la alta palatabilidad de los alimentos que la componen, los
cuales provocan un mayor consumo de alimentos. De acuerdo con estos
hallazgos, se puede concluir que la dieta CAF induce obesidad eficazmente y
proporciona un modelo robusto para estudiar esta enfermedad. Por otro lado,
en el presente estudio se observd que las ratas que fueron suplementadas
con cascara de granada (200 mg/kg de peso) redujeron un 7% de PC frente
al grupo al que se le administré la dieta CAF, aunque este cambio no fue
estadisticamente significativo. Debido a que tampoco se observdé una
diferencia significativa en la ingesta dietética de las ratas que consumieron
cascara de granada, no se le puede atribuir la menor ganancia de PC a un
menor consumo energeético provocado por la suplementacion, sino a otros
efectos ocasionados por la cascara de la fruta, los cuales podrian explorarse
durante estudios posteriores. Al respecto, Martinez et al. (2020) administraron
a ratas Wistar macho una dieta CAF o una dieta CAF suplementadas con
cascara de pitahaya (300 mg/kg de peso) durante quince semanas, y
reportaron que el grupo que consumio la cascara de pitahaya disminuyo el 7%
del PC, cuando se les comparo con el grupo alimentado unicamente con dieta
CAF. Otro estudio realizado por Tung et al. (2018) demostré6 que la
suplementacion con extracto de cascara de citricos disminuye el PC de ratas
con OID con una HFD, efecto que atribuyeron a la presencia de compuestos
fendlicos en la cascara de citricos; sin embargo, cabe destacar que este
estudio difiere del nuestro, ya que la HFD no tiene el mismo impacto que la
dieta CAF (Giudetti et al. (2020), pudiendo ser este un factor que explique los
resultados obtenidos. Estos hallazgos sugieren que el consumo de
subproductos de frutas podria inducir efectos positivos en la regulacion del
PC. De acuerdo con la literatura, esto se puede explicar por su contenido de
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polifenoles y fibra, a los que se les atribuyen efectos positivos, los cuales
pueden contribuir al tratamiento de la obesidad, ya que disminuyen el EO, la
adipogénesis, aumentan el gasto energético, participan en la inhibicién del
apetito, regulan la microbiota intestinal y tienen un efecto antiinflamatorio
(Ahmadipour et al., 2021; Song et al., 2022; Suarez et al., 2021). En el caso
de la cascara de granada se considera que es rica en fibra soluble e insoluble,
asi como en compuestos bioactivos como acido galico y elagico, punicalina,
punicalagina, antocianidinas, flavonoides, entre otros, a los cuales se les

atribuyen propiedades antioxidantes (Vucic et al., 2019).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los
valores de tejido adiposo total, subcutaneo visceral y marron entre los
diferentes grupos de este estudio. Estos resultados son contradictorios con un
estudio hecho por Maeda et al. (2018), quienes si observaron un incremento
estadisticamente significativo en la cantidad de TA de ratas Wistar macho que
consumieron una dieta CAF, comparandolas con las que fueron alimentadas
con una dieta estandar. Por otro lado, Urrutia et al. (2021) también observaron
un incremento en el TA de ratas Wistar macho a las que se les administré una
dieta CAF durante ocho semanas, cuando se les comparé con las que fueron
alimentadas con una dieta estandar, resultando significativa esta diferencia.
Por otra parte, un estudio realizado por Mballa et al. (2021), pudiera explicar
parcialmente nuestros resultados, en los que no observamos una diferencia
estadisticamente significativa en la cantidad de TA entre los diferentes grupos,
a pesar del aumento de PC en el grupo CAF, en dicho estudio alimentaron a
ratas Wistar macho con dieta CAF o dieta estandar y observaron que el grupo
CAF, ademas de aumentar la cantidad de TA, también incremento el 59% del
peso del higado por el desarrollo de esteatosis, asi como el 126% del peso de
la aorta debido a infiltraciones de lipidos en el tejido de la misma, esto cuando
se le compar6 con el grupo CTL. Por lo tanto, se puede concluir que la dieta
CAF es capaz de inducir alteraciones morfologicas adaptativas en otros
organos, ademas del TA, sin embargo, es necesario realizar mas estudios que

complementen estos hallazgos.
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Uno de los problemas centrales de la obesidad es la alteracion en el
metabolismo de la glucosa y la insulina (Yang et al., 2018). La literatura
sugiere una relacioén estrecha entre la obesidad, el metabolismo deteriorado
de la glucosa y la ingesta excesiva de alimentos ultraprocesados,
hipercaldricos, altos en grasas y azucares (Marti et al., 2021). Los resultados
de nuestro estudio demostraron que la dieta CAF, al ser suministrada durante
quince semanas condujo a un aumento del 40% en la glucosa en ayuno, en
contraste con el grupo CTL que se alimentd con una dieta estandar, lo que fue
estadisticamente significativo. Esto concuerda con un estudio realizado por
Mballa et al. (2021), en el cual se reporté que la administracion de una dieta
CAF incremento significativamente los niveles de glucosa sanguinea en ayuno
en ratas Wistar macho, cuando se comparé con el consumo de una dieta
estandar después de cinco semanas. Por otro lado, Oliva et al. (2017),
observaron un incremento significativo en los valores de glucosa sanguinea
de ratas Wistar macho cuando se les alimentd con una dieta CAF durante
cuatro semanas, en contraste con las que recibieron una dieta estandar
suplementada con 40% de lipidos. Debido a esto, se puede concluir que la
dieta CAF induce eficazmente un perfil obesogénico, ya que no solo aumenta
el PC provocando obesidad, sino que también provoca alteraciones a nivel
metabdlico, como el aumento en los niveles de glucosa en ayuno. Estos
resultados contribuyeron a caracterizar adecuadamente el modelo de
obesidad necesario para este estudio. Por otro lado, en nuestro estudio, la
suplementacion con cascara de granada provoco una disminucion del 15% en
la glucosa en ayuno, cuando se le comparo con el grupo alimentado con dieta
CAF sin suplementar, sin embargo, estos cambios no fueron significativos, lo
que podria deberse a causas como el tiempo de exposicién de las ratas al
consumo de la cascara, el cual podria ampliarse en estudios posteriores para
evaluar si un periodo mayor de consumo induce una mejora significativa en
los niveles de glucosa en ayunas, asi como en otros parametros metabdlicos

relacionados con la obesidad.

El balance entre la ingesta y el gasto energéticos determina en gran
medida el PC. Por lo tanto, es importante conocer el impacto que tienen las

diferentes dietas utilizadas para inducir obesidad en modelos animales, sobre
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la ingesta dietética. Por ejemplo, la literatura reporta que debido a las
propiedades orosensoriales y la palatabilidad de los alimentos que componen
la dieta CAF, esta tiene el potencial para inducir hiperfagia, contribuyendo asi
a la ganancia de PC y ocasionando obesidad de manera eventual (Mballa et
al., 2021). Al respecto, los resultados de nuestro experimento mostraron un
incremento del 19% en la ingesta dietética en el grupo alimentado con una
dieta CAF, en contraste con el grupo alimentado con una dieta CTL, lo que
fue significativo estadisticamente. Por otro lado, Bortolin et al. (2018),
administraron a ratas Wistar macho una dieta estandar, una HFD o una dieta
CAF durante 18 semanas y observaron una ingesta significativamente mayor
en el grupo que consumio la dieta CAF, en contraste con los otros grupos. Por
otra parte, Oliva et al. (2017), observaron que la ingesta dietética fue mayor
en ratas Wistar macho que fueron alimentadas con una dieta CAF durante
cuatro semanas, en comparacion con las que fueron alimentadas con una
dieta estandar suplementada con un 40% de lipidos, siendo esta diferencia
significativa. Debido a que la dieta CAF considera las propiedades hedodnicas
de los alimentos, ademas de sus componentes nutricionales, es que imita
mejor el patron de consumo humano que induce una ingesta excesiva de
alimentos. Por otro lado, de acuerdo con nuestros resultados, la similitud en
la ingesta dietética entre el grupo CAF y CAF+G sugiere que la
suplementacion con cascara de granada no tuvo efectos anoréxicos que
justifiquen la ganancia de PC disminuida en este grupo, por lo que es probable
gue existan otros mecanismos, a nivel metabdlico, que pudieran explicar este

hallazgo.

Aunque el grupo CAF tuvo una mayor ingesta dietética, la ganancia de
PC aumentada en este grupo no estuvo condicionada por la cantidad de
calorias consumidas, ya que al utilizar la formula de eficiencia energética, que
iguala la cantidad de calorias consumidas entre grupos, se observo un
incremento significativo del PC en las ratas que se alimentaron con la dieta
CAF, independientemente de la ingesta, lo que sugiere que el tipo de
alimentos que componen esta dieta tienen influencia sobre la ganancia de PC
y que esta ganancia no esta determinada unicamente por la ingesta calorica

total. Es asi que la eficiencia energética entre los diferentes grupos demostro
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que fue significativamente mayor en el grupo alimentado con una dieta CAF,
esto quiere decir que a igualdad de calorias consumidas, hubo una ganancia
de PC mayor en el grupo CAF, en comparacion con los otros grupos. Al
respecto, Martinez et al. (2020), reportaron un incremento significativo en la
eficiencia energética de ratas Wistar macho que se alimentaron con una dieta
CAF durante quince semanas, en contraste con las que se alimentaron con
una dieta CTL, por lo tanto la ganancia de PC fue mayor por unidad de calorias
consumidas. De manera semejante, Etxeberria et al. (2015) observaron que
las ratas Wistar macho que alimentaron con una dieta alta en azucar y grasa
incrementaron significativamente la eficiencia energética y por lo tanto
incrementaron mas su PC por unidad de calorias consumidas. Dichos
resultados sugieren que el contenido nutricional de la dieta también determina

la ganancia de PC y no solo la ingesta energética total.

Existe una gran diversidad de estudios relacionados con el efecto que
ejercen los compuestos bioactivos, presentes en vegetales, sobre la obesidad
y las alteraciones relacionadas a esta enfermedad, como el EO (Grabez et al.,
2022; Kostka et al., 2020; Lorzadeh et al., 2022). Se ha demostrado que
algunos subproductos vegetales, como la cascara de frutas, poseen
cantidades importantes de compuestos con actividad bioldgica, tal es el caso
de los polifenoles, los cuales son conocidos por sus propiedades antioxidantes
con gran potencial terapéutico para el tratamiento de la obesidad y el EO
asociado (Elango et al., 2011; Mayasankaravalli et al., 2020; Sabraoui et al.,
2020). Al respecto, Ishfaq et al. (2021), identificaron que el aceite de cascara
de mandarina tiene cantidades importantes de polifenoles con capacidad
antioxidante in vitro. Asi mismo, Wei et al. (2022), reportaron que la
suministracién de extracto etandlico de flor de granada disminuy6 parametros
relacionados con EO en ratas Sprague Dawley macho hiperglucémicas, lo que
atribuyen a las propiedades antioxidantes de los polifenoles presentes en la
flor. Los ensayos que determinan la capacidad antioxidante total son utilizados
frecuentemente para evaluar las propiedades antioxidantes presentes en
muestras biolégicas o alimentos y permiten medir su respuesta antioxidante
frente a los radicales libres producidos bajo una determinada condicion.

Existen diferentes ensayos para medir esta capacidad antioxidante, entre los
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que se encuentran el ensayo de capacidad de absorcion de radicales de
oxigeno (ORAC), el ensayo de capacidad antioxidante equivalente de trolox
(TEAC-ABTS), FRAP, DPPH, entre otros (Rubio ef al., 2016). En el presente
estudio la capacidad antioxidante sérica fue obtenida a través de los ensayos
DPPH y FRAP. El ensayo DPPH es un método basado en la reduccion del
radical DPPH en presencia de un antioxidante donador de hidrogeno que
disminuye su absorbancia (Gulcin, 2020) y nuestros resultados, obtenidos a
través de este método, sugieren que la suplementacién con cascara de
granada (200 mg/kg de peso) promueve un incremento en la CATs,
contrarrestando los efectos negativos de la dieta CAF, cuya CATs se
encontraba disminuida significativamente en comparacién con el grupo CTL
(45%) y con el grupo CAF+G (39%). Resultados similares fueron encontrados
por Ulla et al. (2017), quienes informaron que cuando se les administro a ratas
Wistar macho una dieta estandar, una dieta alta en grasa y azucar o una dieta
alta en grasa y azucar suplementada con harina de semilla de jambolan
durante ocho semanas, la cantidad de enzimas antioxidantes aumentaron
significativamente en el grupo suplementado con harina de semilla, ademas
de que disminuyd significativamente la cantidad de sustancias reactivas
implicadas en la disminucién de la capacidad antioxidante total. De manera
semejante, Gomez et al. (2021), alimentaron a ratas Wistar macho con una
dieta estandar, una dieta alta en grasa y azucar suplementada con semilla de
chia o una dieta alta en azucar y grasa suplementada con germinado de chia,
a la que se le atribuyen mas compuestos con actividad antioxidante, e
informaron que la suplementacion con germinado de chia aumenté
significativamente la CATs de las ratas, lo que correlacionaron positivamente
con la cantidad de polifenoles presentes en el germinado. No obstante, se
debe considerar que estos estudios suministraron subproductos vegetales
diferentes a los del presente trabajo, que en un caso el modelo animal fue
distinto y sobretodo que las dietas utilizadas para inducir obesidad ejercen un
impacto menor que la dieta CAF (Giudetti et al., 2020). Por otro lado, nuestros
resultados de la CATs obtenida a través del método FRAP, no mostraron
diferencias significativas. Debido a las limitaciones propias de cada método y
ya que cada uno mide diferentes componentes relacionados a la capacidad
antioxidante es que se puede explicar la variabilidad en los resultados
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obtenidos con el ensayo DPPH y el ensayo FRAP (Rubio et al., 2016). Por
ejemplo, el ensayo FRAP no estima la capacidad antioxidante de los grupos
sulfhidrilo libres de las proteinas, que tienen gran capacidad antioxidante y por
lo general, presenta valores mas bajos de capacidad antioxidante que otros
meétodos. Por otro lado, debido a que el ensayo DPPH no es especifico para
un antioxidante particular tiene la capacidad de interactuar con la mayoria de
los antioxidantes, incluso aunque estos sean deébiles, por lo que la literatura
suele reportar valores mas elevados que con otros métodos (Csepregi et al.,
2016). Por lo tanto, nuestros resultados, obtenidos a través del ensayo DPPH,
nos permiten concluir que la suplementacion con cascara de granada es
capaz de aumentar la CATs en modelos animales con OID, contrarrestando
los efectos negativos que ocasiona el consumo de una dieta CAF sobre la
capacidad antioxidante. De acuerdo con la literatura, estos efectos benéficos
se pueden explicar por el elevado contenido de polifenoles presentes en la
cascara de granada, los cuales son conocidos por su potente actividad
antioxidante (Al et al., 2016; Derakhshan et al., 2018 Ghosh et al., 2020).

12. CONCLUSIONES

Este estudio contribuye al conocimiento de los efectos de la cascara de
granada sobre la capacidad antioxidante total en un modelo animal con OID.

De esta manera, se obtuvieron las siguientes conclusiones:

1. La dieta de cafeteria induce obesidad al demostrar una mayor ganancia
de peso corporal y niveles de glucosa en ayuno aumentados en ratas Wistar

macho.

2. La suplementacion con 200mg/kg de peso de cascara de granada
reduce el peso corporal en ratas Wistar macho, aunque no de manera

significativa.

3. De acuerdo con el ensayo DPPH, la suplementacién con cascara de
granada aumenta la capacidad antioxidante sérica de ratas con obesidad
inducida por la dieta.
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ANEXOS
Resumen curricular

Adriana Anael Mellado Negrete

Candidata para el grado de Maestria en Ciencias en Nutricion

Tesis

EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON CASCARA DE GRANADA
(Punica granatum L.) SOBRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE SERICA
DE RATAS CON OBESIDAD INDUCIDA POR LA DIETA

Campo de estudio: Investigacion basica.
Datos personales: Nacida en la Ciudad de México el 2 de febrero de 1991.

Educacion: Egresada en 2019 de la Licenciatura en Nutricion y Bienestar
Integral por el Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de Monterrey
(ITESM) (Cédula profesional. 11996001).

Asistencia a congresos:
1. Il Conferencia Fundacion Iberoamericana de Nutricion (Octubre, 2022).

e Péoéster: Efecto de la suplementacion con cascara de granada
(Punica granatum) sobre el peso corporal, niveles de glucosa e
ingesta dietética en ratas con obesidad inducida por la dieta.

Estancias de investigacion en instituciones académicas nacionales:

Estancia de investigacion en el Centro de Biotecnologia FEMSA del
ITESM (Monterrey, Nuevo Ledn), a cargo de la Dra. Carmen
Hernandez Brenes. Periodo mayo-agosto 2022.

Experiencia profesional:

1. Técnicas para determinacién de capacidad antioxidante (FRAP vy
DPPH)

2. Técnicas cromatograficas (cromatografia de gases)

3. Técnicas de biologia molecular (PCR, RT-PCR, electroforesis, disefio
de oligonucledtidos)

4. Técnicas de extraccion de acidos grasos (Método Folch)

5. Trabajo experimental en cultivos celulares
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