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RESUMEN

Se sabe que la paraoxonasa 1 (PON-1) esta anclada a las lipoproteinas de alta
densidad (HDL), y es asi como viaja en el torrente sanguineo, in vivo ha
demostrado tener propiedades antioxidantes; sin embargo, esta capacidad
disminuye en condiciones aterogénicas. En este proceso ocurre la oxidacion de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y las HDL, por lo que la actividad de la
PON-1 disminuye. Por otra parte, se ha observado que los compuestos fendlicos
de algunos frutos poseen un papel protector frente al dafo oxidativo implicado en
el desarrollo de la ateroesclerosis, que es una de las primeras causas de muerte
en México. En este estudio se evalud el jugo de granada fresco, por su alta
capacidad antioxidante. Para ello, se alimentaron ratones CD-1 con una dieta
probada por ser aterogénica, a otro grupo se suplementdé con jugo de granada
diariamente. Se midieron: actividad enzimatica de la PON-1, colesterol total,
triglicéridos, HDL, LDL y peso corporal. Los resultados obtenidos mostraron un
incremento significativo en la actividad de la PON-1 (p = 0,0004), y HDL (p =
0,0129) en el grupo tratado + granada; ademas, se encontré6 una disminucién
significativa de colesterol total (p = 0,0018), LDL (p = 0,0017) y peso corporal (p =
0,0365); de tal manera que al final del estudio al hacer la comparacion entre los
grupos, no existi¢ diferencia significativa entre ellos (p > 0,05), lo que sugiere que
la suplementacion diaria de jugo llevd a niveles normales los indicadores
bioquimicos. Con esto se demuestra que el jugo de granada tiene propiedad anti-
aterogénica, por lo que su consumo de manera cotidiana podria contribuir

benéficamente ante los efectos ocasionados por la ateroesclerosis.

Palabras clave: jugo de granada., paraoxonasa 1, HDL, colesterol total,
ateroesclerosis.



I. INTRODUCCION

La ateroesclerosis es una enfermedad crénica y progresiva, que se caracteriza
por la formacion de ateromas en los vasos sanguineos y que es una de las
principales causas de muerte en México y en el mundo (Joven et al., 2006). Las
consecuencias de esta enfermedad han ocasionado en México un alto indice de
mortalidad y morbilidad, en accidentes cardiovasculares y accidentes
cerebrovasculares (Navarro, 1999). La ateroesclerosis se desarrolla durante afios
y tiene un origen multifactorial en el que estan implicados factores genéticos y
ambientales (Canales y Sanchez, 2003). La alteracion patologica sobre las
arterias grandes e intermedias, se caracteriza por el depdsito abundante de
lipidos y tejido fibroso en la pared arterial, produciendo la llamada placa
ateromatosa sobre las superficies internas de las paredes vasculares (Rodriguez

et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Proceso de iniciacion, inflamacion y aumento del estrés oxidativo en el progreso de la
ateroesclerosis. (1) VCAM-1 promueve la adhesion de monocitos. (2) MCP-1 promueven la
migracién de monocitos dentro de la intima. (3) M-CSF estimula la transformaciéon de monocitos a
macroéfagos (4) Depdésito de LDL dentro de la intima y oxidacion (LDL-ox). (5) Los macréfagos se
cargan de las LDL-ox junto con su receptor SR y se forman células espumosas. (6) Células T
promueven la proliferacion y migracion de células musculares lisas desde la media a la intima,
donde cambian su fenotipo de elastico a secretor. (7) Formacion de placa que incluye formacién
de capa fibrosa, células espumosas, células musculares lisas e inflamacion que agravan el
proceso.

Abreviaturas: (VCAM-1) Molécula de adhesion de células vasculares; (MCP-1) Proteina
quimioatractoras de monocitos; (M-CSF) Factor estimulante de colonia de macréfagos; (VSMC)
células de musculo liso vascular; (LDL) lipoproteinas de baja densidad; (LDL- ox) lipoproteinas de
baja densidad oxidadas; (SR) receptor scavenger. Tomado de Basu y Penugonda (2009).

10



La placa ateromatosa se genera principalmente por la alta concentracién de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) circulantes en suero sanguineo, éstas LDL
pueden infiltrase y depositarse en el espacio subendotelial, la cual es una zona
con poca actividad antioxidante, las células de la pared arterial secretan por su
propio metabolismo, diversas sustancias oxidantes que rapidamente provocan la
oxidacion de los lipidos atrapados en el espacio subendotelial (Canales y
Sanchez, 2003). Las LDL oxidadas (LDL-ox) provocan que las células endoteliales
secreten sustancias quimioatractoras y promuevan la adhesion de monocitos y su
posterior transformacion a macrofagos; los macrofagos a su vez, se cargan de
fagocitar el material lipidico oxidado en grandes cantidades, transformandose en
células espumosas, al mismo tiempo ocurre la movilizacion de células de musculo
liso originando la formacion de la placa ateromatosa, ocasionando el
endurecimiento y estrechamiento cada vez mas de la arteria que agrava el

proceso (Basu y Penugonda, 2009).

La placa puede ser estable, con crecimiento lento, desorganizando la arquitectura
reduciendo el flujo sanguineo; por otra parte, la placa inestable es mas danina
debido a que puede romperse y al exponer su contenido, provoca la formacion de
coagulos, resultando la formacién de trombos que bloquean en forma brusca el
flujo sanguineo, su efecto inmediato es un infarto cardiaco o un derrame cerebral

(Fernandez, 1999).

Existen factores de riesgo que promueve el desarrollo de la enfermedad como:
hipertension arterial, alta concentracion de LDL, tabaquismo, malos habitos
alimentarios y falta de actividad fisica (Navarro, 1999). Sin embargo, si se detecta

a tiempo, se puede retrasar o detener el progreso, lo cual para su tratamiento se
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emplean drogas hipolipemiantes para disminuir la concentracion de LDL, ya que
niveles elevados de LDL suele ser un factor de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad (Beltowski et al., 2003). Sin embargo, existen alternativas naturales
para disminuir el uso de farmacos, tal es el caso del jugo de granada, el cual ha
demostrado tener propiedades anti-aterogénicas (Aviram et al., 2000; Kaplan et

al., 2001; Rosenblat et al., 2006).

Por su parte, la granada roja es un fruto que ha mostrado tener tres veces mayor
capacidad antioxidante que otros frutos como: la naranja, la uva, e incluso que el
arandano (Jurenka, 2008); asimismo, presenta mayor capacidad antioxidante que
el vino tinto y el té verde (Gil et al., 2000). El fruto, ha mostrado tener diversas
propiedades medicinales y nutricionales debido a que posee numerosos
compuestos quimicos de alto valor biolégico, destacando: compuestos
polifendlicos como flavonoides, (principalmente antocianinos), favonoles (luteolina
y quercitina) y taninos hidrolizables (elagitaninos y punicalaginos) asi como
vitaminas y minerales (Jurenka, 2008; Coop 2011). Aparentemente, estos
compuestos son los principales en conferir los diversos beneficios a la salud

(Barberan, 2010).

Debido a sus propiedades antioxidantes, el consumo de granada podria tener un
efecto benéfico en disminuir y neutralizar el incremento del estrés oxidativo que
ocurre en el organismo (Aviram et al., 2000). Como se sabe, los antioxidantes,
son sustancias quimicas con capacidad de minimizar el proceso oxidativo y
mantiene el equilibrio pro-oxidante/antioxidante del organismo. Estos

antioxidantes pueden ser no enzimaticos y enzimaticos (Montes, 2004).
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1.1.1. Antioxidantes no enzimaticos
En este grupo estan los enddgenos (glutation reducido, albumina, bilirrubina) y
exdégenos (vitaminas C, E y algunos minerales como magnesio, zinc, selenio) que

funcionan como cofactores de las enzimas antioxidantes (Montes, 2004).

1.1.2. Antioxidantes enzimaticos

En este grupo se encuentran diversas enzimas como la superoxido dismutasa, la
catalasa, las glutation peroxidasas y la paraoxonasa 1 (PON-1); ésta ultima, es
poco explorada como las anteriores pero existe gran interés en ella, ya que se ha
demostrado que previene de la oxidacién de las LDL y las HDL (Montes, 2004;

Rodriguez et al., 2006).

1.1.3. Generalidades de las PONs

Las paraoxonasas son una familia de enzimas compuestas por tres miembros:
PON-1, PON-2 y PON-3. ElI miembro mas estudiado es la paraoxonasa 1 (PON-
1). La enzima PON-1 [EC 3.1.8.1 arildialquilfosfatasa], es una esterasa
dependiente de calcio (Figura 2), asociada a las HDL y que es codificada por el

gen PON-1 (Ferretti et al., 2004).

En humanos, la PON-1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 7 entre la
posicion q21.3-g22.1 y es una proteina compuesta de 354 aminoacidos con un
peso molecular de 43-45 kilodaltones (kDa) (Catano, 2005). En mamiferos, la
PON-1 se sintetiza en el higado y se localiza sobre la superficie de las HDL, que
€S como viaja en el suero sanguineo, por lo que se piensa que la enzima es anti-

aterogénica (Rodriguez et al., 2006).
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La PON-1 es capaz de hidrolizar cierto numero de sustratos especialmente a
compuestos organofosforados, como el paraoxén (de ahi su nombre); como dato
interesante, peces, artropodos y aves, no tienen esta enzima por lo que estos
organismos son mas sensibles a este tipo de compuestos (Catafio, 2005). Sin
embargo, hasta ahora se desconoce su papel fisioldgico de la PON-1 (Guxens et

al., 2008).

Se sabe que en humanos, la PON-1 es una proteina polimérfica, con varios
polimorfismos, tanto en la regién promotora como en la regiéon codificante. Los
polimorfismos mas estudiados son dos de la region codificante (PON-149, y PON-
155); en PON-149; existe una sustitucién del aminoacido glutamina (Q) por arginina
(R), éste polimorfismo, causa una diferente actividad hidrolitica hacia diferentes
substratos (paraoxén, diazoxon, clorpirifos oxon, etc); por ejemplo, el alelo R
hidroliza mas eficientemente paraoxén que el alelo Q, aunque se ha visto que el
polimorfismo no influye en la capacidad antioxidante de la PON-1 en prevenir de
la oxidacién de LDL y de las propias HDL (Guxens et al., 2008) En el polimorfismo
PON-155 existe una sustitucion del aminoacido leucina por metionina (L/M); este
polimorfismo aun no esta claro si es determinante de diferentes concentraciones
séricas de la proteina PON-1 y es actualmente el mas investigado (Nidhi et al.,

2009).
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Atomos de Ca2*

Figura 2. Estructura molecular de la paraoxonasa 1 (PON-1). Se muestra la localizacién intra-
molecular de la interaccién con el calcio (un atomo de calcio es encargado de estabilizar la
estructura y el otro se encarga de la actividad catalitica), presenta seis laminas [ plegadas
(numeradas del 1 al 6), cada lamina formada a su vez por cuatro filamentos 8 (nombradas de la A
a la D) y tres a hélices que participan en el anclaje a las particulas HDL. Tomado de Harel et al.
(2004).

.1.4. Granada

El nombre cientifico de la granada, es Punica granatum L., “Punica” le fue
atribuido por los romanos, ya que este arbusto fue introducido en las zonas
mediterraneas por los cartagineses durante las Guerras Punicas y “granatum” que
significa manzana granulada y se refiere a la abundancia de las semillas del fruto
(Teixeira et al., 2013). La granada es un fruto muy antiguo, valorado por diversas
culturas. El cientifico ruso Vavilov situa su origen en el centro de oriente proximo,
que incluye el interior de Asia Menor, Transcaucasia, Iran y las tierras altas de
Turkmenistan, extendiéndose por todo el mediterraneo, India y China. Se introdujo

a México en el siglo XVI, por los misioneros esparioles (Benavides et al., 2010).

1.1.5. Descripcion taxondémica y botanica

La familia Punicaceae estd compuesta por un género y dos especies (Punica
protopunica L. y Punica granatum L.) (Tabla 1), siendo la mas importante Punica
granatum L. que se cultiva por sus frutos, que son comestibles (Teixeira et al.,
2013).
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Tabla 1. Clasificacion taxonémica de la granada. Tomado de Andreu et al. (2008).

Division Fanerégamas
Clase Dicotiledoneas
Subclase Arquiclamideas
Orden Myrtales
Familia Punicaceae
Género Punica

Especie P. protopunica L.

P. granatum L.

Desde el punto de vista botanico, la granada es el fruto del granado, pequefio
arbol caducifolio, con porte arbustivo (corona densamente ramificada) que puede
alcanzar de 1 a 5 metros de altura. El tronco es delgado, torcido, liso. Las flores
son hermafroditas, de color rojo naranja, muy atractivas, solitarias o en pequefios
grupos al final de las ramas. El fruto es una baya grande, globosa, coronada por
el céliz, carnoso y persistente, de corteza gruesa coriacea, color rojo brillante o
verde amarillento, formado por varias cavidades polispermas, separadas por
membranas carpelares (pericarpio) lleno de semillas (arilos). El fruto es

indehiscente de tipo balausta (Teixeira et al., 2013; Coop, 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Granada (Punica granatum L.). A: maduracion de granadas en el arbol. Corte
longitudinal de la fruta mostrando las semillas (a). Parte comestible (arilo) (b); B: Rama en
floracion. Corte longitudinal de la flor (c). Fruta (d). Corte longitudinal de la fruta mostrando las
semillas (e). Arilo (f). Tomado de Coop (2011).

1.1.6. Distribucion

La granada se cultiva especialmente en regiones tropicales y subtropicales, en
climas templados calidos; puede crecer en cualquier tipo de suelo, aunque los
Optimos para su desarrollo deben ser ligeros, permeables, profundos y secos. El
arbol suele tolerar la sequia, el exceso de humedad, la salinidad, la clorosis férrica
y caliza activa (Benavides et al., 2010). Dentro de los principales paises
productores del fruto se encuentran: Afganistan, China, Espana, E.U.A, India, Irak,
Iran, Israel, Pakistan, Siria, Tunez y Turquia; siendo Iran el principal productor con
mas de 650,000 toneladas por afo e Israel con la mas baja producciéon a nivel
mundial con 20,000 toneladas por afo, segun datos registrados en el afio 2009

(Barberan, 2010).
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En México se cultiva en 16 estados (Tabla 2), siendo los estados con mayor

produccion anual: Oaxaca, Hidalgo y Guanajuato. En lo que respecta al estado de

Hidalgo, los municipios con mayor produccion son Tasquillo y Chilcuautla (Tabla 3)

(SAGARPA, 2013).

Tabla 2. Produccién anual en toneladas (Ton) a nivel nacional de granada, en los
afos 2007 a 2012.

Estado 2007 2008 2009 2010 2011 2012
(Ton) (Ton) (Ton) (Ton) (Ton) (Ton)
Aguascalientes 36.00 18.00 20.00 24.00 8.00 0
Baja California 25.20 24.15 91.00 21.00 22.40 36.00
Coahuila 110.40 104.00 102.40 125.00 110.00 70.00
Colima 42.50 45.00 132.00 140.75 130.10 114.00
Guanajuato 1,314.00 796.00 805.00 676.00 524.00 1,076.50
Hidalgo 831.00 1,030.00 1,087.00 1,092.50 983.00 911.80
Jalisco 45.50 65.30 69.15 63.00 57.84 55.50
México 250.60 166.80 190.32 164.00 231.50 37.50
Michoacan 160.00 160.00 150.00 40.80 48.00 40.00
Morelos 0 150.00 200.00 0.00 0.00 90.00
Oaxaca 1,150.62 934.35 1,404.45 1,200.67 1,362.88 1,224.04
Puebla 0 0 140.00 40.50 138.00 134.80
Querétaro 12.50 12.00 9.00 12.00 10.75 11.00
San Luis Potosi 45.00 54.00 54.00 55.08 54.00 46.35
Sonora 108.00 170.00 218.00 704.00 360.00 586.92
Zacatecas 12.00 10.50 12.00 12.07 11.40 10.50
Total 4,143.32 3,740.10 4,684.32 4,371.37 4,051.87 4,444.91

Tabla 3. Produccién estatal en toneladas (ton) en Hidalgo, en los afnos 2007 a

2012.
Municipio 2007 2008 2009 2010 2011 2012
(Ton) (Ton) (Ton) (Ton) (Ton) (Ton)
Chilcuautla 0.00 208.00 260.00 280.00 240.00 200.00
Metzquititlan 72.00 60.00 60.00 60.00 66.00 66.60
Metztitlan 75.00 75.00 75.00 67.50 75.00 60.00
Tasquillo 630.00 630.00 630.00 625.00 546.00 529.20
Tecozautla 34.00 37.00 38.00 35.00 32.00 36.00
Zimapan 20.00 20.00 24.00 25.00 24.00 20.00
Total 831.00 1,030.00 1,087.00 1,092.50 983.00 911.80
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1.1.7. Composicion de la granada

El jugo de granada contiene numerosos compuestos quimicos los cuales ejercen
un efecto benéfico a la salud, especialmente debido a su capacidad antioxidante.
La capacidad antioxidante se debe principalmente a los compuestos fendlicos
como flavonoides (antocianinos), los cuales también proporcionan color a la fruta
(Lansky y Newman, 2007); ademas, presenta un alto contenido en punicalaginos,
un potente componente antioxidante (Gil et al., 2000). El jugo ademas contiene
vitaminas y minerales como potasio, calcio, fésforo y magnesio, en general es
bajo en carbohidratos (principalmente fructosa y glucosa), acidos organicos,

grasas y proteinas (Tabla 4) (Andreu et al., 2008).

Diversos compuestos presentes en la granada tienen propiedades benéficas a la
salud, como es el caso del acido galico y elagico (Aviram et al., 2008); asi como
otros flavonoides del jugo como son los antocianinos (Miguel et al., 2010).
Ademas, en las diferentes partes de la granada (corteza del fruto, membranas
carpelares, semillas, flores, hojas y raiz) se encuentran numerosos compuestos
fendlicos que tienen un efecto benéfico en la salud (Figura 4) (Aviram et al., 2008;

Al-Muammar y Khan, 2012).
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Tabla 4. Informacion nutrimental de 100 g de granada. Tomado de Coop (2011).

Nutriente Unidad Valor por 100g
Agua g 77,93
Contenido energético Kcal 75.5
Proteina g 1.67
Grasas (Lipidos) g 1,17
Carbohidratos g 17.93
Fibra dietética g 2,3
Azlcares totales g 14.98
Sodio mg 3.0
Vitamina C mg 10.20
Vitamina E mg 0,60
Vitamina B3 mg 0.29
Colesterol mg 0.00
Fosforo mg 13.67
Hierro mg 0.30
Calcio mg 10.00
Potasio mg 236.00
Zinc Mg 0.35
Selenio Mg 0.50
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2. Flavonoides

(e) oleandlico

8. Coenzima Q-10

Proteccion y prevencion contra la obesidad, diabetes,

enfermedades cardiovasculares, hipertension,
hipercolesterolemia y anti- aterogénico

Extracto de hojas Extracto de flores Corteza Jugo de granada Semillas
de granada de granada
\ { { ! {

1 Taninos 1. Polfenoles 1. Fendlicos 1. Fendlicos 1. Acido linoléico

(a) punicalina (a) acido galico 2. Flavonoides 2. Flavonoides 2 Acido linolénico

(b) pedunculagina (b) acido 3. Elagttaninos 3. Polifenoles 3. Acido punicico

(¢) 4cido gélico elagico 4. Proantocianidinas | | 4. Taninos 4. Acido estedrico

(d) &cido elagico 5. Polisacaridos 5. Antocianinas 5. Acido palmitico
2. Triterpenos complejos 6. Vitamina C 6. Fitoesteroles
(d) Ursdlico 1. Vitamina E

Figura 4. Principales componentes fendlicos presentes en la granada y sus

efectos benéficos en la salud. Tomado de Al-Muammar y Khan (2012).
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1.1.8. Usos de la granada en la industria

La pulpa de granada madura, es una buena fuente de jugo que sirve como base
para la elaboracion de bebidas, jarabes y otros productos similares (Viladomiu et
al., 2013). El pericarpio se emplea para tefir y en el arte de curtido (Andreu et al.,
2008). La corteza de las raices contiene un alcaloide llamado pieleterina que se
emplea por sus propiedades vermifugas (Benavides et al., 2010). En la cocina, los
arilos se usan como condimento y la planta se utiliza con fines ornamentales, por

la belleza de sus flores (Jurenka, 2008).
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Il. ANTECEDENTES

I.1.1. Empleo de la granada en la salud

Desde la antigiedad se han conocido las propiedades medicinales de la granada,
Plinio el Viejo (23-79 DC.) escribi6 sobre ella y sus propiedades medicinales en su
Historia Naturalis. En la medicina Ayurvédica (medicina hindu), la granada era
considerada en si misma, una buena alternativa como antiparasitario, antidiarreico
y para la curacion de ulceras de la boca (Basu y Penugonda, 2009). Sin embargo,
en la red de internet solo se puede ubicar entre 1950 y 1999, 25 publicaciones
cientificas sobre el uso de la granada en la medicina. (Jurenka, 2008). La base de
datos de PubMed, a partir del aino 2000 hasta la actualidad, revela que se han
publicado mas de 677 nuevos trabajos cientificos relacionados con la granada y

muchos de ellos sobre sus efectos en la salud (Viladomiu et al., 2013).

Debido a sus componentes con altor biolégico y a sus propiedades funcionales, el
fruto se considera un alimento funcional (Barberan, 2010). Dentro de dichas
propiedades se encuentran: anti-cancerigeno (Malik y Mukhtar, 2006; Lansky y
Newman, 2007); anti-microbiano (Neurath et al., 2004; Al-Zoreky, 2009)
antioxidante (Gil et al., 2000; Chidambara et al., 2002; Rosenblat et al., 2006;
Mertens et al., 2006; Guo et al., 2008, Jurenka, 2008; Miguel et al., 2010), anti-
inflamatorio (Schubert et al., 1999; Ahmed et al., 2005) anti-aterogénico (Aviram et

al., 2000, 2004; Fuhrman et al., 2005; Rosenblat et al., 2006).

1.1.2. Ateroesclerosis como problema

La ateroesclerosis es una enfermedad que se caracteriza por el depdsito y
acumulo de colesterol oxidado en la pared de los vasos sanguineos lo que
ocasiona un deterioro progresivo y una reduccion del flujo sanguineo. Esto

ocasiona sintomas como dolor toracico, dificultad para respirar o dolor en las
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extremidades e inicialmente los sintomas no se manifiestan hasta que se produce
una complicacion (Navarro, 1999; Joven et al., 2006). Desde hace varias décadas
se comenzd a responsabilizar al aumento de los lipidos y especialmente al
colesterol, como uno de los factores que favorece el aumento del estrés oxidativo,
el cual a su vez conduce a un mayor dafo y alteracion de la homeostasis
intracelular, favoreciendo el desarrollo de procesos patoldgicos incluyendo el dafo

endotelial y la ateroesclerosis (Fernandez, 1999).

1.1.3. Estudios sobre la PON-1

En 1946, Abraham Mazur fue el primero en reportar la presencia de una enzima
en el tejido animal que era capaz de hidrolizar compuestos organofosforados.
Esto llevd a la identificaciéon inicial de la enzima paraoxonasa sérica humana

PON-1 en la década de 1950 (Van Himbergen et al., 2006).

La PON-1 (EC 3.1.8.1) se identificé inicialmente en el campo de la toxicologia
puesto que era capaz de hidrolizar organofosforados sintéticos como pesticidas
(paraoxon, metabolitos oxones de clorpirifés y de diazinébn) o gases nerviosos

(sarin y soman) (Catafo, 2005).

La enzima PON-1 es una proteina que se ha identificado en los mamiferos y que
no se encuentra en peces e invertebrados (Canales y Sanchez, 2003). Existe una
gran similitud en la organizacién estructural de los genes PON-1 de humanos y de
ratones, de lo que se deduce su importancia metabdlica en los mamiferos (Nidhi

et al., 2009).

1.1.4. Paraoxonasa 1y ateroesclerosis
Se ha demostrado que existe una relacion inversa entre las HDL y el riesgo de

desarrollar ateroesclerosis (Valenzuela et al., 2006). Se ha sugerido que la PON-1
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tiene un papel protector ante este proceso (Durrington et al., 2001). Esto se basa
en un estudio realizado en ratones knock out PON-1, a un grupo de estos ratones
fueron alimentados con una dieta aterogénica, mientras que a otro grupo de
animales normales, se le administré una dieta estandar y sirvieron como grupo
control; el primer grupo fue mas susceptible a desarrollar ateroesclerosis en
comparacioén del segundo. Esto demostré que la PON-1 puede jugar un papel en
el desarrollo de ateroesclerosis (Tward et al., 2002). En otro estudio, in vitro se
midio la actividad de la PON-1 en pacientes con enfermedad cardiovascular, se
encontré que la actividad esta disminuida significativamente en estos pacientes,
comparado con sujetos sanos, esta actividad fue independiente de los
polimorfismos de la proteina (Gamboa et al., 2008). En otro estudio en el afio
2008, se encontré que el alelo R del polimorfismo PON-14g; (Q/R), es factor de
riesgo de sufrir un infarto cardiaco (Guxens et al., 2008), esto hace que algunos
puedan ser mas susceptibles a sufrir un accidente cardiovascular por la baja
actividad enzimatica de la PON-1. Sin embargo, la edad, los malos habitos
alimentarios, el tabaquismo y el alcoholismo afectan la actividad de la PON-1
(Fridman et al., 2011). Se ha demostrado que en modelos animales la actividad
puede ser incrementada de manera exdgena, mediante la ingesta de alimentos
con alto contenido en antioxidantes como es el caso del jugo de granada, que ha
mostrado eficiencia en la neutralizacion de los radicales libres, ya que aumenta la
capacidad antioxidante en plasma (Aviram et al., 2000; Fuhrman et al., 2005;

Rosenblat et al., 2006).
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ll. JUSTIFICACION
Es de interés conocer como influye la actividad enzimatica de la PON-1, en el
proceso del desarrollo de la ateroesclerosis, ya que esta enzima podria ser un

blanco para prevenir o detener el desarrollo de la enfermedad.

En este estudio se considera la utilizacion del jugo de granada como una fuente
natural con alto contenido en compuestos fendlicos; el cual podria inducir el

incremento de la actividad de la PON-1.

Se ha demostrado que la PON-1 presenta propiedades anti-aterogénicas, si el
consumo de jugo de granada tiene la capacidad de incrementar la actividad de la
PON-1, se podria establecer un mecanismo de accién de la granada como anti-
aterogénico por aumentar de manera exdégena la actividad de la PON-1, por lo

que podria inhibir o retardar el desarrollo de la ateroesclerosis.

Su uso en la salud, podria disminuir los costos econémicos y sociales que tienen
las enfermedades cardiovasculares, al mejorar la calidad de vida o retrasar sus
efectos, debido a que la ateroesclerosis encabeza la lista de las principales
causas de muerte y tienen un alto costo econémico per capita. Asimismo, se

podria estimular el consumo de la granada.

IV. HIPOTESIS

La administracion de una dieta aterogénica y la suplementacion diaria con jugo
fresco de granada en ratones CD-1, aumentan significativamente la actividad
enzimatica de la PON-1, los niveles de HDL en suero y disminuye de manera

significativa, los niveles de colesterol total, LDL, triglicéridos y peso corporal.
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V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la suplementacion diaria de jugo fresco de granada sobre la
actividad de la PON-1, los niveles de colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos y

peso corporal en ratones CD-1 alimentados con una dieta aterogénica.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Evaluar como influye la suplementacién diaria de jugo de granada durante
cinco meses sobre la actividad enzimatica de la PON-1 en suero sanguineo

de ratones CD-1 alimentados con una dieta aterogénica.

2. Determinar como influye la suplementacion diaria de jugo de granada
durante cinco meses sobre los niveles bioquimicos de colesterol total, HDL,

LDL, y triglicéridos en ratones CD-1 alimentados con una dieta aterogénica.

3. Determinar cémo influye la suplementacion diaria de jugo de granada
durante cinco meses sobre la masa corporal en ratones CD-1 alimentados

con una dieta aterogénica.

4. Evaluar el papel de la PON-1 como posible molécula blanco para el

tratamiento de la ateroesclerosis
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VIl. MATERIALES Y METODOS

Los estudios experimentales con animales del presente proyecto, fueron llevados
a cabo bajo guias de cuidado animal del Bioterio del ICSa.

El disefio experimental del presente trabajo se muestra en la Figura 5.

Vil.1.1. Animales y dietas

En este proyecto se emplearon 54 ratones macho de la cepa CD-1 del Bioterio del
ICSa, con un peso entre 20-25 g, se formaron aleatoriamente tres grupos: control,
tratado y tratado + granada. Todos los grupos tuvieron acceso de agua ad libitum,
el grupo control fue alimentado con una dieta comercial Harlan Tekla®, y otros dos
grupos experimentales fueron alimentados con dieta comprobada por ser
aterogénica segun reportada por Shimada et al. (1996), la cual consiste en: 1.25%
(peso/peso) de colesterol, 0.05% (peso/peso) de colato de sodio, 15%
(peso/peso) de grasa saturada en forma de mantequilla de cacao. El grupo
tratado + granada fue suplementado diariamente con 300 pL de jugo de granada

fresco (~ 8 umol polifenoles totales) por via intragastrica utilizando una canula.

VIl.1.2. Obtencion de granada

Granada roja fue obtenida del municipio de Tasquillo Hidalgo, México. Las
granadas se lavaron y para la obtencion del jugo, se realizé un corte longitudinal
del fruto y con ayuda de un exprimidor casero se exprimieron los arilos para
obtener el jugo, el cual fue empleado de inmediato o en su caso se almacend en
congelacion a -4 °C hasta su uso.

VII.1.3. Sacrificio y medicion de las variables

Al inicio (tiempo cero) y en cada mes se sacrificaron tres animales por
decapitacion, previo a esto, el alimento fue retirado. Se colectd la mayor cantidad
de sangre total en tubos Eppendorf, posteriormente se centrifugd la muestra a
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2500 rpm para la obtencién de suero sanguineo, el cual fue empleado para medir
con kit enzimaticos (Roche diagnostics, Manheim, Alemania), los niveles de
colesterol total, fraccion de colesterol HDL vy triglicéridos. La fraccion de colesterol
LDL se calcul6 con la formula de Friedewald et al. (1972).

VII.1.4. Medicién de la actividad de la PON-1

La medicion de la actividad PON-1 se realizd mediante un método semi-
automatizado (Charlton et al., 2006). Este método emplea un sistema de medicion
en microplaca de 96 pozos y un lector de micro-placas (Bio-Tek Junior). La
programacion de los parametros fueron los siguientes: Modo cinético, filtro de 405
nm, tiempo log 0.42 m, intervalo de tiempo 1.25 m, tiempo total de medicion 5
min. La temperatura de medicion de la actividad fue entre 24.5-25.5 °C.
Basicamente, el método consisti6 en adicionar 10 uyL de muestra (suero
sanguineo) por duplicado en la columna de la microplaca, se agregaron 200 pL
del substrato de paraoxén (3.3 mM), mismo que se prepard en el momento de su
uso, este método consistio en agregar paraoxdén a un regulador conteniendo 2
mM de CaCl, y 100 mM de Tris pH= 8.0. Como muestra blanco, se agregaron 210
ML del substrato de paraoxon en otra columna de pozos. Los valores de
absorbancia a 405 nm fueron grabados y procesados (incluyendo el factor de
correccion de paso de luz) por el mismo lector que nos dio valores expresados en
nmol.min".mL™". Para el analisis de los datos, se utilizd un paquete estadistico
(GraphPad Prism 5.01. San Diego California, USA), se emplearon pruebas de t de
Student para la comparacion de medias y pruebas de ANOVA y post-hoc para la
comparacion de mas de dos grupos. Los resultados fueron expresados como la
desviacion estandar de la distribucién de la muestra media. Las diferencias fueron

consideradas significantes si p <0.05.
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Figura 5. Diagrama de flujo de la metodologia empleada para el estudio

experimental.
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VIll. RESULTADOS

VIIl.1.1. Actividad enzimatica de la paraoxonasa 1 (PON-1)

Los datos de actividad de la PON-1 entre los diferentes grupos tratados se
muestran en la Figura 6. Después de la suplementacion con jugo de granada de
manera cotidiana en el grupo tratado + granada, se observa, un incremento en la
actividad de la PON-1 a partir del segundo mes de experimentacion comparado
con el grupo tratado (sin suplementacion con jugo); a partir del cuarto mes y
quinto mes, éste incremento, fue estadisticamente significativo (p < 0,001 y p =
0,0004, respectivamente); al final, los valores de actividad de la PON-1 son
cercanos al grupo control; al realizar la comparacidén entre el grupo control y el
grupo tratado + granada, no se encontraron diferencias significativas (p = 0,2026),

lo que sugiere que la suplementacion contrarresta el efecto de la dieta.

tD=<0.0001| , P=02821 P =0,0204 ( P=00133 P =02026
I L I 1 I 1 I 1 I 1
p = 0,0002 p=0,0232 p = 0,0026 p=0,0002 p = 0,0006
— — — — —
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Figura 6. Actividad de la PON-1 en suero sanguineo de ratones CD-1. El grupo control fue
alimentado con una dieta estandar, y otros dos grupos experimentales (tratado y tratado +
granada) fueron alimentados con dieta comprobada por ser aterogénica. El grupo tratado +
granada fue suplementado cotidianamente con 300 pL de jugo fresco de granada roja por cinco
meses. Diferencias significativas se encontraron principalmente a partir del cuarto y quinto mes en
el grupo suplementado en comparacion con el grupo tratado (sin suplementacion).
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VIIl.1.2. Determinacion de colesterol total

Al inicio del estudio, los dos grupos alimentados con una dieta aterogénica,
mostraron un incremento significativo en los niveles de colesterol total en
comparaciéon con el grupo control (Figura 7). A partir del segundo mes, el grupo
tratado + granada, disminuyo los niveles de colesterol total en comparacion con el
grupo tratado; teniendo diferencias significativas en el cuarto y quinto mes (p =
0,0013 y p = 0,0018, respectivamente). Al comparar los valores de colesterol total
del cuarto y quinto mes del grupo tratado + granada con el grupo control, no se
encontraron diferencias significativas (p = 0,2306 y p = 0,5493, respectivamente),
lo que sugiere que la suplementacién con jugo, contribuyé a tener valores
cercanos al grupo control, a pesar que el grupo tratado + granada recibidé una
dieta aterogénica (rica en colesterol). Por lo contrario, al comparar los valores del
grupo tratado del cuarto y quinto mes, con el grupo control, se encontraron
diferencias significativas en los niveles de colesterol (p = 0,0005 y p = 0,0193,
respectivamente), lo que comprueba que la dieta aterogénica incrementd los

niveles de colesterol en los ratones.

| p< 0.00(&1: I p=00122 : (B= 00078 | , Pp=0.2306 |  Pp=0,5483
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Figura 7. Colesterol total en suero sanguineo de ratones CD-1. El grupo control fue alimentado
con una dieta estandar, y otros dos grupos experimentales (tratado y tratado + granada) fueron
alimentados con dieta comprobada por ser aterogénica. El grupo tratado + granada fue
suplementado cotidianamente con 300 pyL de jugo fresco de granada roja por cinco meses.
Diferencias significativas se encontraron a partir del cuarto y quinto mes en el grupo tratado +
granada en comparacion con el grupo tratado (sin suplementacion).
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VIII.1.3. Fraccién de colesterol HDL

Para este caso, los niveles de la fraccion de colesterol HDL del grupo tratado +
granada (Figura 8), disminuyen significativamente comparado con el grupo control
(p = 0,0150) e incluso comparado con el grupo tratado (sin suplementacion) (p =
0,0233). No obstante, tras la suplementacion diaria en el grupo tratado + granada,
se observa, que a partir del tercer mes de tratamiento, los valores de HDL se
incrementan significativamente comparado con el grupo tratado (p = 0,0362),
teniendo en el quinto mes una diferencia altamente significativa (p = 0,0129); a
pesar que ambos grupos se alimentaron con la misma dieta inductora de
ateroesclerosis. En el quinto mes de experimentacion se observa una disminucion
significativa en los niveles de la fraccion de colesterol HDL en el grupo tratado,
comparado con el grupo control (p = 0,0027). Sin embargo, es interesante
destacar que con la suplementacién de jugo en el grupo tratado + granada, los
valores de HDL estan por encima del grupo control, sin embargo, el incremento no

es estadisticamente significativo (p = 0,6779).
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Figura 8. Fraccion de colesterol HDL en suero sanguineo de ratones CD-1. El grupo control fue
alimentado con una dieta estadndar, y otros dos grupos experimentales (tratado y tratado +
granada) fueron alimentados con dieta comprobada por ser aterogénica. El grupo tratado +
granada fue suplementado cotidianamente con 300 pL de jugo fresco de granada roja por cinco
meses. Diferencias significativas se encontraron a partir del cuarto y quinto mes en el grupo
tratado + granada en comparacién con el grupo tratado (sin suplementacion).
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VIII.1.4. Fraccion de colesterol LDL

Los resultados de la fraccion LDL se muestra en la Figura 9, como se puede
observar, en el primer mes de experimento, se observa que el grupo tratado +
granada tuvo un incremento significativo de niveles de LDL comparado con el
grupo tratado (p = 0,0019); sin embargo, en los meses posteriores la
concentracion de LDL se fue invirtiendo de tal manera que al final del
experimento, el grupo tratado + granada mostro estadisticamente los niveles de
LDL mas bajos, en comparacién con el grupo tratado (sin suplementacién) (p =
0,0017); a pesar de que ambos grupos recibian la misma dieta aterogénica. Al
hacer la comparacion entre el grupo tratado + granada con el grupo control, no se
encontraron diferencias significativas (p = 0,0917), lo que sugiere que la
suplementacién influyé en la disminucion de LDL, alcanzando valores similares
del grupo control. Por lo contrario, al comparar el grupo tratado con el grupo
control se encontraron diferencias significativas en los niveles de LDL (p =
0,0002), lo que comprueba que la dieta aterogénica incremento los niveles de LDL

en los ratones.
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Figura 9. Niveles de colesterol LDL en suero de ratones CD-1. El grupo control fue alimentado con
una dieta estandar, y otros dos grupos experimentales (tratado y tratado + granada) fueron
alimentados con dieta comprobada por ser aterogénica. El grupo tratado + granada fue
suplementado cotidianamente con 300 pyL de jugo fresco de granada roja por cinco meses.
Diferencias significativas se encontraron a partir del cuarto y quinto mes en el grupo tratado +
granada en comparacion con el grupo tratado (sin suplementacion).
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VIII.1.5. Triglicéridos

Los datos de los niveles de triglicéridos se muestran en la Figura 10, como se
puede observar, a partir de la alimentacion con dieta aterogénica, los valores de
triglicéridos disminuyen a lo largo de todo el experimento, lo que fue contrario a lo
que se esperaba. De acuerdo con esto el jugo de granada no tuvo efecto
significativo, sin embargo, se observa una disminucion de triglicéridos en el grupo
tratado + granada en comparacion con el grupo tratado aunque ésta disminucion
no fue significativa (p> 0,05); por otra parte, los valores de triglicéridos del grupo
control se mantuvieron constantes a lo largo del experimento, por lo que la dieta
comercial tampoco influy6é en el aumento del perfil lipidico en este grupo.
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Figura 10. Niveles de triglicéridos en suero sanguineo de ratones CD-1. El grupo control fue
alimentado con una dieta estandar, y otros dos grupos experimentales (tratado y tratado +
granada) fueron alimentados con dieta comprobada por ser aterogénica. El grupo tratado +
granada fue suplementado cotidianamente con 300 pL de jugo fresco de granada roja por cinco
meses. No se encontraron diferencias significativas al final del estudio, aunque el grupo tratado +
granada mostro los niveles mas bajos en comparacién con el grupo tratado (sin suplementacion).
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VIIl.1.6. Peso corporal

Los resultados mostrados en la Figura 11, muestran que después de cinco meses
de tratamiento con dieta aterogénica, se observé una ganancia de peso en el
grupo tratado, comparado con el grupo control (p = 0,0539). Al final del estudio, se
observé una diferencia significativa en la disminucién de peso entre el grupo
tratado + granada, comparado con el grupo tratado (p = 0,0365) e incluso
comparado con el grupo control, sin embargo, ésta disminucidn de peso no es

estadisticamente significativo (p > 0,05).
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Figura 11. Diferencias en el peso corporal de ratones CD-1. El grupo control fue alimentado con
una dieta estandar, y otros dos grupos experimentales (tratado y tratado + granada) fueron
alimentados con dieta comprobada por ser aterogénica. El grupo tratado + granada fue
suplementado cotidianamente con 300 pyL de jugo fresco de granada roja por cinco meses.
Diferencias significativas en el peso corporal se encontré en el quinto mes en el grupo tratado +
granada, en comparacion con el grupo tratado (sin suplementacion).
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IX. DISCUSION

El jugo de granada ha mostrado tener propiedad anti-aterogénica, tanto en
modelos animales como en humanos (Aviram et al., 2000, 2004; Boullier et al.,
2001; Sezer et al., 2007; Davidson et al., 2009), y esto es debido probablemente a
los compuestos fendlicos, los cuales tienen accién antioxidante que protege frente
a los radicales libres retrasando el proceso de envejecimiento de las células, cuya
actividad captadora de radicales libres ha sido demostrada en distintos estudios

(Espin et al., 2000 ; Gil et al., 2000).

Por otra parte, la paraoxonasa 1 (PON-1) ha demostrado tener in vivo
propiedades anti-aterogénicas debido a que previene de la oxidacién de las LDL y
HDL (Rodriguez et al., 2006), por su capacidad de hidrolizar lipidos oxidados,
fosfolipidos y ésteres de colesterol peroxidados ante un proceso ateroesclerotico
(Montes, 2004). Actualmente, la incidencia de la ateroesclerosis en México es un
problema de salud publica, en el cual se acompana por una aceleracion del estrés
oxidativo (Navarro, 1999). Por ello, conocer los niveles de la PON-1 podria ser
esencial, para establecer la susceptibilidad de sufrir un accidente cardiovascular

(Guxens et al., 2008).

En los resultados obtenidos se observa una disminucion de peso corporal (Figura
11) en ratones CD-1 suplementados con jugo de granada, lo cual puede deberse
a la composicion del fruto, el cual contiene 80% de agua y alrededor de 15 %
azucares, como lo reporta Benavides et al. (2010), estas propiedades hacen que
el jugo sea hipocaldrico por su bajo indice glucémico y podria emplearse para el
tratamiento de sobrepeso (Garcia y Pérez, 2004; Al-Muammar y Khan 2012), ya

que se ha investigado que la granada puede inhibir el desarrollo de la obesidad y
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la hiperlipidemia a pesar de que exista un alto consumo en grasas, ya que al
parecer inhibe la actividad de la lipasa pancreatica e influye en la supresién de
ingesta calorica, por lo tanto tendria aplicaciones en el tratamiento contra la
obesidad (Lei et al., 2007; Rosenblat y Aviram, 2011). Asimismo, en el grupo
suplementado con jugo de granada se observd una disminucion significativa de
los parametros bioquimicos como colesterol total (Figura 7) y triglicéridos (Figura
10); sin embargo, éste ultimo no fue estadisticamente significativo, pero si se
observa una disminucion de triglicéridos en el grupo tratado + granada a
diferencia del grupo tratado (sin suplementacién), lo que concuerda con diversos
estudios que demuestran que in vivo e in vitro la granada reduce el colesterol y
mejora el perfil lipidico (Kaplan et al., 2001; Medjakovic, 2013). Ademas, la
granada podria ser util en el tratamiento del sindrome metabdlico que se
caracteriza por la presencia simultdanea de diferentes factores de riesgo
cardiovascular en un mismo individuo, especialmente obesidad, diabetes tipo II,
hipertension e hiperlipidemia (Rashidi et al., 2013). La disminucion de estos
indicadores puede ser debido a los componentes mayoritarios del jugo, que son
los polifenoles, principalmente punicalaginos y antocianinos (Basu y penugonda,
2009; Coop, 2011, Al-Muammar y Khan, 2012) los cuales se han reportado en
varios estudios (Aviram et al., 2000, 2004) que contribuyen a disminuir la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y de las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) por tener tres veces mayor actividad antioxidante que otros
jugos (Rosenblat et al., 2006). Asimismo, algunos componentes del jugo, como
los taninos hidrolizables, contribuyen por su efecto anti-inflamatorio durante la
creacion del ateroma reduciendo la inflamacién endotelial, como lo reporté Aviram

et al. (2004).
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La accion anti-inflamatoria de los taninos resulta de gran importancia para mediar
y prevenir procesos patoldgicos del sistema cardiovascular, tales como accidentes
cardiovasculares (consecuencia comun de la ateroesclerosis) (Fernandez, 1999;
Garcia et al., 2003), sin embargo, en este trabajo no se realizaron cortes
histologicos de aorta para comprobar el depodsito de estria grasa en las paredes
arteriales de los ratones CD-1, sd6lo se midieron indicadores bioquimicos, debido a
que se ha reportado que la dieta inducida favorece el desarrollo de la
ateroesclerosis, produciendo lesiones relativamente pequenas (Joven et al.,
2006). Por lo tanto, al dar una dieta alta en grasas de manera cotidiana, se
produce un desequilibrio metabdlico acelerando el estrés oxidativo y promueve el
desarrollo de la ateroesclerosis como lo reporta Shimada et al. (1996). Esta
alteracién a su vez produce una disminucion de la actividad de la PON-1 y HDL
(Figuras 6 y 8). Sin embargo, tras la administracion con jugo de granada de
manera cotidiana, al final del estudio se observo que la actividad de la PON-1 y
HDL aumentaron significativamente, lo que concuerda con trabajos previos
(Aviram et al., 2000; Betanzos et al., 2011). La suplementacién con jugo de
granada también hizo posible la disminucién de los niveles de colesterol LDL
(Figura 9), a pesar de recibir una dieta alta en grasas de manera constante y esto
es debido a que el jugo de granada inhibe las modificaciones aterogénicas de las
LDL, incluyendo su retencion, oxidaciéon y agregaciéon y esto puede estar
relacionado por la habilidad del jugo en la atenuacion de la activacion plaquetaria,
que es un importante factor de riesgo adicional para el desarrollo de la
ateroesclerosis (Aviram et al., 2000). Segun Kaplan et al. (2001), la disminucién
de los indicadores bioquimicos como colesterol total y la fraccién de colesterol

LDL y el aumento de la actividad de la PON-1 se debe a las propiedades
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antioxidantes del fruto combinado con compuestos que retardan la absorcion
intestinal de grasas, lo que sugiere que la granada esta influyendo benéficamente

contrarrestando el proceso de ateroesclerosis.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se sugiere que el consumo continuo de
jugo de granada durante un periodo prolongado, es capaz de mantener los niveles
de la actividad de la PON-1 cercanamente a valores similares al grupo control y
con ello incrementar la defensa antioxidante in vivo, tal y como lo reportd
Betanzos et al. (2011). Para el caso del humano, cabe hacer énfasis que es
necesario tomar en cuenta que la enzima es polimorfica y otros factores como
presencia de enfermedades cronicas, tipo de alimentacién, ambiente social y
factores externos, implica que algunos sean mas susceptibles ante un proceso
aterogénico, a pesar de que se ingiera un fruto que contenga ricos componentes
de alto valor biolégico (Jurenka, 2008), seria de interés conocer si existen

polimorfismos genéticos en el genoma del animal estudiado (Guxens et al., 2008).

Por otra parte, es necesario llevar a cabo mas investigacion con respecto a las
propiedades de la granada y sus efectos en la salud (Viladomiu et al., 2013) con
el fin de impulsar su cultivo en el estado y destacar su competitividad a nivel
nacional, debido a que el estado de Hidalgo por su ubicacion geografica, presenta
las condiciones ideales para llevar a cabo el cultivo de granada, ademas, la
granada se puede producir en condiciones en las que otros frutales mas
importantes no lo harian de manera rentable (Mondragén y Juarez, 2008 ), por lo
tanto, la produccion de granada podria ser un medio de ingreso econdmico

adicional para los productores hidalguenses.
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X. CONCLUSIONES

1. La suplementacion diaria de 300 pL de jugo fresco de granada (~ 8 pmol
de polifenoles totales) incrementd de manera significativa la actividad de la
PON-1 en el cuarto y quinto mes, en ratones CD-1 alimentados con dieta

aterogeénica.

2. La suplementacion diaria de 300 pL de jugo fresco de granada (~ 8 pmol
de polifenoles totales) disminuy6 los niveles de colesterol total y LDL, y
aumento los niveles de HDL de manera significativa en el cuarto y quinto
mes en ratones CD-1 alimentados con dieta aterogénica y fueron
estadisticamente significativos al compararse con el grupo no

suplementado.

3. La suplementacion diaria de 300 pL de jugo fresco de granada (~8 umol de
polifenoles totales) no tuvo efecto significativo en los niveles de triglicéridos
en ratones CD-1 alimentados con dieta aterogénica, sin embargo se

observé una tendencia a disminuir.

4. El incremento de la enzima podria ser la posible molécula blanco para el
tratamiento de la ateroesclerosis, sin embargo, futuras investigaciones
tendran que dirigirse para confirmar esto, asi como de los componentes
presentes en la granada para conocer los mecanismos de accion y los
principios activos de la granada que actualmente no estan esclarecidos y
conocer su efecto en la salud y con ello impulsar un mayor cultivo del fruto

en Hidalgo.
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