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RESUMEN

El sistema inmunoldgico al detectar agentes extrafios provoca inflamacion. Esta respuesta, es
tratada con farmacos que pueden causar efectos secundarios. Por ello, se buscan alternativas
que ayuden a disminuir esta respuesta sin provocar efectos colaterales. Los taninos de la
granada, han mostrado tener diversas propiedades benéficas en el organismo. Por ello, en el
presente estudio, se evalud el efecto anti-inflamatorio agudo de un microencapsulado de
granada en ratas Wistar macho con inflamacion inducida por lipopolisacarido de E. coli. Se
emplearon 32 ratas asignadas aleatoriamente en 4 grupos (A-D) con 8 ratas cada uno, se
administraron dos tratamientos: 1) via oral= 0.5mg/mL/kg de microencapsulado de granada o
agua de bebida durante 30 dias; 2) via intraperitoneal= 1mg/mL/kg de lipopolisacérido de E.
coli 0 agua inyectable al dia 31. Los grupos fueron tratados de la siguiente manera: grupo A o
Control negativo= agua; grupo B o Acondicionado= microencapsulado de granada + agua;
grupo C o Probando= microencapsulado de granada + lipopolisacérido de E. coli; grupo D o
Control positivo= agua + lipopolisacarido de E. coli. Se realiz6 analisis de formula blanca,
perfil lipidico, niveles de RNAm de citocinas pro-inflamatorias y su concentracion en suero al
dia 30 después del tratamiento uno (TO= basal) y al dia 31 mas 2 (T1= Tiempo 1) y 4 (T2=
Tiempo 2) horas posterior al tratamiento dos. Los animales del grupo C disminuyeron su
concentracion los Leucocitos (TO= 16.16£2.63%; T1l= 4.96+1.91%; T2= 2.60+1.14%);
Linfocitos (TO= 91.080+7.61%; T1= 66.91+23.68%; T2= 40.75+16.27%); Monocitos (T0=
0.53%; T1= 0.31+0.49%; T2= 0.47+0.55%); Colesterol total (TO= 68.50+13.09 mg/dL; T2=
62.81+17.90 mg/dL); HDL (TO= 32.00+5.66 mg/dL; T2= 22.71+4.83 mg/dL); IL-6 (TO=
5.31%3.00; T1= 1.52+1.03) e IL-6 (TO= 176.37+247.63 pg/mL; T1= 145.75+37.90 pg/mL; T2
125.37+52.97 pg/mL) comparados con los deméas grupos estudiados, principalmente con el
grupo D, quien tuvo parametros mas elevados comparados con los demas grupos, por lo tanto,
se puede proponer que el microencapsulado de granada podria considerarse como un
tratamiento preventivo contra la inflamacion aguda para tratar de evitar dafios colaterales

provocados por los tratamientos farmacolégicos.

Palabras clave: Microencapsulado de granada, inflamacion aguda, lipopolisacérido de E. coli,

interleucina 1B, interleucina 6, Factor de Necrosis Tumoral-a, actividad anti-inflamatoria.



ABSTRACT

The immune system detecting foreign agents causes inflammation. This response is treated
with drugs that can cause side effects. Therefore, alternatives are sought to help reduce this
response without causing side effects. Pomegranate tannins have been shown to have various
beneficial properties in heakth. Therefore, in the present study, the acute anti-inflammatory
effect of a microencapsulated pomegranate in male Wistar rats with lipopolysaccharide-
induced inflammation of E. coli was evaluated. 32 rats randomly assigned in 4 groups (A-D)
with 8 rats each were used, two treatments were administered: 1) orally = 0.5mg / mL / kg of
microencapsulated pomegranate or drinking water for 30 days; 2) Intraperitoneal route = 1mg
/ mL / kg of E. coli lipopolysaccharide or water for injection on day 31. The groups were
treated as follows: group A or Negative control = water; group B or Conditioning =
microencapsulated pomegranate + water; group C or Testing = microencapsulated
pomegranate + E. coli lipopolysaccharide; Group D or Positive Control = water + E. coli
lipopolysaccharide. Analysis of white formula, lipid profile, levels of pro-inflammatory
cytokine mRNA and its serum concentration was performed at day 30 after treatment one (TO
= baseline) and at day 31 plus 2 (T1 = Time 1) and 4 ( T2 = Time 2) hours after treatment two.
Group C animals decreased their leukocyte concentration (TO = 16.16 £+ 2.63%; T1 = 4.96 +
1.91%; T2 = 2.60 + 1.14%); Lymphocytes (TO = 91.080 £ 7.61%; T1 = 66.91 + 23.68%; T2 =
40.75 + 16.27%); Monocytes (TO = 0.53%; T1 = 0.31 £ 0.49%; T2 = 0.47 £ 0.55%); Total
cholesterol (TO = 68.50 + 13.09 mg / dL; T2 = 62.81 + 17.90 mg / dL); HDL (TO = 32.00 *
5.66 mg/dL; T2=22.71+4.83mg/dL); IL-6 (TO=5.31+3.00; T1 =152 + 1.03) and IL-6
(TO = 176.37 + 247.63 pg / mL; T1 = 145.75 + 37.90 pg / ml; T2 125.37 + 52.97 pg / mL)
compared to the other groups studied, mainly with group D, who had more parameters
compared to the other groups, therefore, it can be proposed that the grenade
microencapsulation could affect as a preventive treatment against Acute inflammation to try to

avoid collateral damage caused by pharmacological treatments.

Key words: Punica granatum, microencapsulated pomegranate, inflammation,
lipopolysaccharides, interleukin 1B, interleukin 6, Tumor Necrosis Factor-a, anti-

inflammatory activity.



1. MARCO TEORICO

1.1.Sistema inmunoldgico
El sistema inmunologico es el conjunto de barreras fisicos-quimicas, de elementos celulares y
sustancias solubles que sirven como mecanismos de defensa en contra de agentes extrafios,
sean: virus, bacterias, hongos, parasitos, células tumorales, células infectadas, entre otros. El
sistema lo conforman varios drganos y diferentes tipos celulares, que le permiten al
organismo distinguir lo propio y eliminar lo extrafio en el cuerpo (Delves, et al., 2014).
Este sistema se caracteriza por tener dos tipos de respuestas: 1) respuesta innata o inespecifica:
es una respuesta inmediata a la agresion, independientemente del estimulo previo, siendo la
primera linea de defensa del organismo, se adquiere antes del nacimiento y se madura en los
primeros afios de vida (Figura 1). 2) Respuesta adaptativa o adquirida: implica el
reconocimiento de lo propio asi como de lo extrafio y utiliza una red de sefializacion entre
diversos tipos celulares ademéas de moléculas propias del sistema inmune como las citocinas.
Posee mecanismos que permiten reconocer las sustancias extrafias, neutralizarlas vy
eliminarlas; los cuales, de primera instancia, tratan de impedir la entrada y el desarrollo de
agentes patdgenos en el organismo. Cuando esta accion no resulta efectiva, el agente extrafio
evade la respuesta inmune y produce la enfermedad (Collado, et al., 2008; Delves, et al.,
2014; Janior, et al., 2010; Maddelainne y Boris, 2014).

Microorganismo

/
% Inmunidad Innata | Inmunidad Adaptativa I
r ~ Barreras
\ “ Epiteliales
@G

Fagocitos

¢ Bl

Linfocitos B

Anticuerpos

Ji#

Células T efectoras

Complemento Cel NK [
[ HORAS i/ DIAS
0 6 12 1 4 7
Tiempo después de
infeccion

Figura 1. Respuesta celular de la inmunidad innata y adaptativa producida por un agente extrafio al entrar al
organismo (Toche, 2012). Inmunidad innata se activa en las primeras 12 horas posteriormente se activa la
inmunidad adaptativa.



1.1.1. Inmunidad innata o inespecifica

Filogenéticamente este tipo de inmunidad es considerado el més antiguo dentro de la escala
evolutiva. La inmunidad innata carece de memoria para agentes extrafios y no es especifica a
antigenos, de tal modo que sus respuestas son constantes, sea cual sea el agente
desencadenante y con el tiempo no aumenta su eficacia aun en repetidas exposiciones con el
agente. No obstante, es capaz de diferenciar secuencias de ADN viral o bacteriano de modo
que puede activar los diferentes mecanismos de defensa dependiendo del agente invasor
(Collado, et al., 2008; Maddelainne y Boris, 2014; Robledo®, 2008; Zepeda, et al., 2013).

La respuesta se da en dos mecanismos. a) Los externos que se hallan compuestos
principalmente de barreras fisicas (piel, ufias, pelo), barreras quimicas (lagrimas, saliva) y
flora autdctona del individuo y b) mecanismos internos que son activados en caso de que el
agente extrafio logre evadir los anteriores obstaculos, por lo que estan constituidos por un
grupo heterogéneo de células y factores solubles (Collado, et al., 2008; Maddelainne y Boris,
2014).

Existen multiples agentes patdgenos que estimulan la activacion del sistema inmunolégico,
uno de ellos es el lipopolisacérido (LPS), que es el mayor componente de la membrana externa
de las bacterias Gram negativas con 3.5 X10° moléculas, ocupando aproximadamente ¥ partes
de la superficie de la bacteria (Aldapa-Vega, et al., 2016; Hurtado e Iregui, 2010).

1.1.1.1.Lipopolisacarido

Entre los afios 1930-1940, se identifico una molécula de bacterias Gram negativas con una
porcion lipidica y otra glicosidica, motivo por el cual recibio el nombre de lipopolisacarido
(LPS), conocido también como endotoxina. Afios mas tarde se establecid que el LPS se
encuentra en la membrana externa de las bacterias. La region lipidica y la glicosidica tienen
funciones separadas y sinérgicas lo que hace de esta molécula uno de los factores de virulencia
mas complejos de estudiar (Aldapa-Vega, et al., 2016; Hurtado e Iregui, 2010).

El LPS se compone de un glucolipido Ilamado lipido A, que se extiende hacia el exterior de la
bacteria y un heteropolisacarido conocido como el nucleo o core unidos entre si por el azucar

acido 2-keto-3-deoxioctanato (KDO), como se muestra en la Figura 2. El lipido A, es la



fraccion bioldgicamente activa de la molécula, que es la parte mas receptiva por numerosos
componentes celulares de la inmunidad innata, quien define el tipo de sustrato especifico. El
lipido A puede ser reconocido por el receptor TLR4/MD2 (receptor 4 tipo Toll/antigeno
linfocitico 96), lo cual resulta en una ventana que permite que los patégenos puedan evadir la
respuesta inmune innata y afecten a la inmunidad adaptativa (Aldapa-Vega, et al., 2016;
Hurtado e Iregui, 2010).

| Il I| I L]
CADENA 0/ ESPECIFICA O ANTIGENO O CORE CORE LIPIDO A MEMBRANA

I EXTERNO INTERNO | BACTERIANA

CORE

LOS

LPS

Figura 2. Estructura general del LPS. Se muestra el glucolipido conocido como lipido A hasta el core o nucleo
externo e interno y la unién que tienen ambos ndcleos al lipido A mediante KDO, ademas de una glucosamida
que es la fraccidn activa de la molécula y la unién que tiene con acidos grasos saturados que son conocidos como
antigeno O (Rietschel, et al., 1991).

El heteropolisacarido se subdivide en nucleo externo (formado por hexosas) y en nucleo
interno (formado por heptosas). En algunas bacterias el LPS presenta una regién glicosidica
adicional conocida como antigeno O, también llamada polisacarido O-especifico; el cual es un
polimero de unidades repetidas que consta de 1 a 8 residuos glicosidicos altamente variables
entre especies bacterianas. La posibilidad de combinacion y union proporciona una
probabilidad muy grande para la generacion de esta estructura, por lo general diferente entre
géneros y especies produciendo los Ilamados serotipos. Dada esta variabilidad se designa a un
LPS cuando presenta las fracciones lipidicas, nucleo y antigeno O, y como lipooligosacéarido

(LOS) cuando presenta unicamente las fracciones lipidicas y ndcleo, al LPS ademas se le



conoce con el nombre de LPS liso porque al sembrar en agar gel bacterias con este tipo de
LPS sus colonias crecen con bordes lisos y al LOS con el nombre de LPS rugoso porque sus
colonias crecen con bordes irregulares de apariencia rugosa (Figura 2) (Aldapa-Vega, et al.,
2016; Hurtado e Iregui, 2010).

1.1.1.1.1. Accién endotdxica del lipopolisacarido

Cuando el LPS es liberado de la membrana de la bacteria como consecuencia de la
multiplicacién o lisis, éste entra en contacto con varias proteinas del hospedero, dentro de las
que destacan la proteina de unién al LPS (LBP) y los receptores CD14 (de sus siglas en inglés
cluster of differentiation 14), TLR4 y MD2. La proteina LBP es la encargada de capturar al
LPS y formar el complejo LPS-LBP facilitando, de esta manera, la asociacion del LPS con el
receptor CD14; el CD14 tiene como funcidn principal transferir el LPS al complejo encargado
de su reconocimiento (TLR4/MD-2) (Figura 3) (Bé&ckhed, et al., 2003; Lu, et al., 2008;
Rietschel, et al., 1991).

Una vez formado el complejo LPS-TLR4/MD-2, el TLR4 sufre una oligomerizacion
posteriormente se inicia una reaccion que comienza con la interaccidn con proteinas celulares
que poseen dominios TIR (Receptores tipo Toll de Interleucina 1), las cuales son las
encargadas de mediar la relacion entre el TLR4 y las proteinas celulares de transduccién del
LPS; Debido a la utilizacion de las proteinas con dominios TIR y sus productos finales
(citocinas pro-inflamatorias o interferones tipo 1), la sefial de transduccién del LPS a través del
TLR4 ha sido dividida en dos rutas, la via dependiente de la proteina MyD88 (proteina de
diferenciacion mieloide) y la via dependiente de la proteina TRIF (proteina adaptadora
inductora de interferon). Cada una genera reacciones diferentes que concuerdan en un punto
donde activan a el factor de transcripcion nuclear kapa beta (NF-kf), el cual, en condiciones
normales, se encuentra en forma inactiva en el citoplasma unido al inhibidor del factor kB
(INF-kB), pero tras la sefial enviada por las proteinas MyD88 o TRIF se activan cinasas del
INF-kB que lo separan del NF-kB y lo activan, una vez activo se transloca al nucleo donde se
une a la regién promotora de los genes de respuesta inflamatoria generando como respuesta

final la trascripcion de interferones tipo | (a, Bla y B1b) si fue activado por la via del TRIF y



de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6 y TNFa (factor de necrosis tumoral alfa)) si ocurrid
por la via de la proteina MyD88 (Figura 3) (Lu, et al., 2008; Pinsky, et al., 1993).
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Figura 3. Reconocimiento y vias de transduccion del LPS. La accion que realiza el LPS para entrar a las
células provocando dos respuestas dependiendo la via a la que se vaya, dependiente o independiente generando
un grado de inflamacién (Lu, et al., 2008).

1.1.2. Inmunidad adaptativa o adquirida
Estos mecanismos se activan cuando la respuesta innata no es eficaz, consiste principalmente
en eliminar al agente extrafio. Estos mecanismos se dividen en: respuesta celular llevada a
cabo por linfocitos y respuesta humoral mediada por anticuerpos (Collado, et al., 2008;
Maddelainne y Boris, 2014; Zepeda, et al., 2013).
La inmunidad celular tiene como mediadores principales a los linfocitos, los mismos que se
encargan bésicamente de erradicar a los microorganismos intracelulares. Existen varios

mecanismos de la respuesta inmunitaria celular, la mayoria de ellos se realiza



fundamentalmente por los linfocitos T, mismos que reconocen el antigeno presentado por las
células de Langerhans, y desencadenan la fagocitosis por otro grupo de células como los
linfocitos citotdxicos y macréfagos (Maddelainne y Boris, 2014).

La inmunidad humoral consiste principalmente en una serie de reacciones que median los
anticuerpos producidos por linfocitos B y las proteinas del complemento, para eliminar al
agente extrafio. Cabe resaltar que la union antigeno-anticuerpo no es suficiente para la
eliminacidn del agente extrafio, por lo que es indispensable la participacién de otros elementos
(sistema de complemento, células fagocitarias y células NK (Células asesinas naturales))
(Maddelainne y Boris, 2014).

1.1.2.1.Citocinas
Las citocinas son un grupo de proteinas extracelulares, hidrosolubles, que pesan entre 8 y 30
kDa. Son producidas por diversos tipos de células en la regién de la lesion y por células del
sistema inmunoldgico a través de la activacion de protein-cinasas que a su vez son activadas
por mitdgeno. Actlian como reguladores de las respuesta inmunitaria e inflamatoria. (Filella, et
al., 2002; Oliveira, et al., 2011).
Las citocinas actlan especialmente por mecanismos paracrinos (en células vecinas) y
autocrinos (en las propias células productoras) (Oliveira, et al., 2011).
Diferentes tipos celulares pueden producir la misma citocina y éstas pueden tener diversos
blancos celulares a su vez, esto se le conoce como pleiotropia. A menudo se forman en
cascada, es decir, una citocina estimula a sus células blanco para que produzcan a su vez mas
citocinas. Esas sustancias estan vinculadas a receptores especificos, activando mensajeros
intracelulares que regulan la transcripcion genica. Asi, las citocinas influyen en la actividad, la
diferenciacion, la proliferacion y la sobrevida de la célula inmunolégica, asi como también
regulan la produccion y la actividad de otras citocinas, que pueden potenciar
(proinflamatorias) o atenuar (antiinflamatorias) la respuesta inflamatoria (Oliveira, et al.,
2011).
Algunas citocinas pueden tener acciones pro (Thl) o antiinflamatorias (Th2), dependiendo del
microambiente en que se encuentran. Entre las consideradas pro-inflamatorias se encuentran

las interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 y TNF (factor de necrosis tumoral). Algunas anti-inflamatorias



son: IL-4, IL-10, IL-13 y FTCB (factor transformador de crecimiento beta). Las citocinas son
mediadores necesarios para conducir la respuesta inflamatoria hacia las regiones de infeccion
y lesidn, favoreciendo la cicatrizacion apropiada de la herida. Pero la produccién exagerada de
citocinas pro-inflamatorias a partir de la lesion puede manifestarse sistémicamente con una
inestabilidad hemodindmica o con disturbios metabdlicos. Después de las lesiones o de las
infecciones graves, la respuesta exacerbada y persistente de citocinas Thl puede contribuir
con las lesiones en el 6rgano objetivo, conllevando al fracaso multiorganico y por ende, a la
muerte. Las citocinas Th2 pueden minimizar algunos de esos efectos indeseados. Ya que no se
puede clasificar a las citocinas en cuanto a la célula de origen o en cuanto a la funcién
bioldgica, se agruparon en interleucinas (IL, numerada secuencialmente de IL-1 a IL-35),
factores de necrosis tumoral (TNF), quimiocinas (citocinas quimiotacticas), interferones (IFN)
y factores de crecimiento mesenquimal (Filella, et al., 2002; Jun-Ming y Jianxiong, 2007;
Oliveira, et al., 2011).

1.1.2.1.1. Citocinas pro-inflamatorias
Las citocinas pro-inflamatorias son secretadas principalmente por la activacion de macréfagos
y son esenciales en su regulacion de reacciones inflamatorias. Las citocinas pro-inflamatorias
que muestran mayor alteracion durante un proceso patoldgico son: interleucina-1 beta (IL-1p),
interleucina-6 (IL-6) y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-o) (Jun-Ming y Jianxiong,
2007).

1.1.2.1.1.1.Interleucina-1
La IL-1 es secretada principalmente por macréfagos y monocitos, aunque también por células
no inmunoldgicas, tales como fibroblastos y células endoteliales activadas durante la lesion
celular, la infeccién, la invasion y la inflamacion. Es un polipéptido de unos 15-20 kDa del
que existen dos formas, denominadas IL-1a e IL-1B, con una homologia del 26% y que
derivan de una proteina precursora (pro-IL-1a y pro-IL-1B). Ambas citocinas actian sobre los
mismos receptores, IL-1RI e IL-1RII. El IL-1RI se le considera el receptor activo, mientras

que el IL-1RII no posee una molécula de transduccion y es funcionalmente inactivo, siendo el



antagonista y es una sustancia que impedird la actuacion de la IL-1 (Filella, et al., 2002;
Oliveira, et al., 2011; Wolf, et al., 2008).

La IL-1a actda intracelularmente y no se encuentra en la circulacion general excepto en casos
de enfermedad grave. En cambio, la IL-1p es la forma predominante en el espacio extracelular
sintetizada como una proteina precursora (pro-1L-1p), que no es segregada en la forma activa
hasta ser metabolizada por la enzima caspasa-1. Los macrofagos activados son la principal
fuente fisioldgica de IL-1, citocina que destaca por su capacidad pro-inflamatoria (Filella, et
al., 2002).

1.1.2.1.1.2.Interleucina-6
Es una glucoproteina de 22 a 27 kDa, secretada por muchos tipos celulares, como los
macréfagos, monocitos, eosindfilos, hepatocitos y células de la glia, ademas de TNF-a e 1L-1
qgue son potentes inductores. Interviene regulando la respuesta inmunoldgica, en la
hematopoyesis y en las reacciones de fase aguda. Tiene, a la vez, efectos pro-inflamatorios y
anti-inflamatorios. (Filella, et al., 2002; Jun-Ming y Jianxiong, 2007; Oliveira, et al., 2011;
Wolf, et al., 2008).
Posteriormente a la lesidn, las concentraciones plasmaticas de IL-6 se detectan en 60 minutos,
con un pico entre 4 y 6 horas, pudiendo persistir durante 10 dias (Filella, et al., 2002; Jun-
Ming y Jianxiong, 2007; Oliveira, et al., 2011).
La IL-6 es una citocina pro-inflamatoria que genera la madurez y la activacion de los
neutrofilos, la madurez de los macréfagos y la diferenciacion/mantenimiento de los linfocitos
—T citotdxicos y de las células asesinas naturales (NK). También ejerce propiedades anti-
inflamatorias durante la lesion, por liberar receptores solubles de TNF e IL-1AR (Oliveira, et
al., 2011; Raeburn, et al., 2002).

1.1.2.1.1.3.Factor de Necrosis Tumoral alfa
TNF-a, conocido también como caquectina, que es secretado fundamentalmente por

monocitos, macrofagos y linfocitos T; es otra citocina pro-inflamatoria que actua a través de
dos receptores de la superficie celular, TNFR1 y TNFR2, para regular las vias apoptoticas, la
activacion de la inflamacion por NFKB y la activacion de las proteinas cinasas activadas por
estrés (SAPK). TNF-o ejerce un efecto antitumoral a través de un doble mecanismo que
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incluye la inhibicion de la angiogénesis, que produce la necrosis hemorragica del tumor, y el
aumento de la respuesta inmunitaria antitumoral, accion en la que actua sinérgicamente con el
IFN-y (Filella, et al., 2002; Fragoso, et al., 2013; Fragoso, et al., 2014; Fuccelli, et al., 2018;
Jun-Ming y Jianxiong, 2007; Oliveira, et al., 2011; Wolf, et al., 2008).

1.2.Inflamacion

El organismo humano posee mecanismos de defensa, ante cualquier dafio. De esta forma, las
agresiones enddgenas o exdgenas provocan una cascada defensiva, donde la inmunidad innata,
a través del proceso inflamatorio logra aislar la lesion, destruye el agente patdgeno y repara el
tejido con el fin de restaurar su funcionalidad y la del 6rgano afectado (Granados, et al., 2010;
Herrera, 2014).

La inflamacidn, es una reaccién o proceso defensivo natural del sistema inmunolégico del
organismo como respuesta al dafio causado a sus células y tejidos vascularizados por agentes
lesivos como pueden ser microorganismos, traumatismos, necrosis, agentes quimicos o fisicos,
0 reacciones inmunitarias, entre otros (Herrera, 2014). También es una respuesta que
promueve la reparacion del tejido dafiado. Este proceso de defensa natural lleva un mayor
flujo de sangre al area afectada, lo que produce una acumulacion de liquidos y a medida que el
cuerpo acumula esta respuesta protectora, los sintomas de la inflamacion se desarrollan, tales

como el dolor, calor, rubor y edema, ademas de pérdida de funcionalidad (Herrera, 2014).

1.2.1. Clasificacion
La clasificacion de la inflamacion se realiza tomando en cuenta el tiempo de duracion, caracter
del exudado, etiologia, caracteristicas morfolégicas y localizacion. Este proceso puede
presentarse en forma aguda con reaccion inmediata al agente agresor, en la cual los fagocitos,
al encontrarse con un agente lesivo intentan eliminarlo secretando sustancias mediadoras que
actuan sobre las células endoteliales provocando cambios en la permeabilidad vascular, lo que
provoca la migracion de los leucocitos al foco inflamatorio para la fagocitosis de los agentes
patdgenos, retornando a la normalidad cuando se restaura la lesién. De igual manera la
inflamacidon cursa con una evolucion resultado de infecciones persistentes, autoinmunidad, o

como continuacion de una inflamacion aguda por la persistencia del agente lesivo, dando lugar
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a una inflamacion cronica. En este nivel se presenta la infiltracion de células mononucleares,
destruccion tisular, e intentos de curacion del tejido dafiado por angiogénesis o fibrosis. El
objetivo de la inflamacion es librar al organismo de la causa inicial de agresion celular; sin
embargo, cualquiera que fuera el cuadro inflamatorio, agudo o crénico, se deben tomar las
medidas farmacoldgicas adecuadas para controlar las secuelas de la inflamacion en el

organismo, sin interferir con sus efectos benéficos (Granados, et al., 2010; Herrera, 2014).

1.2.2. Fisiopatologia de la inflamacién

El proceso inflamatorio representa una reaccion tisular imprevista ante un dafio, que incluye:
el inicio o cese de medidas basadas en la integracion de secuencias moleculares incitadas por
el dafo tisular causado por la invasion de material extrafio exdgeno o enddgeno;
reclutamiento, instruccion y envio de células; eliminacién de microorganismos, cuerpos
extrafios y de células infectadas y/o dafiadas; creacion de barreras para evitar la dispersion
microbianas, y la reparacién del tejido lesionado por el dafio o por la respuesta del huésped. Si
diferentes causas alteran o bloguean cualquiera de las etapas de este ordenado proceso, la
inflamacion puede derivar hacia soluciones no deseadas, como la infiltracion tisular por
agregados de linfocitos y leucocitos (granulomas) que, en ocasiones (en las articulaciones),
son embebidos en una masa de fibroblastos sinoviales hiperproliferativos (pannus), o la
distorsion tisular mediante la biosintesis incontrolada de colageno (fibrosis o cirrosis). La
inflamacion persistente puede provocar depositos de proteinas amieloides, en principio
protectoras pero que, a la larga, pueden inducir enfermedades cronicas degenerativas, VY,
también, lesiones oxidativas en el ADN que, con el tiempo, favorezcan transformaciones
neoplasicas. La inflamacion tiene diversos cambios fisiopatologicos, los mas sobresalientes
son vasculares y celulares que se producen simultdneamente (Figura 4) (Granados, et al.,
2010; Gonzalez, et al., 1994; Regal, et al., 2016; Robledo?, 2008).

1.2.2.1. Cambios vasculares
En el proceso inflamatorio los vasos sanguineos sufren cambios importantes tanto en su flujo
como en el calibre, por lo tanto posibilitan y maximizan la salida de proteinas asi como de

células plasmaticas desde la circulacion hacia el foco inflamatorio. Uno de los primeros
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cambios vasculares es la vasodilatacion, inducida por la histamina, producida por las células
cebadas y por el o0xido nitrico, que acttan sobre el masculo liso vascular, dilatdndolo, con el
consiguiente aumento de la permeabilidad microvascular, resultado de la combinacién del
aumento de la presién hidrostatica y la disminucion de la presion osmotica, lo que lleva a la
salida de liquidos del espacio intravascular al extravascular con la formacion de edema
(Granados, et al., 2010; Regal, et al., 2016). Estos cambios tienen como consecuencia la
disminucion de la velocidad sanguinea, que sumada a la pérdida de liquido intravascular,
concentracion de hematies y aumento de la viscosidad de la sangre, da como resultado la
estasis, la cual es responsable de la marginacién de los leucocitos, los cuales en condiciones

normales circulan por el centro de los vasos (Granados, et al., 2010; Herrera, 2014).

1.2.2.2.Cambios celulares
Los leucocitos deben viajar desde la luz de los vasos sanguineos al sitio de la lesion y ejecutar
ahi sus funciones de defensa, como por ejemplo, fagocitar al agente patdégeno. A este proceso
se le denomina extravasacion y consta de tres etapas:

1. Extravasacion:

i.  Marginacion: Aproximacion de las células sanguineas al endotelio. Significa el
primer cambio que se produce en el capilar, positivo en las vénulas, por la accion
del enlentecimiento de la circulacion y la accién de las moléculas de adhesion
celular.

ii. Rodadura: Aproximacion y union laxa de linfocitos al endotelio. Se debe a la
expresion de las moléculas de adhesion celular.

iii.  Adhesion al endotelio: Es un mecanismo de interaccion celular esencial en el
proceso inflamatorio. Las moléculas que se expresan en la membrana de las células
endoteliales y en los leucocitos permiten la adherencia, “leucocito-endotelio” y
extravasacion. El ritmo de las células en abandonar el vaso depende de la expresion
de cuatro grandes grupos de proteinas: Selectinas, Inmunoglobulinas, Integrinas y
Cadherinas. Los neutréfilos responden rapidamente y son las primeras células en

emigrar.
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2. Diapédesis: Es el paso de elementos formes de la sangre (como leucocitos), a traves de
los capilares sanguineos para dirigirse al foco de inflamacion o infeccion sin que se
produzca lesion capilar.

3. Migracion a los tejidos intersticiales: Los leucocitos migran en los tejidos hasta
alcanzar la zona de lesion, mediante un proceso que se denomina quimiotaxis, que se
puede definir como la locomocion celular orientada por un gradiente quimico, todos
los granulocitos, monocitos y en menor grado, los linfocitos responden a los estimulos

quimiotacticos con grados diferentes de velocidad, es decir, que “saben a donde ir”.

Los leucocitos ya activados cumpliran su funcién principal, eliminar al agente agresor del foco
inflamatorio mediante la fagocitosis, que se dara en tres etapas, 1) el reconocimiento y unién
de particulas, 2) interiorizacién con formacién de vacuola fagocitica, y 3) destruccion del
material fagocitado.
Como ya se indico este tipo de inflamacion es una reaccion rapida, por lo cual su cese también
es rapido cuando el agente dafino es eliminado y los mecanismos anti-inflamatorios finalizan
el proceso.
La inflamacion puede restituirse al completo estado de normalidad solamente si se elimina el
agente causal, se reabsorbe totalmente el exudado y se regeneran los tejidos destruidos. Este
proceso dependera del grado de respuesta de cada organismo a los mediadores quimicos, y se
podran evidenciar tres posibles resultados del mismo:

1) Resolucion completa.

2) Curacion por reemplazo de tejido conectivo (fibrosis).

3) Progresion a una inflamacion crénica.

El proceso inflamatorio descrito corresponde a una inflamacién aguda, cuando progresa a una
inflamacion crénica las caracteristicas mas importantes son:

a) Infiltrado celular compuesto por macréfagos, linfocitos y células plasmaticas.

b) Importante destruccion tisular.

c) Formaciéon de tejido fibroso y angiogénesis (proliferacion de pequefios vasos

sanguineos) prevalece sobre exudado de liquidos (necrosis).
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Los macrdfagos son producto de la diferenciacion de los monocitos del torrente sanguineo, los

cuales, al igual que los neutrdfilos en la inflamacion aguda, son inducidos a migrar a la luz de

los vasos hasta el foco de la inflamacion, por accion de los factores quimiotacticos. Estos

macrofagos se activan gracias a citocinas producidas por las células T o por otros factores de

origen no inmunitario. Este grupo celular representa la acumulacion mas persistente en la

inflamacidn crénica (Granados, et al., 2010; Gonzalez, et al., 1994; Herrera, 2014).

Otras celulas que interfieren en este cuadro inflamatorio son los linfocitos, eosinofilos y

basofilos que se encuentran alterados cuando el organismo detecta un agente extrafio. Las

células cebadas estan distribuidas por los tejidos conjuntivos y estan presentes tanto en

inflamacién aguda como en la crénica (Herrera, 2014).
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Figura 4. Fisiopatologia de la inflamacion aguda. Serie de procesos que suceden en el organismo para

desarrollar un cuadro de inflamacién aguda, tras la deteccion de un agente extrafio el sistema inmunoldgico.

15



1.2.3. Cambios en lipoproteinas

Los niveles y la composicion de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) se ven afectados por
la accion de algunas citocinas y moléculas liberadas durante los procesos inflamatorios. En
este sentido, citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a ¢ IL-6 disminuyen la expresion de
apolipoproteina A-1 (ApoA-1) e inducen la expresion de la proteina amiloide A sérica (SAA),
la cual cambia la composicion de las HDL, afectando su capacidad anti-inflamatoria y
antioxidante. Se ha reportado que durante esta fase hay un incremento en la actividad de
proteina de transferencia de fosfolipidos (PLTP) y una disminucién en la actividad de lecitina-
colesterol-acil-transferasa (LCAT), lo que lleva a una disminucién de las HDL maduras; esto
afecta en el transporte reverso del colesterol provocando una acumulacién de lipoproteinas de
baja densidad (LDL), lo cual forma una estria de grasa, generando una enfermedad
cardiovascular. Otras alteraciones que se han evidenciado en la composicion de las HDL
durante la respuesta inflamatoria son el incremento de los niveles de triglicéridos, colesterol
libre, ceramidas y glucosilceramidas, asi como la disminucion en los niveles de ésteres de
colesterol y fosfolipidos, lo que en consecuencia modifica sus funciones. Aunque durante la
respuesta inflamatoria aguda se da un cambio en la composicion de las HDL que disminuye su
capacidad antiinflamatoria, se ha encontrado que algunos componentes inflamatorios pueden
ser regulados por esta lipoproteina, como ocurre con los inflamasomas (Aguilar-Salinas y
Melgarejo-Hernandez, 2011; Marin-Palma, et al., 2017).

1.3.Alimentos y su actividad anti-inflamatoria

Los alimentos forman parte importante en el mantenimiento de la salud no solo porque
proveen nutrimentos necesarios y esenciales para las funciones del organismo tambien porque
muchos de sus metabolitos secundarios tienen actividad pro y anti-inflamatoria los que
podrian favorecer la homeostasis al mantener un balance entre la inflamacion y la anti-
inflamacion, ademés de servir de complemento en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias como las cronicas no transmisibles (Medina-Remon, et al., 2017).

Los alimentos naturalmente son vehiculos de una amplia variedad de compuestos, que reciben
diversas denominaciones: fitoquimicos, fitonutrimentos, nutraceuticos, y otros referidos a las

sustancias activas que tienen un papel en la modulacion de la respuesta anti-inflamatoria. Los
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que inducen estas funciones son entre otros, los compuestos fenolicos, alcaloides, terpenoides,
flavonoides, isotiocianatos como el sulforafano, carotenoides, y los &cidos grasos poli-
insaturados, que a su vez representan subgrupos con una amplia gama de metabolitos con
reconocida actividad antiinflamatoria (Bellik, et al., 2012; Hadad y Levy, 2012; Medina-
Remon, et al., 2017; Pinazo-Durana y Bosca-Gomarc, 2012; Salminen, et al., 2012; Young-
Joon, 2008). El fruto de granada, es uno de estos alimentos, a los que se les ha atribuido
diversas propiedades tanto anti-inflamatorias, antioxidantes como antitumorigenas por su

contenido de antocianinas y elagitaninos (Palu, et al., 2008; Wagner, et al., 2013).

1.3.1. Granada
El granado es un pequefio arbol frutal caducifolio de la familia Punicaceae que se cultiva en
areas templadas y subtropicales, dando como fruto la granada. Este arbol es probablemente
originario de la region irano-turania, se ha naturalizado en la zona mediterranea e introducido
en Sudameérica, México, Sudafrica y Australia; cultivada en areas templadas y subtropicales
(Day y Wilkins, 2011; L6pez-Mejia, et al., 2010).

Tabla 1. Informacion nutrimental de la granada por 100 g de porcion

Por 100 g Por Por 100 g de  Por
de porcion  unidad porcion unidad
comestible (2759) comestible (2759)
Energia (Kcal) 34 33 Sodio (mg) 5 4.8
Proteinas (g) 0,7 0,7 Potasio (mg) 275 265
Lipidos totales (g) 0,1 0,1 Fasforo (mg) 15 14,4
I(—él)dratos de carbono 75 72 Selenio (ug) 06 06
Fibra (g) 0,2 0,2 Tiamina (mg) 0,02 0,02
Riboflavina
Agua 91,5 88,1 0,02 0,02
gua (g) (mo)
Calcio (mg) 8 7,7 E_qu!valentes 0,3 0,3
niacina (mg)
Hierro (mg) 06 06  Viamina - B6 011 011
(mg)
. Vitamina C
Magnesio (m 3 2,9 57 55
gnesio (mg) ()
. Vitamina A: Eq.
Zinc (mg) 0,3 0,3 Retinol (uig) 35 34

*Tabla de Composicion nutrimental de la granada en porciones comestibles recomendadas por la Fundacion Espafiola de Nutricion.
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La granada ofrece varios beneficios para la salud cardiovascular y multiples aportaciones al
organismo como su actividad antioxidante por las propiedades nutrimentales que se muestran
en la Tabla 1. Ha sido considerada superior a otros productos ricos en antioxidantes, como el
vino o los mismos arandanos (LOpez-Mejia, et al.,, 2010). La granada tiene diversos
componentes fitoquimicos que le dan las propiedades de medicina alterna antes mencionados
como son los taninos que se pueden dividir en dos, taninos condensados o proantocianidinas y

taninos hidrolizables.

1.3.1.1.Taninos
Los taninos, son compuestos fenolicos, no nitrogenados, solubles en agua pero no en solventes
organicos.Son metabolitos secundarios de las plantas que pueden ser esteres de acido galico o
sus derivados unidos a una amplia variedad de poli oles, catequina o nucleos triterpenoides
(galotaninos (GT), elagitaninos (ET) o taninos complejos), o bien oligdmeros o polimeros de
proantocianidinas que pueden poseer diferente acoplamiento inter-flavonil u otros patrones de
substitucion (TC) (Olivas-Aguirre,et al., 2015). Abundan en las cortezas de los Robles y los
Castafios, entre otros arboles. La formula C14H14011, considerada en algunos libros como la
del tanino comun, es s6lo aproximada, ya que son polimeros complejos. La mayor parte se
clasifican en base a su monomero base (&cido galico, acido elagico, flavan-3-oles y
floroglucinol). Estos se ensamblan en estructuras poliméricas de alto peso molecular, con
distinta capacidad de union a proteinas u otras macromoléculas y susceptibilidad a la hidrolisis
qguimica o enzimatica en condiciones in vitro lo que determina su clasificacion en taninos
condensados (TC, proantocianidinas) e hidrolizables (TH, galo y elagi-taninos) (LOpez-Mejia,
et al., 2010; Olivas-Aguirre,et al., 2015) lo cuales tienen distintas propiedades con diferentes

actividades bioldgicas.

1.3.1.1.1. Taninos condensados o0 proantocianidinas
Los taninos condensados muestran diversas propiedades fisicoquimicas con diversas
actividades bioldgicas: propiedades antioxidantes, quimio-terapéuticas, anti-inflamatorias y
antimicrobianas. Sin embargo, por su incapacidad para ser hidrolizados, se les ha involucrado

en diversas actividades anti-nutricionales (secuestro de micronutrimentos). Los TC son el
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resultado de la polimerizacion de unidades de flavan-3-ol como la catequina, la epicatequina o
la leucocianidina unidos mediante enlaces C-C y carentes de un nucleo glucidico. Los tres
grupos representativos de TC son las procianidinas, proantocianidinas, prodelfinidinas y

profisetinidinas (LOpez-Mejia, et al., 2010; Olivas-Aguirre, et al., 2015).

1.3.1.1.2. Taninos hidrolizables
Los TH por el contrario a los TC, poseen un nucleo glucidico (generalmente glucosa), son
mas susceptibles a hidrolisis en condicion fisioldgica, permiten la liberacion gradual de sus
componentes primarios. Diferentes TH aislados de plantas comestibles y no comestibles, han
mostrado actividades bioldgicas como ser: anti-tumorales, anti-mutagenicos, anti-diabéticos y
anti-microbianos (Olivas-Aguirre, et al., 2015). Sin embargo, su capacidad de hidrolisis puede
acarrear un problema, debido a que sufre transformaciones cuando se le almacena. Los TH
estan compuestos de ésteres de acido galico (acido 3, 4, 5-trihidroxibenzoico) o el acido
elagico (,4', 5,5, 6,6’-4cido hexahidroxidifenico-2, 6,2’,6-dilactona) unidos a una unidad
central de carbohidrato y su nombre hace referencia a su facil capacidad para hidrolizarse en

presencia de acidos, bases o0 enzimas tanto in vitro como in vivo (Olivas-Aguirre, et al., 2015).

2. ANTECEDENTES
Las propiedades nutricionales y benéficas que tiene la granada ha generado interés para
estudiar su efecto anti-inflamatorio principalmente in vitro y poco analizada in vivo. En 2010,
Lee y col., realizaron ensayos in vitro en células RAW 264.7 inducidas con LPS para inhibir el
oOxido nitrico y asi identificar los taninos hidrolizables de la granada roja capaces de disminuir
la inflamacidn; los taninos que tuvieron mayor capacidad inhibitoria de inflamacion fueron
punicalagina, punicalina, estricinina A y granatina B; la granatina B tuvo mayor efecto
inhibitorio en niveles del éxido nitrico inducido en el gen COX-2 y la 6xido nitrico sintasa.
Por su parte Sarker y col. en 2012, usaron ratones y ratas para evaluar la actividad
antiinflamatoria y analgésica de un extracto organico de polvo de flor de granada. El potencial
anti-inflamatorio agudo se evalu6 mediante el método del edema de la pata trasera inducido
por carragenina de Winer, et al., 1962, donde conlcuyeron que la granada puede contrarrestar

la inflamacion aguda, probablemente por la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa y posterior
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inhibicion de sintesis de prostaglandinas. También BenSaady col., en 2017, cultivaron células
RAW264.7 en presencia y ausencia de LPS (1pg/ml); analizaron la produccion de nitritos,
iterleucina-6 (IL-6), Prostglandina E-2 (PGE-2) y ciclooxigenasa 2 (COX-2). Se extrajeron 4
fitatos, acido elagico, acido galico y punicalagina A y B de la granada roja. Los resultados
obtenidos mostraron que el acido elagico (50 pg / ml) disminuyé la produccion maxima de
nitrito, el acido elagico, el acido galico y la punicalagina A y B (50, 100, 150, 200 pg / ml)
suprimieron la produccién de PGE-2 e IL-6 pero no hubo expresion del gen COX-2 con

ningun fitato extraido.

2.1.Microencapsulado de granada (Punica granatum)
A pesar de las multiples propiedades de la granada, éste fruto no se incorpora en la dieta
cotidiana, esto es porque las personas no tienen la disponibilidad de consumir este fruto
debido a lo meticulosos que es el proceso de pelado, también la falta de consumo cotidiano se
debe a que es un fruto de temporada. En el Laboratorio de Nutrigendmica del Dr. Betanzos, en
la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, se elaboré un microencapsulado de granada
roja (Estrada-Luna, et al., 2019).con el propoésito de crear un producto estable que pudiera
consumirse en cualquier época del afio. El polvo se puede disolver en agua, y se convierte en

una bebida de granada conservando las propiedades funcionales del fruto.

2.1.1. Microencpasulacion

La encapsulacion se puede definir como una técnica por la cual gotas liquidas, particulas
solidas o gaseosas, son cubiertas con una pelicula polimérica porosa conteniendo una
sustancia activa dando asi el término microencapsulacion (Huertas, 2010). En la industria
alimentaria, la técnica de microencapsulacion ha permitido solucionar algunos problemas
limitando las aplicaciones de ingredientes y aditivos alimenticios, puesto que puede controlar
la eliminacién de saborizantes, asi como reducir volatilidad, higroscopicidad y reactividad
incrementando la estabilidad de productos bajo condiciones ambientales adversas (Favaro-
Trindade, et al., 2010).

La microencapsulacion, es una alternativa factible que permite la proteccion de compuestos

biocativos y su liberacion controlada aumentando la vida atil del producto. (Huertas, 2010)
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2.1.1.1.Secado por aspersion

El secado por aspersion es un método de microencapsulacién ampliamente utilizado en la
industria que consiste en la dispersion de la sustancia a encapsular en el agente encapsulante
seguido de una atomizacion de la muestra en una cdmara a alta temperatura, el solvente se
evapora instantaneamente y el material activo queda atrapado dentro de una pelicula de
material encapsulante (Figueroa, et al., 2016).

Este método es el mas utilizado en la industria alimentaria para la conservacion de nutrimentos
como ejemplo: vitaminas, acido félico, aromas, orégano, citronela, aceite de cardamomo,
probidticos, lipidos, &cido linoléico, aceites vegetales; minerales como hierro; pigmentos de
antocianina y leche entre otros més ((Favaro-Trindade, et al., 2010; Wandrey, et al., 2010).

La conveniencia del uso de esta técnica radica en los tiempos cortos de produccion, la
factibilidad econdmica y el uso de bajas temperaturas lo cual es un parametro crucial para
aquellos productos sensibles al calor, debido a que promueve una alta retencion de sabor, color

y nutrientes (Guevara, et al., 2016).

3. PROBLEMA DE INVESTIGACION
La inflamacién es un proceso del organismo producido por el sistema inmunolégico, ante
casos como traumatismos, necrosis, dafiado por agentes quimicos o fisicos, entre otros.
Esencialmente, es una respuesta protectora con el fin de aislar, contener la lesion, destruir al
agente agresor y posteriormente reparar al tejido dafiado para su correcto funcionamiento.
Durante este proceso de defensa natural el flujo de sangre se incrementa en el area afectada
produciendo una acumulacién de liquidos como medida de proteccion, esto a su vez
desarrolla sintomas normales y especificos de la inflamacion como dolor, calor, rubor y
edema, ademas de pérdida de funcionalidad del area afectada (Herrera, 2014). Esta respuesta
fisiolégica normal, puede comenzar cuando haya o no una agresion, e incluso cuando no se
detiene cuando deberia terminar, evolucionan a una inflamacion cronica causando dafios
como, destruccion tisular, necrosis, cicatrizacion y angiogenesis, disminucion de las HDL y
el aumento de colesterol y de las LDL formando una estria grasa provocando
ateroesclerosis, entre otros dafios (Aguilar-Salinas y Melgarejo-Hernandez, 2011; Marin-

Palma,et al., 2017; Herrera, 2014). En el tratamiento de la inflamacion, se emplean
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medicamentos que suelen tener efectos secundarios o no todas las personas los pueden
consumir, tal es el caso de nifios 0 mujeres embarazadas o lactando. De tal manera, que es
deseable buscar alternativas especialmente de origen natural, “nobles” para el organismo y
que ayuden a disminuir o contrarrestar los efectos de la inflamacion. Aunque existen pocos
estudios que sugieren que componentes del fruto de granada tienen propiedades anti-
inflamatorias, este hecho no esta plenamente demostrado in vivo ya que la gran mayoria de
los reportes, se han realizado in vitro (BenSaad, et al., 2017; Lee, et al., 2010; Sarker, et al.,
2012). En este trabajo se emple6 un modelo experimental de inflamacion aguda, lo que
resulta en un reto interesante para poder establecer si la granada roja tiene propiedades anti-
inflamatorias. Por lo que surge la siguiente pregunta de investigacion ¢Cudl es el efecto de
la administracion de un microencapsulado de granada roja (Punica granatum), en ratas
Wistar macho, en un modelo de inflamacién aguda inducido por un lipopolisacaridos de E.

coli?

4. JUSTIFICACION
Las propiedades antitérmicas, analgésicas y especialmente anti-inflamatorias de los anti-
inflamatorios no esteroideos (AINES) hacen que su prescripcion sea de las mas frecuentes en
los Sistemas de Salud. El gasto por el consumo de AINEs es muy elevado y si se suman los
gastos producidos por la atencion médica y manejo de los enfermos con efectos secundarios
importantes principalmente gastrointestinales, el gasto monetario es de aproximadamente 325
millones de euros a nivel mundial (Gabaa, et al., 2015), sin contabilizar a las personas que se
auto-medican (Anexo 1) (Pérez, et al., 2004). La administracion de los AINEs debe ser
cuidadosamente evaluada desde diferentes puntos de vista como el economico, legal y con
mayor impetu el de la salud, ya que su uso desmedido, descontrolado y sin restriccion o
regulacién hacia la poblacién en general (Gabaa, et al., 2015), puede causar problemas
importantes por su administracion sin supervision o en periodos prolongados y dosis altas
(Brechmann, et al., 2019; Gabaa, et al., 2015) debido a los efectos secundarios que pueden
provocar en ciertos individuos como ulceraciones, desarrollo de estenosis, procesos
inflamatorios variables como la colitis y la isquemia, que son los efectos colaterales mas

comunes, (Anexo 2) y que hay que tener presentes (Brechmann, et al., 2019; Gabaa, et al.,
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2015; Pérez, et al., 2004). Debido a ello se buscan alternativas no farmacolégicas que ayuden
a contrarrestar la inflamacion aguda sin tener efectos secundarios y no afectar al tratamiento
que se esté llevando a cabo en el individuo y a su vez, que la inflamacion no progrese a una
inflamacion cronica. Desde épocas milenarias se ha empleado la medicina tradicional para el
tratamiento de una gran cantidad de enfermedades como diarrea, infecciones urinarias,
tratamientos en colesterol y triglicéridos, asma, artritis, entre otras (Gallegos-Zurita, 2016). La
granada es un fruto rico en nutrientes fitoquimicos bioactivos con propiedades médicas
(Olapour y Najafzadeh, 2010; Shukla, et al., 2008). Se ha reportado el potencial anti-
inflamatorio de diferentes variedades de granada (Olapour y Najafzadeh, 2010; Shukla, et al.,
2008). Durante la Gltima década, la fruta de la granada ha ganado una gran reputacién como
un suplemento dietético y un alimento funcional debido a la evidencia cientifica sobre efectos
positivos a la salud (Basu y Penugonda, 2009; Johanningsmeier y Harris, 2011; Jurenka, 2008;
Lansky y Newmana, 2007; Sreekumar, et al., 2014). La granada contiene fitoquimicos, como
flavonoides, flavonoles, flavonas, &cidos grasos conjugados, taninos hidrolizables y
compuestos relacionados que se cree gque son responsables de varias actividades bioldgicas y
farmacoldgicas (Ismail, et al., 2012; Lansky y Newmana, 2007; Rahimi, et al., 2012). Existen
reportes cientificos sobre el efecto anti-inflamatorio in vitro del fruto, pero dicha actividad no
se ha mostrado in vivo (BenSaad, et al., 2017; Lee, et al., 2010; Sarker, et al., 2012), por lo
tanto, se pretende evaluar el efecto anti-inflamatorio in vivo empleando un modelo animal
tratado con LPS con la finalidad de contar con alternativas no farmacologicas para el

tratamiento de la inflamacion aguda.

5. OBJETIVOS

5.1.0BJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto anti-inflamatorio de un mircroencapsulado de granada roja (Punica
granatum) en ratas Wistar macho con inflamacion aguda inducida por lipopolisacarido de
E. coli.
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5.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

1) Evaluar la respuesta inmune, en ratas Wistar macho acondicionadas o no con
microencapsulado de granada roja y retadas o no con LPS a través del conteo de
gldébulos blancos en sangre.

2) Evaluar el metabolismo de los lipidos en ratas Wistar macho alimentadas o no con
microencapsulado de granada roja y retadas o no con LPS a través de la determinacién
de su perfil lipidico.

3) Determinar el estado inflamatorio en ratas Wistar macho, acondicionadas o no con
microencapsulado de granada roja y retadas o no con LPS, mediante el analisis de las
citocinas IL-1, IL-6 y TNF-a a nivel molecular (RNAm) y protéico.

6. HIPOTESIS
El microencapsuldado de granada tiene propiedades anti-inflamatorias que reducen la
inflamacién aguda inducida con LPS de E. coli en ratas Wistar macho.

7. METODOLOGIA

7.1.Tipo de estudio
El presente estudio es de tipo experimental-longitudinal. Con un seguimiento de 31 dias.

7.2.Consideraciones éticas
El protocolo experimental se sometié a aprobacion por los Comités de Investigacion y Etica
del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”, obteniendo carta de aprobacion de
ambos comites (Comité de investigacion y Comité Interno para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (CICUAL)) con el nimero de registro PT-19-102. Se siguieron las
recomendaciones estandar para el cuidado de los animales establecidos (NOM-062-Z00,
1999).

7.3.Diagrama metodoldgico del proyecto
El proceso metodoldgico a seguir se describe esquematicamente en la Figura 5.
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32 ratas Wistar macho
Pes0:185 g
Edad: 6-7 semanas

T° 25-35°C +2°C
H 40+5%
L/O 12:12

Agua y alimentacion ad libitum

Grupo A:
n=38

Tx. 1. [Iml/kg] de
agua de bebida por 30
dias.

Tx. 2. [1ml/kg] VIP
de Solucién
fisioldgica al dia 31.

Grupo B:
n=38

Tx. 1. [0.5mg/ml/kg]
de microencapsulado
por 30 dias.

Tx. 2. [1ml/kg] VIP
de Solucién
fisioldgica al dia 31.

v

v

Grupo C:
n=38

Tx. 1. [0.5mg/ml/kg]
de microencapsulado
por 30 dias.

TX. 2. [Img/ml/kg]
VIP de LPS al dia
31.

Grupo D:
n=28

Tx. 1. [1ml/kg]
de agua de bebida
por 30 dias.

TX. 2.
[Lmg/ml/kg] VIP
de LPS al dia 31.

v

Toma de muestra sanguinea antes y después (2 y 4 horas) del tratamiento dos

v

Férmula blanca

Perfil lipidico

Expresion del ARNm
de IL-18, IL-6 y TNF-a

v

Citocinas séricas: IL-
1B, IL-6 y TNF-a

v

Sacrificio por sobredosis

con pentobarbital

Andlisis estadistico

Figura 5. Diagrama de flujo metodoldgico.

7.4.Definicion de grupos de estudio

e Grupo A o Control negativo: Ratas Wistar macho sanas alimentadas e hidratadas

de forma convencional ad libitum.
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e Grupo B o Acondicionadas: Alimentadas con el microencapsulado de granada roja
(ME).

e Grupo C o Probando: Alimentadas con el microencapsulado de granada roja (ME)
y retadas con LPS.

e Grupo D o Control positivo: Suministro de alimento convencional y reto con LPS.

7.5.Criterio de inclusién
Ratas Wistar macho sanos de 185 g de peso y de 6-7 semanas de edad.

7.6.Criterio de exclusion
Enfermedad que presentaran los animales fuera del contexto del estudio de investigacion y
afecten los resultados como enfermedades de vias respiratorias o parasitosis.

7.7.Criterio de eliminacién

Aquellos animales que murieran durante el desarrollo de la investigacion.

7.8. Tamafo de muestra
Se calculd el tamafio de muestra “n” mediante la formula para poblacion finita de Aguilar-
Barojas, 2005 (Anexo 3) tomando como referencia la “N” utilizada en Saeidienik, et al.,
2018 y de investigaciones realizadas en el Laboratorio de Metabolismo de Lipidos del
Departamento de Biologia Molecular, INCICH por el Dr. Oscar A. Pérez Méndez

(informacion personal).

7.8.1. Calculo de la muestra
n:?
N: 60
Z: 95%: 1.96
p: 50%= 0.5
g: 50%=0.5
E:4=04
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Sustitucion:

1.962(0.5)(0.5)

n= = 6.04
(0.42(60 — 1)) + (1.962(0.5)(0.5))

Se tomé en cuenta un 20% de pérdidas de muestra por alguna situacién imprevista, por lo cual

la “n” calculada fue de 8 ratas por grupo dando un total de 32 ratas.

7.9.Manejo general de los animales de experimentacion
Para el desarrollo de este estudio, los animales de experimentacion fueron mantenidos y
trabajados en el Bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” (INCICH),
distribuidas en 8 jaulas de 50 X 40 cm, cada una con 4 ratas, a una temperatura entre 25-
35°C +2°C, una humedad de 40£5% Y ciclos de luz oscuridad de 12/12.

7.10. Alimentacion de los animales de experimentacion
El alimento y el agua de bebida fueron proporcionados ad libitum. El alimento fue tipo
croqueta para roedores de laboratorio marca LABDIET® (Anexo 4) del Bioterio del mismo

Instituto.

7.11. Modelo experimental

Se realizaron dos tratamientos durante la experimentacion que se describen a continuacion.

7.11.1. Tratamiento uno (Tx1)
Administracion de una dosis diaria mediante canula, del ME o placebo, durante 30 dias en
horario controlado y considerando el peso diario de cada rata.

e Grupo A (Control negativo): [ImL/kg] de placebo (Agua de bebida).

e Grupo B (Acondicionado): [0.5mg/mL/kg] de microencapsulado de granada roja.

e Grupo C (Probando): [0.5mg/mL/kg] de microencapsulado de granada roja.

e Grupo D (Control positivo): [ImL/kg] de placebo (Agua de bebida).

Nota: EIl microencapsulado se disolvio en agua destilada [1g/2mL].
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7.11.1.1. Administracion del microencapsulado
El microencapsulado de jugo de granada fue proporcionado por el Dr. Gabriel Betanzos
Cabrera, profesor e investigador de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, el cual
fue elaborado como se describe en Estrada-Luna, et al., 2019.
Las ratas fueron suplementadas con el microencapsulado mediante el uso de una canula
metalica de 80 mm de largo, curvatura de 30° y punta roma, que ayuda a la mejor ingestion

por la trdquea, directo al esdfago, sin causar lesion al animal.

7.11.2. Tratamiento dos (Tx2)
Se indujo inflamacidn con una sola dosis de LPS (E. coli, cepa 055:B5) por via intraperitoneal
(V IP) al dia 31 en el mismo horario en que se administraba el ME.

e Grupo A (Control negativo): [ImL/kg] de solucidn fisioldgica

e Grupo B (Acondicionado): [ImL/kg] de solucion fisiologica

e Grupo C (Probando): [Img/1mL/kg] de LPS

e Grupo D (Control positivo): [Img/lmL/kg] de LPS

Nota: el LPS se disolvi6 en Solucion Fisioldgica (0.9% de NaCl) (Moravcova, et al., 2018).

7.11.2.1. Administracion de lipopolisacaridos (LPS)
La administracion de LPS fue sin anestesia previa, y segun lo reporta BenSaad, et al., 2017

y Lee, et al., 2010. El efecto del LPS en la rata se mantiene de 6-8 horas.

7.12. Recoleccion de datos

7.12.1. Toma de muestra sanguinea
La primera muestra de sangre se tomo al dia 30 después de ocho horas de la administracion
de ME (TO= tiempo basal o tiempo inicial), la segunda toma al dia 31, 2 horas después de la
induccion con LPS (T1= Tiempo 1). Ambas tomas fueron realizas por puncion de la vena
cava lateral de la cola de la rata, sin emplear anestesia, utilizando una trampa para roedores
que permite la facil captura y liberacion de las ratas sin dafiarlas. EI mecanismo de bloqueo
es automatico, por lo cual, el animal no puede escapar después de ser atrapado. La tercera

muestra fue obtenida a las 4 horas del tratamiento 2 por la aorta abdominal (T2= Tiempo 2),
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sedando a las ratas con 1mg/1mL/kg de pentobarbital sddico intraperitoneal.

7.12.2. Sacrificio de animales de experimentacion
Después de colectar las muestras de sangre, los animales fueron sacrificados mediante una

administracion de 50 mg/kg de pentobarbital (Salamanca, 2005).

7.12.3. Mediciones bioquimicas

7.12.3.1. Formula blanca
Se obtuvo sangre total en tubos BD Microtainer de 500 ul con 1.0 mg de K:EDTA. Las
muestras se procesaron en el Laboratorio Central del INCICH, en donde se analizaron
cualitativamente, usando un equipo automatizado para Biometrias Hematicas de la marca
Beckman coulter Act diff 2 (Coulter, 2000-2019).

7.12.3.2. Perfil lipidico (Colesterol Total, HDL, TG)
En el Laboratorio de Metabolismo de Lipidos del Departamento de Biologia Molecular,
INCICH, se determiné el Colesterol Total (CT), Lipoproteinas de alta densidad (HDL) y
Triglicéridos (TG), mediante métodos enzimaticos colorimétricos (RANDOX, UK)

partiendo de 5 ml de plasma-1 mg de heparina (Anexo 5).

7.12.3.3. Medicion de la expresion de RNAm de citocinas (IL-18, IL-6 y TNF-a)

La determinacion de la expresion del Acido Ribunocléico mensajero (RNAm) de las citocinas
mencionadas, se realizo por Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR), en
el Laboratorio de Inmunologia del INCICH. Para ello, se extrajo RNA total empeando 400 pL
de sangre total de cada rata mezclada con 700 puL de TriPure Isolation Reagent, (Rooche,
Mannheim, Germany) para mas detalle ver Anexo 6. Una vez extraido el RNA total se realiz6
la sintesis de c-DNA de cada gen especifico. Los iniciadores especificos (primers) para la
cuantificacion de la expresion de cada citocina se muestran en la Tabla 6. Como gen endogeno
o de referencia se utiliz6 gen de la hipoxantina-guanina-fosforribosil-trasnferasa (HPRT) La
expresion relativa de cada gen se calcul6 con el método 24° (Anexo 6).

29



7.12.3.4. Citocinas sericas (IL-1p, IL-6 y TNF-a)
La determinacion de la concentracion de citocinas en suero se realizd en el Laboratorio de
Bioquimica del Departamento de Farmacologia del INCICH, mediante la técnica de ensayo
inmunoenzimatico ligado a inmunosorbente (ELISA) utilizando Kits comerciales de la
marca Peprotech (IL-1p, IL-6 y TNF-a) y 100 ul de plasma de cada rata, con 0.1 mg de

heparina (Anexo 7).

7.13. Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos se sometoeron a prubea de normalidad con el método estadistico de
Kolmogorov-Smirnov. Los datos se expresaron para variables cuantitativas como la media +
desviacion estandar. Las comparaciones se hicieron empleando la prueba estadistica no
paramétrica de Kruskal-Wallis, teniendo como variables independientes al tiempo de toma de
muestra y los grupos estudiados. Las diferencias entre las medias se consideraron
estadisticamente significativas con un valor de p<0.05. Los analisis se llevaron a cabo con el

paquete estadistico SPSS version 23 y Microsoft Excel version 10.

8. RESULTADOS
Todos los animales de experimentacion aumentaron de peso gradualmente de una manera
similar hasta el término del Tx1 (dia 30). Cabe resaltar que, los animales de experimentacién
se adaptaron paulatinamente a las maniobras de consumo en la primera semana del Tx1; en
los grupos alimentados con ME fue mas facil la manipulacion con canula. Ningun grupo
perdié el apetito hasta terminar el Tx1, a pesar del estrés sometido durante TO. A los pocos
minutos de iniciar el Tx2 en los grupos C y D que fueron tratados con LPS, las ratas mostraron
los siguientes signos: pelo erizado, debilidad, letardo, aumento de suefio, aumento su
frecuencia respiratoria y cardiaca a la manipulacion, sin apetito ni sed, durante las 4 horas que
duré el Tx 2, en cambio, los grupos A y B no mostraron signos que indicaran una alteracién en
el organismo. Durante la toma de muestra en el T1 todos los animales de experimentacion no
mostraron agresividad, solo inquietud al tratar de capturarlas en el cepo al igual que durante la

aplicacion de anestesia para iniciar el T2.
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Cabe mencionar que hubo descenso de 4 ratas durante la etapa de experimentacion; en la
primera semana del Tx1, murieron dos ratas pertenecientes al grupo B, las cuales se
descartaron para el analisis de los resultados y durante la toma de muestra en el T1 murieron
dos ratas mas, una del grupo A y otra del grupo B sin embargo, se considero incluir los datos

recolectados antes de su muerte para los analisis estadisticos.

8.1.Formula blanca
La tabla 2 muestra la cantidad de leucocitos que presentd cada grupo de ratas alimentadas o no
con el ME. Se puede observar un aumento de leucocitos en los grupos Ay B a partir de las 2
horas posteriores a la inoculacién VIP de solucion fisiologica (TO: 10.55+2.46 y 11.62+0.78
respectivamente; T1: 13.76+3.83 y 13.30+3.40 respectivamente) y una caida posterior
respecto al TO en el T2 (4.92+1.14 y 4.50+0.85 respectivamente); por el contrario, los grupos
C y D presentaron una baja en el porcentaje de leucocitos en ambos tiempos, comparados con
la cuenta basal (TO: 10.55+2.46 y 11.62+0.78 respectivamente; T1: 4.96+1.91 y 6.92+1.36
respectivamente y T2: 2.60+1.14 y 4.90+1.70 respectivamente) .
Al realizar un andlisis de las cuentas de leucocitos entre todos los grupos de experimentacion
por cada tiempo muestreado, se observd que el grupo C presentd un menor nimero de
leucocitos en todos los tiempos en comparacion con los demas grupos (En el T1: A vs C p=
0.001y B vs C p=0.008; enel T2: B vs C p=0.006 y C vs D p= 0.016) (Tabla 2).
En cuanto a los neutréfilos que presentd cada grupo experimental, se puede observar una
disminucion de mas del doble de neutro6filos en los grupos Control negativo y Acondicionado,
en el T1 (TO: 5.85+3.68 y 4.35+4.96 respectivamente; T1: 2.16£0.57 y 1.36+0.63
respectivamente) y una recuperacion en el T2 (10.24+14.9 y 51.95+21.11 respectivamente); en
cambio, los grupos Probando y Control positivo aumentaron el porcentaje de neutréfilos a las
2 y 4 horas posteriores a la induccion a inflamacion con LPS, comparados con la cuenta basal
(TO: 3.80+3.15 y TO= 1.40+0.17 respectivamente; T1: 11.68+15.52 y 29.35+18.62
respectivamente y T2: 51.95+21.11 y 52.46+44.65 respectivamente) .
Al comparar las cuentas de neutrofilos entre grupos en el mismo tiempo se observo que el

grupo D presentd un mayor nimero de neutréfilos en todos los tiempos en comparacion con
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los demés grupos (Enel T1: Bvs D p=0.028; enel T2: Avs D p=0.015; Bvs D p=0.020 y
C vs D p=0.046) (Tabla 2).

Como se puede observar en la Tabla 2, hubo una disminucién de linfocitos en los grupos A, C
y Denel T1y T2 comparados con la cuenta basal (TO: 88.72+6.42, 91.80+£7.61 y 83.90+12.47
respectivamente; T1: 86.60+15.80, 66.91+23.68 y 62.12+5.00 respectivamente y T2:
65.72+15.67, 40.75+16.27 y 22.56+7.07 respectivamente); por el contrario, el grupo B
presentd un aumento en el porcentaje de linfocitos en el T1, comparado con la cuenta basal
(T0: 90.12+4.37 y T1: 96.70£0.52) y posteriormente disminuyo en el T2 (T2: 66.66+26.63) .
Al comparar las cuentas de linfocitos entre todos los grupos, se observé que el grupo C
presentd un menor namero de linfocitos en todos los tiempos en comparacion con los demas
sin embargo, el grupo D fue estadisticamente mas significativo que los demas (En el T1: A vs
D p=0.009; B vs D p=0.003; enel T2: A vs D p: 0.001; B vs D p: 0.002 y C vs D p=0.006)
(Tabla 2).

Se observé un aumento de monocitos en los grupos Control negativo a las 2 y 4 horas
posteriores a la induccion a inflamacion con LPS, comparados con la cuenta basal (TO:
0.47+£0.43; T1: 1.03£1.44 y T2: 0.60£0.51); por otro lado, el grupo Acondicionado aumento su
porcentaje de monocitos en el T1 y posteriormente disminuyo en el T2 comparado con la
cuenta basal (TO: 0.50£0.21; T1: 0.53+0.30 y 0.33+0.25); por el contrario, el grupo Probando
presento una disminucion en el porcentaje de monocitos en el T1 y T2, comparado con la
cuenta basal (TO: 0.90+£1.30; T1: 0.31+0.49 y T2: 0.47+0.55); por otro lado, el grupo Control
positivo presento una disminucién en el porcentaje de monocitos en el T1, comparado con la
cuenta basal (TO: 0.43£0.23; T1: 0.12+0.05) y posteriormente un aumento en el T2 (T2:
0.70+£0.79 respectivamente) (Tabla 2).

Al comparar las cuentas de monocitos entre todos los grupos de experimentacion en el mismo
tiempo, se observé que el grupo C presento un menor nimero de monocitos siendo mas
evidenteenel T1 (Enel T1: C vs D p=0.024) (Tabla 2).
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Tabla 2. Férmula blanca en ratas Wistar macho

TO (Basal) T1 (2 horas post-induccion) T2 (4 horas post-induccion)
A B C D D A B C D D A B C D D
n=38 n=6 n=8 n=8 n=8 n=6 n=8 n=8 n=8 n=6 n=8 n=8
- 0.001"« o
Leuco- 1085224 1162607 1oi6io63 14008204 NS 1376:383 13308340 4965191 6926136 0008 4926114  450:085  260:114 490170 000"
citos % 6 8 0,028 0.016
0.006*
. 0.049"
NOUO- oo ses 4352496 3805315  140:017 NS 2166057  1aesoes LIS 2938EBS o000 ygopg  peeoss  OLOH2LD 5246846 0015
filos % 2 2 1 5 0.002
0.020
0.046"
0.0117
Linfo-  ss72:64  90.12+43 83.90+12.4 86.60+15.8 66.91£23.6 0009« 65724156  66.66:26.6  40.75+16.2 0.0«
- 1226, 12543 91.8047.61 9012, NS 00158 96.70+0.52 38 gp1es00 O 12x15. 00526, MoE82 o see707 00140
citos % 2 7 7 0 8 0.003 + 7 3 7 000
0.006"
Monoci .
tog 0 O47H043 0505021 090:130 0431023 NS 1036144 053030 0312049 0121005 002 060051 0331025  047:055  0.70%0.79 NS
Eosino-
filog 0p  0S0035 0926107 043005 0165011 NS 0708035 0704060 070014  027:017 0008«  046:029 033015 1224060  063:061 NS
B.gz%;'_ 4452715 4101379 203323 10T N asomses  orososr PN gromsa NS 22984199 SLO0ZT3  ggpsege 2303396 NS
0

A= Control negativo; B= Acondicionado; C= Probando; D= Control positivo. *A vs B, “A vs C, «A vs D, °B vs C, *B vs D, "C vs D
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En cuanto a los eosinofilos, se puede observar una disminucion de éstos en los grupos Ay B
enel T1y T2, comparados con la cuenta basal (TO: 0.50+0.35 y 0.92+1.07 respectivamente;
T1: 0.70+0.36 y 0.70+0.60 respectivamente y T2: 0.46+0.29 y 0.33£0.15 respectivamente);
por el contario, C y D presentaron un aumento en el porcentaje de eosinéfilos en ambos
tiempos (T1 y T2), comparado con la cuenta basal (TO: 0.43+0.05 y 0.16+0.11
respectivamente; T1: 0.70+£0.14 vy 0.27+0.17 respectivamente; T2: 1.22+0.60 y 0.63+0.61
respectivamente). Al analizar las cuentas de eosinofilos entre todos los grupos de
experimentacion en el mismo tiempo, se observé que el grupo C presento un mayor nimero de
eosindfilos en todos los tiempos en comparacién con los demas grupos sin embargo, el grupo
D fue estadisticamente mas significativo que los demés en el T1 (En el T1: A vs D p= 0.008)
(Tabla 2).

Por otro lado, se puede observar un aumento de basofilos en el grupo A enel T1y T2 con
respecto al tiempo basal (TO: 4.45+7.15; T1: 9.50+15.93; T2: 22.98+£19.97); por el contrario,
los grupos Acondicionado y Control positivo presentaron una baja en el porcentaje de
basofilos en el T1 comparado con la cuenta basal (TO: 4.10+£3.79 y 14.10+12.12
respectivamente; T1: 0.70+£0.87 y 8.12+15.91 respectivamente) y posteriormente un aumento
en el T2 (T2: 31.00+27.37 y 23.63£39.63 respectivamente) comparado con el tiempo basal;
sin embargo, el grupo C presentd un aumento en el T1 comparado con la cuenta basal (TO:
2.93+3.23; T1: 21.01£28.14) y posteriormente una disminucion en el T2 (T2: 5.60£9.69).

Al realizar un andlisis de las cuentas de basofilos entre todos los grupos de experimentacién
por cada tiempo muestreado, se observé que el grupo B presentd un mayor nimero de
basofilos en el T2 (Tabla 2).

8.2.Perfil Lipidico
En la Tabla 3 se describe la concentracion en mg/dL de colesterol total (CT) que presento cada
grupo estudiado. Se observa una disminucion en la concentracion de CT en los grupos A, C 'y
D 4 horas posteriores al tratamiento con solucion fisiologica o con LPS, comparados con la
cuenta basal (TO: 63.23£6.51, 68.50£13.09 y 64.07+£6.79 respectivamente; T2: 53.27+5.17,
62.81+17.90 y 59.31+5.73 respectivamente). Si se comparan las cuentas de CT entre los dos

grupos tratados con LPS en el mismo tiempo, se puede observar que el grupo que presento un
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menor numero de colesterol total fue el grupo C, sin embargo, hubo una diferencia
significativa entre el grupo Ay el Denel T1 (Enel T1: A vs D p=0.049).

Tabla 3. Perfil lipidico en ratas Wistar macho

TO (Basal) T2 (4 horas post-induccion)
A C D A C D
n=8 n=8 n=8 P n=7 n=8 n=8 P
Colesterol
Total 63.23+6.51 68.50+£13.09 64.0746.79 NS  53.2745.17 62.81+17.90 59.3145.73 0.049¢
mg/dL
r:'gtl)d'-l_ 27374768 32004566 31504560 NS 2378+517  2271+483 25613543 NS
Triglicéri- 0,004~
dos 89.76£50.92 116.84454.17 74.35+22.25 NS 59.87+20.67 221.38+97.01 173.71+66.43 O. 003¢
mg/dL .

A= Control negativo; C= Probando; D= Control positivo. A vs C, “Avs D, "C vs D.

Como se muestra en la Tabla 3, la concentracion en mg/dL de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) que presentd cada grupo experimental disminuy6 en los grupos A, Cy D en el T2,
comparados con la cuenta basal (TO: 27.37+7.68, 32.00+5.66 y 31.50+5.60 respectivamente;
T2: 23.78+5.17, 22.71+4.83 y 25.61+5.43 respectivamente). Al realizar la comparacion de la
concentracion de HDL entre todos los grupos de experimentacion en el mismo tiempo, se
observo que el grupo C fue quien presenté una menor concentraciéon de HDL en todos los

tiempos respecto con los demas grupos.

Se observa una disminucién en la concentracion (mg/dL) de TG en el grupo Control negativo
en el T2, comparado con el TO (TO: 89.76+50.92; T2: 59.87+20.67); en cambio, la
concentracion de TG en los grupos Probando y Control positivo aumentaron en el T2
comparado con el tiempo basal (TO: 116.84+54.17 y 74.35+£22.25 respectivamente; T2:
221.38+97.01 y 173.71+66.43 respectivamente), aumentando en el grupo C 1.89 veces mas y
en el grupo D 2.33 veces mas comparados con TO. Cuando se realizd la comparacion de la
concentracion de TG entre todos los grupos de experimentacion en el mismo tiempo, se
observo que el grupo D presentd una concentracion menor de TG en todos los tiempos

comparado con los demas grupos (En el T2: A vs D p= 0.003) (Tabla 3).
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8.3.Medicion de la expresion de RNAm de citocinas

Se describen en la Tabla 4 los niveles de RNAmM de IL-18 que presentaron los grupos de
experimentacién, en donde se observa un aumento de la expresion de 1L-18 en los grupos B, C
y D 2 horas posteriores al tratamiento con solucién fisioldgica o LPS, comparados con su
expresion basal (TO: 25.41+14.37, 42.44+14.23 y 46.69+10.9 respectivamente; T1:
44.18+24.77, 249.30+61.85 y 277.14+131.16 respectivamente), aumentando 5.87 veces mas el
grupo C y 5.93 veces mas el grupo D en el T1. Al comparar los valores de 1L-18 de entre
todos los grupos de experimentacion en el T1 se observo que el grupo D presentd un mayor
nivel de IL-14 en comparacion con los demas grupos (En el T1: A vs D p=0.001; B vs D p=
0.002).

Los niveles de IL-6 aumentaron en los grupos Ay B en el T1, comparados con el TO (TO:
4.21+1.69 y 4.08+2.35 respectivamente; T1: 6.07+2.37 y 5.14+2.17 respectivamente); por el
contario, disminuyo la expresion de IL-6 en los grupos C y D a las 2 horas posteriores a la
induccién a inflamacion con LPS, comparados con el tiempo basal (T0: 5.31+3.00 y 4.38+2.56
respectivamente; T1: 1.52+1.03 y 1.84+1.27 respectivamente). Cuando se compara el nivel de
IL-6 entre todos los grupos en el mismo tiempo, se observo que el grupo D presentd una
menor expresion de IL-6 en el T1 en comparacién con los demas grupos (En el T1: A vs D p=
0.002 y B vs D p= 0.005) (Tabla 4).

La expresion de TNF-a que presentd cada grupo estudiado se muestra en la Tabla 4, en donde
se puede observar un aumento en todos los grupos (A, B, Cy D) en el T1, comparado con el
TO de cada grupo (TO: 0.42+0.15, 0.24+0.58, 0.40+0.12 y 0.54+0.09 respectivamente; T1:
0.61+0.29, 0.32+0.16, 2.19+0.88 y 2.14+1.09 respectivamente); el aumento fue mayor en los
grupos tratados con LPS respecto con TO (C= 5.47 y D= 3.96 veces mas). Al comparar la
expresion de TNF-a entre todos los grupos de experimentacion en el T1, se observo que el
grupo C presento una mayor expresion de TNF-a comparado con los demas (Enel T1: Avs C
p=0.001; B vs C p=0.002; C vs D p=0.037).
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Tabla 4. Expresion relativa de RNAm en ratas Wistar macho.

TO (Basal) T1 (2 horas post-induccion)
A B C D A B C D
n=8 n=6 n=8 n=8 P n=7 n=5 n=8 n=8 P
44.40+19.4 42.44+14.2 46.69x+10.9 45.12+21.3 44.18+24.7 249.30+61. 277.14+131. 0.0017«
IL-15 6 25.41+14.37 3 8 NS 0 7 85 16 0.002°
0.003™
IL-6 4.21+1.69 4.08+£2.35 5.31£3.00 4.38+2.56 NS 6.07+£2.37 5.14+2.17 1.52+1.03 1.84+1.27 0.002¢
0.005*
0.028"
TNF-o0  0.42+0.15 0.24+0.58 0.40£0.12  0.54+0.09 NS 0.61+0.29 0.32+0.16 2.19+0.88 2.14+1.09 %%%12
0.037"
A= Control negativo; B= Acondicionado; C= Probando; D= Control positivo. *A vs B, "Avs C, “‘Avs D, °Bvs C, ' Bvs D, 'C vs D
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8.4.Citocinas séricas

Como se puede observar en la tabla 5, la concentracion de la proteina IL-13 en pg/mL en los
grupos A, C y D, disminuyo en el T1 y en el T2 respecto a su TO (TO: 146.42+67.11,
46.77+32.99 y 48.91+16.63 respectivamente; T1: 50.75+16.11, 39.25+14.54 y 38.72+20.91
respectivamente; T2: 40.85+5.49, 44.92+11.38 y 23.87+£15.21); por el contrario, el grupo B
presentd un aumento en la concentracion de IL-1p en ambos tiempos, comparados con la
cuenta basal (T0O: 33.83+18.76; T1: 49.83+13.19 y T2: 45.20+11.90).

Al realizar un analisis la concentracion de la proteina IL-1B entre todos los grupos de
experimentacién por cada tiempo muestreado, se observé que el grupo D presenté una menor
concentracion de IL-1B en todos los tiempos en comparacion con los demas grupos (En el T2:
A vs D p=0.015; C vs D p=0.013) (Tabla 5).

La concentracion de la proteina IL-6 en pg/mL se describe en la Tabla 5, en la cual se puede
observar una baja de IL-6 en el grupo A enel T1y T2 comparado con el TO (TO: 80.00+46.33,;
T1: 77.50+£41.02; T2: 67.71+21.54); por otro lado, el grupo B tuvo un aumento en la
concentracion de IL-6 en el T2 comparado con TO (TO: 86.83+50.70; T2: 118.00+36.69); en
cambio, el grupo C disminuyo la concentracion de IL-6 a las 2 y 4 horas posteriores a la
induccion a inflamacion con LPS, comparado con la cuenta basal (TO: 176.37£247.63, T1:
145.75+37.90 y T2: 125.37+52.97); sin embargo, el grupo D aumento su concentracion de IL-
6 en ambos tiempos, comparado con el TO (TO: 150.00£56.09, T1: 172.25+45.46 y T2:
160.12+55.01). Asi mismo, al realizar la comparacion de la concentracién de IL-6 entre
grupos en el mismo tiempo se observéd que el grupo C presentd una menor concentraciéon de
IL-6 en todos los tiempos conmparado con los demas grupos, siendo estadisticamente
significativoen el T2 (En el T2: C vs D p= 0.013).
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Tabla 5. Citocinas séricas en ratas Wistar macho.

TO (Basal) T1 (2 horas post-induccion) T2 (4 horas post-induccion)
A B c D A B C D A B c D
n=8 n=6 n=8 n=8 P n=7 n=5 n=8 n=8 P n=7 n=5 n=8 n=8 P
IL-1p 14642 33.83+1 fg;g 4891%1 o 5075:1 49.83+1 3025414, 38726 . 4085t 4520¢1l 449241 238741 0015
pgiml 6711 876 oo 6.63 6.11 3.19 54 20.91 5.49 90 1.38 521 0013
IL6 8000+ 868355 /oS 15000¢ Ng 77504 8500+2 14575837 17225 0007 6771+ 1180036 12537+ 16012+ 0.018"
pgmL 4633 070 X 5609 1.02 6.19 90 14546 0003 2154 69 5207 5501  0.003¢
TNFa  BL98: 12550: OO0 7337s4 o 9800:2 12616x 8675820, 8562 . 8585 638019, 8925:3 605082 ..
pgmL 4936 10417 8.56 952  110.94 56 2075 3264 25 2.18 2.62 :

A= Control negativo; B= Acondicionado; C= Probando; D= Control positivo. *A vs B, "Avs C, “Avs D, °Bvs C, ‘B vs D, "C vs D.

En la Tabla 5 se muestra la concentracion de TNF-o en pg/mL que presento cada grupo de ratas con o sin ME. El grupo A, a

pesar de que presenta un ligero aumento de su concentracion en el T1 con respecto a la cuenta basal, se puede considerar sin

cambios importantes a lo largo del experimento (T0O: 81.98+49.36; T1: 98.00£29.52 y T2: 85.85+£32.64); por el contario, el grupo

B disminuy0 su concentracion en el T2 casi a la mitad de su concentracion basal (TO: 125.50+104.17 y T2: 63.80+£19.25), el

grupo C tuvo un liger aumento en la concentracion de TNF-o en el T1 y T2 comparado con TO (TO: 86.12+16.89, T1:

86.75+20.56 y T2: 89.25+32.18); por el contrario, el grupo D tuvo un aumento en la concentracion de TNF-a 2 horas posteriores

a la induccion a inflamacion con LPS, comparado con TO (TO: 73.37+48.56 y T1: 85.62+29.75) y posteriormente una

disminucion en el T2 de su cuenta basal (T2: 60.50+22.62). Al comparar las cuentas de TNF-o entre todos los grupos en el

mismo tiempo, se observé que el grupo B presento una menor concentracion de TNF-a en el T2 en comparacion con los demas.
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9. DISCUSION
El sistema inmunoldgico utiliza a la inflamaciéon como un mecanismo de defensa contra
agentes extrafios (Collado, et al., 2008; Delves, et al., 2014; Janior, et al., 2010; Maddelainne
y Boris, 2014) con la consigna de librar al organismo de la causa inicial de agresion celular, y
evitar la evolucion de una inflamacion aguda a una cronica que pueda llegar a provocar
necrosis tisular. Por otro lado, se sabe que la inflamacion crénica puede generar dafio tisular
irreversible, por lo cual se pueden tomar medidas farmacologicas como tratamiento para
menguar dicha inflamacion (Granados, et al., 2010; Herrera, 2014); sin embargo, muchos de
los tratamientos farmacoldgicos anti-inflamatorios, esteroideos o no (AINE’s) pueden llegar a
tener efectos secundarios, como problemas gastrointestinales (Medina-Remon, et al., 2017),
formacion de Glceras gastricas o intestinales a cualquier nivel del 6rgano o incluso problemas
como la ateroesclerosis en casos extremos.
Existen en el mercado suplementos alimenticios naturales que tratan de minimizar los efectos
de los AINE’s, pero la gran mayoria de éstos no cuentan con un respaldo cientifico que
acredite y certifique sus beneficios para la Salud.
En el presente estudio se investigod el probable efecto anti-inflamatorio que puede provocar la
toma de un microencapsulado de granada roja, lo cual se ensayé en modelos experimentales
con ratas Wistar macho y se realizaron inferencias de acuerdo a diversas mediciones
indirectas de inflamacion.
Se observd que los niveles basales de leucocitos disminuyeron una vez induciendo el grado
inflamatorio en el grupo Probando, asi como en el grupo Control positivo. La disminucion de
leucocitos fue muy notoria para ambos grupos, debido a que fue mas del doble de su nivel
basal. Una posible explicacion de esto podria contemplarse por la destruccion natural que
ocurre de glébulos blancos al presentarse una invasion de un agente infeccioso al sistema
inmunoldgico (Garcia-Gonzélez, et al., 2012); sin embargo, se observé que dicha caida de
leucocitos fue mayor aun en el grupo C, al cual se le administro el ME, por lo tanto, podria
indicar que éste complemento alimenticio pudo influir en ello (Tabla 2).
Por otro lado, se sabe que los neutr6filos son un grupo de células cuya funcion principal es
atenuar las infecciones micoticas y bacterianas (Garcia-Gonzalez, et al., 2012), lo cual se

puede observar en el comportamiento que tuvieron en este estudio. En un inicio se pudo
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observar que los neutrdfilos se encontraban en un rango del 1.40+0.17 al 5.85+3.68 % en los
cuatro grupos de ratas ensayados; sin embargo, la cuenta de éstos bajo a la mitad, en el grupo
A en el T1, pero aumento al doble (10.24+14.9%) en el T2, lo cual podria deberse a que,
independientemente de que el indculo haya sido con Solucion Fisioldgica, el simple hecho de
realizar una incision en el peritoneo de los animales les provocd una ligera respuesta
inmunoldgica celular; por otro lado, el comportamiento del grupo B, alimentado con ME, bajé
su numero de neutréfilos del 4.35+£4.96 al 1.36+£0.63 % en el T1y 1.66+0.55 en el T2, lo cual
podria estar reflejando un equilibrio inducido por el ME. Al analizar los grupos que fueron
tratados con el LPS, se observa aumento mucho mayor de neutrofilos en el D de hasta 20 y 37
veces sus niveles basales (T1 y T2 respectivamente), pero también se observa que el grupo C,
aumenta 13 veces sus niveles basales a las 4 horas posteriores al tratamiento con LPS y solo 3
veces en el T1. Este comportamiento, junto con las cuentas de leucocitos podrian sumar
motivos para pensar que el ME tiene un efecto regulador de la respuesta inmunoldgica hasta
este momento (Husari, et al., 2014; Somade, et al., 2019).

Como se sabe, los linfocitos son células que se encargan de proteger al organismo contra
agentes invasores y disminuyen ante un agente infeccioso (Garcia-Gonzalez, et al., 2012) lo
cual, se pudo observar en los grupos tratados con LPS (Probando y Control positivo) que
disminuyeron su porcentaje basal en el T1 y en el T2 (Tabla 2). La disminucion de linfocitos
puede ser de manera aguda o crénica, causando sintomas caracteristicos (Territo, 2016) pero,
para conocer qué tipo de linfocitopenia pudo desencadenarse seria necesario realizar un
hemograma completo.

Por otro lado, el comportamiento de los monocitos en todos los grupos experimentales de este
estudio, fueron porcentajes bajos encontrandose dentro de los pardmetros normales (Gofii, et
al., 2011); sin embrago, los grupos que disminuyeron mas su porcentaje de monocitos, fueron
los grupos alimentados con ME (grupos B y C) que los otros grupos estudiados (Tabla 2),
aumentando la probabilidad que el ME tenga un efecto positivo en la respuesta inmunoldgica
y de acuerdo a estudios similares (Lopez-Mejia, et al., 2010; Olivas-Aguirre, et al., 2015;
Palu, et al., 2008; Wagner, et al., 2013), se le pueden atribuir a las propiedades de la granada
como punicalagina o elagitaninos, taninos que disminuyen los niveles de inflamacién (Olivas-
Aguirre, et al., 2015).
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Cabe mencionar, que el comportamiento del grupo Acondicionado bajo su porcentaje basal de
eosindfilos a las 2 y 4 horas posteriores a la inoculacion con solucion fisioldgica, lo cual,
podria estar reflejando un equilibrio causado por el ME (Lopez-Mejia, et al., 2010; Olivas-
Aguirre, et al., 2015; Palu, et al., 2008; Wagner, et al., 2013); por el contario, en los grupos
inoculados con LPS (Probando y Control positivo) aumentaron el nimero de eosinoéfilos,
sobretodo en el T2, justamente cuando el LPS est4 en su punto maximo causando mayor
inflamacion (Dzhalilova, et al., 2019); sin embargo, al comparar ambos grupos (C vs D) se
observo un incremento mayor en el namero de eosinéfilos en el grupo Control positivo (Tabla
2) por lo tanto, aumentan las probabilidades de antribuir el efecto protector en el sistema
inmunoldgico ante una inflamacién al ME (Zou, et al., 2016).

Por otro lado, los cuatro grupos estudiados aumentaron su nivel basal de basofilos en el T2
pero no se reportan datos similares en otros estudios.

Cabe mencionar que, durante un periodo de inflamacion la accion de algunas citocinas y
moleculas liberadas durante este proceso provocan cambios en los niveles y composicion
lipoproteinas, en este estudid se pudo observar que los niveles de CT y HDL disminuyeron
ligeramente en el T2 respecto a su concentracion inicial en todos los grupos de
experimentacion (Tabla 3), sobresaliendo el grupo Probando, lo cual puede ser una
consecuencia positiva por las propiedades antioxidantes de la granada como se observo en el
estudio realizado in vivo por Estrada-Luna, et al., 2019, estudio diferente pero en el cual,
utilizé el mismo ME para conocer si este ME guarda las propiedades nutricionales y beneficas
como el jugo fresco de granada.

Por otro lado, en el estudio realizado por Zou, et al., 2014 se utilizdé un extracto comercial a
base de cascara de granada con 40% de punicalagina; en ese estudio, se realizaron dos
pruebas: in vitro, donde disminuyeron las concentraciones de HDL y TG e in vivo, donde se
reflejo una alta en los niveles de HDL y TG, situacion similar a lo sucedido en este estudio en
los grupos C y D (Tabla 3), donde hubo un incremento de TG a las 4 horas posteriores de la
inoculacion con LPS comparado con su nivel basal, una posible explicacion podria ser que, al
entrar un agente toxico de esa magnitud al organismo, conlleva a una insuficiencia de varios
organos, especialmente la disfuncion de los hepatocitos como lo mencionan Li, et al., 2018,

Ni, et al., 2016 y Zimmermann, et al., 2012, pero para saber si la inflamacién provocada
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ocasiond dafio hepético es necesario realizar estudios especificos como un perfil hepético;
aunado a esto, Estrada-Luna, et al., 2019 hace incapie que la insuficiencia hepéatica disminuye
la absorcion y el metabolismo de TG, aumentando asi sus concentraciones en suero.

Cabe resaltar que, al realizar la inoculacion VIP con LPS, se observo un aumento en la
frecuencia respiratoria de las ratas; esto podria deberse a que la elevacion de neutréfilos en
circulacion dificulta la respiracion y puede provocar hipoxia (Husari, et al., 2014; Saeideh, et
al., 2019; Somade, et al., 2019), situacion similar a lo que sucedi6 en el trabajo realizado por
Dzhalilova et al., 2019, donde hace incapie que la inoculacion con LPS puede provocar el
incremento del nivel de HIF-a, por lo tanto, en este estudio pudo haber un incremento en HIF-
a pero, para saberlo a ciencia cierta, se tendrian que realizar estudios especificos; suponiendo
gue se tuvo una elevacidon en este factor mas el aumento de netréfilos (Tabla 2), posiblemente
estimul6 la produccion de mediadores inflamatorios tipo Thl (Chen, et al., 2013; Dzhalilova
et al., 2019; Estrada-Luna, et al., 2019; Husari, et al., 2014; Saeideh, et al., 2019; Somade, et
al., 2019) provocando una alta en los niveles de IL-18 aunque, cabe resaltar que el grupo C,
mantuvo niveles de IL-18 por debajo del grupo D (Tabla 4).

Por el contrario, se sabe que, cuando no hay una adecuada maduracion durante el proceso de
traduccion de RNAm a proteina hay una menor concetracion de estas, 1o que, posiblemente
sucedid en este estudio, donde la concentracion sérica de IL-1B fue baja en los grupos
Probando y Control positivo; sin embrago, considerando que el grupo C fue tratado con ME,
se suman razones para determinar que la disminucion en el nivel de IL-18 y su concetracién
sérica, podria atribuirse a los efectos protectores de la granada (elagitaninos y punicalagina)
como sucedid en los estudios realizados por Kim, et al., 2016 y Zou, et al., 2014 donde
tuvieron resultados similares al suplementar jugo fresco de granada in vivo a ratas Wistar .
Por otro lado, el aumento del nivel de IL-/8 y su concentracion serica en el grupo
Acondicionado (Tabla 4 y 5) podria deberse a la cantidad de fructosa del ME disminuyendo la
absorcion de éste en el higado (Estrada-Luna, et al., 2019; Riveros, et al., 2014), estimulando
una mayor liberacion de citocinas pro-inflamatorias (Ellah, et al., 2019; Hetta, et al., 2017;
Itariu y Stulnig, 2014).

Ahora, el aumento en los niveles de IL-6 en el grupo B, como se menciono antes, pudo ser por

la fructosa contenida en el ME. Como se sabe, la fructosa en grandes concentraciones, puede
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provocar una disminucén en el higado estimulando una mayor liberacién de citocinas pro-
inflamatorias (Ellah, et al., 2019; Hetta, et al., 2017; Itariu y Stulnig, 2014), y a su vez,
aumenta la concentracion de TG, como sucedié en el estudio realizado por Husari, et al.,
2014, donde observo aumento en la concetracion de IL-6 aun con el tratamiento sometido de
granada en polvo (POM Wonderful, Los Angeles), situacion similar a lo que sucedi6 en este
estudio.

Sin embargo, el grupo C tuvo menor concentracion sérica de IL-6 en el T1 y en el T2
comparado con sus concentraciones basales, aumentando la posibilidad de que el ME tenga
efectos anti-inflamtorios (Kim, et al., 2016; Zou, et al., 2014).

Por el contraio, el incremento que tuvo TNF-a en la expresion de RNAm y niveles séricos en
los grupos inoculados con LPS (grupo C y D) podria atribuirse al tipo de inflamacion causada
con LPS, provocando el aumento de neutrofilos (Chen, et al., 2013; Dzhalilova et al., 2019;
Estrada-Luna, et al., 2019; Husari, et al., 2014; Saeideh, et al., 2019; Somade, et al., 2019) y
la disfuncion de hepatocitos por consecuencia del LPS (Li, et al., 2018; Ni, et al., 2016;
Zimmermann, et al., 2012) estimulando la produccion de citocinas pro-inflamatorias,
especialmente TNF-a, que como se sabe, puede generar un dafio hepéatico (An, et al., 2012;
Ni, et al., 2016) propiciando una menor absorcion de TG (Estrada-Luna, et al., 2019; Li, et
al., 2018, Ni, et al., 2016 y Zimmermann, et al., 2012).

Por Gltimo, la expresion de RNAm de TNF-a en el grupo Probando, con ME, es menor que
los demas grupos (Tabla 4) y en niveles séricos se mantiene en ambos tiempos, comparado
con sus niveles basales (Tabla 5), sumando motivos que podrian indicar que éste
complemento alimenticio tiene un efecto regulador en la respuesta inmunolégica (Husari, et
al., 2014; Somade, et al., 2019).

10. CONCLUSIONES
Con los resultados obtenidos, se puede concluir que:
1) La administracion de microencapsulado en ratas sin inflamacion, disminuy6 el nimero

de neutrofilos, monocitos, eosindfilos y la concentracion sérica de TNF-o.
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2)

3)

La administracion de microencapsulado en ratas que fueron retadas con LPS,
disminuyé el numero de leucocitos, linfocitos, monocitos; la concentracion de
colesterol total, HDL y de IL-6, ademas de disminuir la expresion del RNAm de IL-6.

Los resultados en ratas tratadas unicamente con LPS, mostraron que hubo un mayor
namero de neutrdfilos, monocitos, eosindfilos, basoéfilos, concentracion de HDL, IL-6,
asi como en la expresion del RNAm de IL-18 y TNF-o comparado con los otros grupos

probados.

De acuerdo con lo anterior, se establece que el microencapsulado de granada roja tiene

propiedad anti-inflamatoria; aunque no podria usarse como un sustituto de farmacos anti-

inflamatorios. No obstante, el microencapsulado podria utilizarse como una forma preventiva

o0 simultanea con el tratamiento farmacologico.

11. PERSPECTIVAS

Aumentar el tamafio de muestra, alimentar con diferentes cantidades de
microencapsulado e inducir a inflamacion aguda con distintas cantidades de
lipopolisacarido de E. coli asi como la modificacion de horarios y tiempo de
tratamientos para tener mas informacién sobre el efecto del microencapsulado de
granada.

Usar un modelo de inflamacion cronica y realizar analisis de perfil hepatico como:
albimina, proteinas totales, bilirrubina, lactato deshidrogenasa, alanina transaminasa y
gamma-glutamil transpeptidasa para conocer si hay un dafio a nivel hepatico.

Realizar méas analisis histologicos y hematoldgicos como: histologicos de higado o
bazo, determinacién de la velocidad de sedimentacion globular para conocer mas

especificamente el grado de inflamacion causada.
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13. ANEXOS
Anexo 1. Efectos secundarios de los AINEs

Anorexia, nauseas, vomitos

Pirosis, distension abdominal

Dolor abdominal

Ulceraciones en tracto digestivo

Hemorragia oculta o masiva

Perforacion

Diarrea, esteatorrea

Antiagregacion plaguetaria

Ictericia

Cefalea, mareos, vertigo, tinnitus

Obnubilacion, confusién mental, angustia, ansiedad, depresion, insomnio
Alucinaciones, psicosis

Erupciones cutaneas

Neutropenia, trombopenia, anemia aplastica, anemia autoinmune
Inhibicion de la excrecién de litio

Retencion de agua y sodio

Disminucion de los efectos hiértensores de los B-bloqueadora y diuréticos
Hypertension arterial

(Pérez, et al., 2004).

Anexo 2. Efectos secundarios de los esteroides

Hiperglucemia

Incremento de la liberacidn de glucosa
Hiperinsulinemia

Resistencia de insulina

Aumento de sintesis hepatica

Elevacion de lipoproteinas VLDL, HDL, LDL vy triglicéridos
Tendencia a la hipocalcemia

Disminucion de accion de la hormona antidiurética
Retencion de sodio

Aumento de potasio

Aumento de los efectos secundarios de los ANIES

(Pérez, et al., 2004).
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Anexo 3. Férmula para poblacion finita

. Z*(p)(q)
(E2(N-1) + (Z2(p)())

en donde:
n: tamafio de muestra que se usara en el proyecto de investigacion.
N: tamafio de poblacion de referencia. Tomando como referencia la “N” utilizada en Saeidienik, et
al., 2018 y de investigaciones realizadas en el departamento de biologia molecular, laboratorio de
Metabolismo de Lipidos por el Dr. Oscar A. Pérez Méndez en el INCICH (informacion personal).
Z: nivel de confiabilidad, es la probabilidad de que el verdadero valor del parametro estimado
en la poblacidn se sitle en el intervalo de confianza obtenido. El nivel de confianza se denota
por (1-a), aunque habitualmente suele expresarse con un porcentaje ((1-a) 100%). Es habitual
tomar como nivel de confianza un 95% o un 99%, que se corresponden con valores a de 0,05
y 0,01, respectivamente.
p: probabilidad a favor
g: probabilidad en contra
E: error de estimacion, es una medida de precision que corresponde con la amplitud del
intervalo de confianza, en este caso el nivel de confiabilidad. Cuanta méas precision se desee en
la estimacidn de un parametro, mas estrecho debera ser el intervalo de confianza y, por tanto,
menor el error, y mas sujetos deberan incluirse en la muestra estudiada.

(Aguilar-Barojas, 2005).

Anexo 4. Composicién quimica del alimento para roedores marca LABDIET®
Calorias por producto: Hidratos de carbono: 57.9%, Grasas: 13.496%, Proteinas: 28.507%

Nutrientes

Proteinas % 23.9 Lisina % 1.41  Acido glutamico% 4.37
Arginina % 1.41 Metionina % 0.67  Alanina % 1.43
Citosina % 0.31 Fenilalanina % 1.04 Prolina % 1.49
Glicina % 1.21  Triptofano % 0.29  Taurina % 0.02
Histidina % 0.57 Valina % 1.17 Tirosina % 0.71
Isoleucina % 1.14  Serina % 1.19  Treonina % 0.91
Leucina % 1.83  Acido aspartico % 2.81
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Grasa (extracto de éter) % 5.0 Acido araquidonico % <0.01

Grasa (hidrolisis acida) % 5.7 Acidos grasos omega 3 % 0.19

Colesterol, pmm 200 Acidos grasos saturados totales% 1.56

Acido linolenico % 1.22  Acidos grasos monoinsaturados totales 1.60
%

Acido linoleico % 0.10

Fibra cruda % 51 Fructosa % 0.30

Extracto libre de nitrogeno (por diferencia) % 48.7 Sacarosa % 3.70

Almidon % 31.9 Lactosa % 2.01

Glucosa % 0.22

Minerales

Ceniza % 7.0 Sodio % 0.40 Cobre, ppm 13

Calcio % 0.95 Floruro, ppm 16 Cobalto, ppm 0.90

Fosforo % 0.66 Hierro, pmm 270 Yodo, ppm 1.0

Potasio % 1.18 Zinc, pmm 79 Cromo, ppm 1.2

Magnesio % 0.21 Manganeso, ppm 70 Selenio, pmm 0.30

Sulfuro % 0.36

Vitaminas

Carotenos, ppm 2.3 Acido félico, ppm 7.1

Vitamina K, ppm 1.3 Piridoxina, ppm 6.0

Clorhidrato de tiamina, ppm 16 Biotina, ppm 0.30

Riboflavina, ppm 4.5 B12, pg/kg 50

Niacina, ppm 120 Vitamina A, Ul/g 15

Acido pantotenico, ppm 24 Vitamina D, Ul/g 4.5

Cloruro de colina, ppm 2250 Vitamina E, Ul,/kg 42

Anexo 5. Método enzimatico colorimétrico (RANDOX, UK) para la determinacion de

Lipidos

e En tubos de policarbonato se colocaron 200uL de plasma-heparina y se ajusto a una

densidad de 1.063 g/mL con Bromuro de Potasio.
e Se ultra-centrifugaron (BECKMAN, rotor TLA-101) a 100,000 rpm durante 2.5

horas a 10°C.

e Se extrajo el sobrenadante y de la infranadante se depositd una alicuota de 10 pL en

una placa de 96 pozos mas 250 uL de reactivo de color especifico para cada lipido.
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e Se incubaron las muestras durante 30 minutos a temperatura ambiente y se hicieron
lecturas de absorbancia en un lector de ELISA a una longitud de onda de 505nm.
Para los calculos, se utilizaron un estdndar de 198 mg/dL para colesterol y 192

mg/dL para triglicéridos con una dilucion de 1:2 (Monza, 2013).

Para determinar la concentracion se extrapolo en la curva correspondiente (Figura 21) de
acuerdo a la siguiente formula:
y=mx+b
donde:
y: absorbancia
m: pendiente
b: ordenada al origen o interceccion al eje

X 1 concentracién

Nota: R2 es la recta, siempre debe ser lo méas cerca posible a 1 para tener un mejor resultado en la

determinacion.

ECUACION DE LA RECTA
0.500
y=mx-b
0.400 R2=0.9979 =
.8 0.300
(8]
c
©
2 0.200
2
2 0.100
0.000 T T T T T 1
) 20 40 60 80 100 120
-0.100
Concentracion

Figura 6. Curva de concentracion final de lipidos.
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Anexo 6. Técnica PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) en tiempo real

Extraccion de RNA total

A cada muestra de sangre total mas TriPure se le adicion6 200 uL de cloroformo por
cada 1 mL de TriPure utilizado y se homogeneizd vigorosamente.

Se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente y después se centrifugd a 13000
rpm durante 10 minutos.

Al sacar las muestras de la centrifuga, se observaron 3 fases en el tubo y se recolect6 la
primera fase de la muestra con una micropipeta y se coloco en otro tubo Eppendorf de
1.5 mL. Posteriormente se agregaron 500 pL de isopropanol a cada muestra, se
homogenizo y se dejo incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifug6é la muestra a 13000 rpm durante 15 minutos y el pellet con &cidos
nucleicos fue colectado.

Se decanto el isopropanol y se agregd 1 mL de etanol al 75% a cada una de las
muestras, re-suspendiendo el pellet formando y centrifugdndose a 13000 rpm durante
15 minutos repitiendo este paso dos veces mas.

Se secaron las muestras evaporando el exceso de etanol en campana de flujo laminar.
Se colocaron 25 pL de H>O grado Biologia Molecular en el tubo que contenia el pellet
y se re-suspendié con micropipeta.

Se observo la integridad del RNA al observar las bandas de RNA ribosobal en un gel

de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidilo (Figura 22).

1 2 3 45 6 7 8 9 101

Figura 7. Integridad del RNAm. Se observan las bandas correspondientes al RNA Ribosomal 28s y 18s
de diferentes muestras de ratas (Carriles 1-11). Agarosa al 2%, tefiida con Bromuro de Etidilo.

56



Una vez extraido el RNA total de cada muestra sanguinea, se realizO una estrategia para

eliminar DNA de cada muestra para purificar el RNA. Para ello se realiz6 lo siguiente::

Se utiliz6 un tubo Eppendorf de 1.5 mL, al cual se afiadieron los siguientes reactivos
por muestra: DNAg Removal Mix 1 pL, H2O grado PCR 4.5 uL y 500 ng de RNA
obteniendo un volumen final de 7.5 pL en cada reaccion, posteriormente se colocaron
en un termociclador para llevar a cabo la incubacion a 45°C durante 2 minutos. Este

paso elimina el DNA gendmico.

Preparacion de cDNA

Para la sintesis de DNA complementario (c-DNA), se afiadieron los siguientes reactivos por

muestra: Reverse Transcription Enzyme 0.5 pL, Reverse Transcription Mix 2 pL (el buffer

optimizado para la transcripcion inversa con la enzima de transcripcién inversa Quantinova, la

contiene una combinacion optimizada de oligo-dT y primers aleatorios e incluye Mg?* vy

dNTPs) y los 7.5 uL de la reaccion anterior (Eliminacién del DNA gendmico), obteniendo un

volumen final de 10 uL. Posterior a ello, las muestras se colocaron en el termociclador para

llevar a cabo la sintesis de c-DNA. El termociclador se programé de la siguiente manera: 25°C

durante 3 minutos (alineacion de primers), 45°C durante 10 minutos (sintesis de c-DNA) y

85°C durante 5 minutos (inactivacion de la enzima reversotranscriptasa).

Determinacion de la Expresion del RNAm de las Citocinas IL-18, IL-6 y TNF-a

Primers y sondas: La secuencia de nucleotidos de los primers usados fueron tomadas

de la Base de Neucldtidos para DNA y RNA del National Center for Biotechnology

information U.S. National Library of Medicine (www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/) con
los nimeros de referencia que aparecen en la Tabla 6. Se utilizaron sondas especificas
para cada gen a cuantificar, utilizando una concentracion de 150 ng/uL (Universal
Probe Library, ROCHE. Tabla 6) y como Control Enddgeno se usaron Primers y sonda
especifica para el gen que codifica para la Hipoxantina Fosforibosiltransferasa 1

(HPRT1); un gene constitutivo expresado en linfocitos, higado y casi cualquier tejido
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de forma muy estable, lo cual permite realizar los célculos de cuantificacion relativa

para cada gen por el método 2-2ACt

Tabla 6. Secuencia de los primers utilizados

IDENTIFICADOR
DEL GEN PARA

GEN DISENAR ESPECIE SENTIDO PRIMER
INDICADORES
TNE-a NM 012675.3 Rattqs Forward (5°-3”) tgaacttcggggtgatcg
- novergicus Reverse gggcttgtcactcgagtttt
IL-6 NM_012589.1 Rattqs Forward (5°-3) cccttcaggaacagctatgaa
novergicus Reverse acaacatcagtcccaagaagg
i Rattus Forward (5°-3”) tgtgatgaaagacggcacac
IL-15 NM_031512.2 novergicus Reverse cttcttctttgggtattgtttgg
HPRT (gen Forward (5°-3”)  ggtccattcctatgactgtagatttt
Rattus
de NM_012583.2 .
novergicus Reverse aacaatcaagacgttctttccag

referencia)

e Cuantificacion de la Expresion de Citocinas: Para analizar la expresion de RNAm

de los genes en el momento que expresaron las ratas sometidas a los diferentes

tratamientos y tiempos de experimentacion, se amplifico el c-DNA por medio de la

técnica de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) en Tiempo Real. Para ello se

mezclaron los siguientes reactivos para cada muestra de c-DNA de cada rata:

Reactivos 1X
Master Mix 2X 5
Primer Forward [100 mm/pL] 0.32
Primer Reverse [100mm/ pL] 0.32
Sonda [150 nm/ pL] 0.12
c-DNA [40 ng/ pL] 1.5
H20 2.74
Total 10

Unidad

pL
pL
pL
pL
plL
puL
plL

e La mezcla anterior se prepardé para cada muestra de c-DNA de las diferentes ratas y

tratamientos y se colocaron en una placa de reaccion para después procesarlas en un

Termociclador Light Cycler 480 Il de Roche, bajo las siguientes condiciones de

termociclado:

Pre-incubacién
Desnaturalizacion
Alineacion
Extension
Almacenamiento

95°C, 5 minutos
95°C, 10 segundos

60°C, 40 segundos 45 Ciclos

72°C, 30 segundos
4°C, indefinido
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La captura de los datos de amplificacion se llevo a cabo al término de la extension en
cada ciclo. Las curvas de amplificacion fueron analizadas con el Software Data
Colection de Thermo Scientific, Co.

(QIAGEN, 2013-2019; QUIAGEN, 2015-2019)

Anexo 7. Técnica de ensayo inmunoenzimatico ligado a inmunosorbente (ELISA)

En cada pozo se adiciono 0.01uL/mL a cero de diluyente mas 100 uL de plasma-
heparina realizando este paso por triplicado. Dejandose incubar a temperatura
ambiente 2 horas.

Se realizaron cuatro lavados con un buffer de lavado a una concentracion de 0.5pL
(500ng /mL).

Se agregd 100 pL de solucion de anticuerpo secundario ligado a una enzima que se une
al complejo antigeno-anticuerpo primario y se incubo por 30 minutos a temperatura
ambiente.

Se realizaron cuatro lavados con buffer de lavado.

Se afiadieron 100 pL de solucion de sustrato para la enzima ligada al anticuerpo
secundario y se incubo a temperatura ambiente el desarrollo del color
aproximadamente 30 minutos.

Se afiadio 50 uL de &cido sulfurico (solucion de paro) a 2.5N y se midi6 la absorbancia
en un lector de microplacas a 490 nm.

La concentracién de cada factor se calculé comparando las absorbancias obtenidas de
las muestras contra la curva de calibracion realizada con estandares de concentracion
conocida (Figura 23) (PrepoTech, 2017).
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Figura 8. Curva de concentracion sérica para IL-1pB, IL-6 y TNF-o.
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