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Resumen

El aceite de semilla de granada (ASG) es una fuente importante de compuestos polifendlicos
y rico en &cidos grasos, que confieren propiedades antioxidantes, considerando esto, el ASG
puede ser usado como suplemento alimenticio en personas que realizan ejercicio tanto del
tipo aerébico como anaerdbico de manera constante. En el presente estudio, se evalud la
actividad antioxidante del ASG sobre el estrés oxidativo generado por ejercicio de nado
forzado. EI ASG fue extraido por método de Soxhlet, se analizo su actividad antirradical, asi
como contenido total de fenoles. La actividad antirradical fue analizada por los métodos
DPPH y ABTS™, ‘el contenido total de fenoles fue realizado por el método de Folin
Ciocalteu. Posterior a la evaluacion del ASG se analizo la actividad antioxidante del ASG
por modelo de estrés oxidativo inducido por nado forzado en érganos de ratones CD-1. Se
utilizaron 72 ratones macho CD-1 de seis semanas de edad se formaron, 12 grupos (n=6), 2
grupos basales, 2 control consumo de aceite sin ejercicio, 2 control con ejercicio sin consumo
de aceite y 6 experimentales con 3 diferentes dosis, cada raton fue administrado mediante
canula. Posteriormente cada raton fue sometido a prueba de nado forzado por método Porsolt
durante diez minutos al dia. Al finalizar el ejercicio se sacrificaron mediane decapitacion y
se obtuvieron 6rganos por diseccion para ser homogeneizados con solucion salina para
determinar los marcadores de estrés oxidativo en cerebro, corazdn, pulmén, higado, musculo
y plasma mediante ABTS "y DPPH" determinando el porcentaje de inhibicion del radical,
lipoperoxidacion mediante TBARS y actividad de la enzima superédxido dismutasa (SOD).
Los resultados mostraron en ABTS™ el mayor porcentaje de inhibicion en tejido pulmonar
de 30 dias con 35.89%, para pulmon de 30 dias con 21.08%. Para TBARS pulmon presento
la mayor proteccion 0.058 uM MDA para 30 dias y por ltimo para SOD el mayor porcentaje
de inhibicion en corazén de 30 dias con 66.56% y musculo de 60 dias con 66.56%. Se
concluyd que el ASG posee importante actividad antioxidante y potencialmente puede ser
empleado en la prevencion y tratamiento de lesiones causadas por actividad deportiva. ASG
tuvo actividad antioxidante por lo que podria emplearse como un producto nutracéutico en

la prevencion y tratamiento de lesiones deportivas.

Palabras clave: Granada, actividad antioxidante, aceite de semilla de granada, ejercicio

fisico, lesiones deportivas.



Abstract

Pomegranate seed oil (PSO), is an oil with an important source of polyphenolic compounds
and rich in fatty acids, which give antioxidant properties of great interest. ASG can be used
as a nutritional supplement in people who exercise constantly. Therefore, the objective of the
present study was to evaluate the antioxidant activity of the ASG on the oxidative stress
generated by forced swimming exercise. The ASG was extracted by the SOXHLET method.
The oil obtained was analyzed to evaluate the anti-radical activity and analyze the total
content of phenols. The anti-radical activity was analyzed by the DPPH" and ABTS™
methods, while the total phenol content was performed by the Folin Ciocalteu method. After
the evaluation of the ASG, the antioxidant activity of the ASG was analyzed in oxidative
stress produced by forced swimming in different organs of CD-1 mice. 72 male CD-1 mice
of 6 weeks of age were used. Twelve groups were formed with n = 6, 2 basal groups, 2 control
oil consumption without exercise, 2 control with exercise without oil consumption and 6
experimental with 3 different doses, each mouse was administered by cannula. Subsequently,
each mouse was subjected to a forced swimming test by Porsolt method for ten minutes a
day. Once the experimental days were over, they were sacrificed by decapitation and the
organs were extracted to be homogenized with saline to determine the markers of oxidative
stress in brain, heart, lung, liver, muscle and plasma by means of ABTS™ and DPPH/,
determining the percentage of inhibition of the radical, lipoperoxidation by TBARS test and
enzyme activity superoxide dismutase (SOD). The results showed that for ABTS ™" the

highest percentage of inhibition was lung of 30 days with 35.89%, for DPPH" lung of 30 days
with 21.08%. For TBARS lung presented the highest protection 0.058 uM MDA for 30 days
to and finally for SOD the highest percentage of inhibition in heart of 30 days with 66.56%
and muscle of 60 days with 66.56%. In general, the results showed that the ASG had
antioxidant activity so it could be used as a nutraceutical product in the prevention and

treatment of bacterial infections.

Key words: Pomegranate, antioxidant activity, pomegranate seed oil, physical exercise,

sports injuries.



l. Introduccion

El ejercicio fisico es una subcategoria de actividad fisica que ha sido programada, es
estructurada y repetitiva, y responde a un fin, en el sentido de mejorar 0 mantener uno o0 mas
componentes de la forma fisica. Los términos «ejercicio» y «entrenamiento mediante
ejercicios» suelen utilizarse como sindnimos, y hacen referencia a la actividad fisica realizada
durante el tiempo de ocio, principalmente con el fin de mejorar o0 mantener la forma fisica,

el rendimiento fisico o la salud. (1)

El estrés oxidativo (EO) es provocado por radicales libres (RL), la mayoria de los RL
producidos son oxidantes, capaces de deteriorar una gama de moléculas bioldgicas,
incluyendo carbohidratos, aminoacidos, acidos grasos y nucleotidos (3). Practicamente todas
las células con un importante metabolismo aerobio, estan expuestas a estrés oxidativo, sin
embargo, el organismo ha desarrollado una serie de mecanismos de defensa antioxidante

enzimatica y no enzimatica, disefiados para protegerse de la accion de los RL (4).

Al incrementarse los niveles celulares de las especies reactivas de oxigeno EROs, se produce
un desbalance entre estas moléculas y los antioxidantes dando lugar a un fenémeno conocido
como estrés oxidativo (EO), el cual modifica la estructura de las diferentes biomoléculas.
Las EROs acttan oxidando a los aminoacidos, produciendo, diferentes modificaciones sobre
la estructura de las proteinas, afectando la actividad y funcion de las enzimas, hormonas
y proteinas de transporte, haciéndolas sensibles a la protedlisis. La oxidacion de los &cidos
grasos provoca la lipoperoxidacion, que produce una pérdida de permeabilidad en la

membrana celular ademas de que esta se vuelve fragil, lo que incrementa la lisis celular (2)

Los antioxidantes son sustancias que se encuentran dentro de alimentos de consumo en la
vida diaria, la funcion principal de estas sustancias radica en la prevencion de efectos dafiinos
provocados por especies reactivas de oxigeno (EROs) en el organismo, una dieta equilibrada
con alimentos con un buen aporte de antioxidantes ayudara a disminuir dafios provenientes

del estrés oxidativo (5,6).

Se ha observado que el ejercicio fisico aumenta la produccion de EROs. La presencia de las

EROs es algo natural en los seres vivos y no solo la presencia o no de estos radicales libres



resulta relevante, sino que es de especial interés la cantidad en la que se producen. Cualquier
situacion de estrés que requiera un proceso metabolico en el que haya reacciones redox es,
per se, una posible fuente continua de produccion de radicales libres. El ejercicio fisico, que
se encuentra dentro de estas situaciones de estrés metabolico, implica la posibilidad de una

excesiva produccion de radicales libres. (7)

En el ejercicio fisico intenso o0 extenuante se aumenta de manera drastica la tasa metabolica
del masculo esquelético, incrementando con mayor potencia el consumo de oxigeno asi como
la produccion de las EROs y RL (8), el mantenimiento de altos niveles de EROs durante
largos periodos de tiempo de como resultado la activacion cronica de las vias que promueven
la muerte celular (9,10) y de ésta manera se inducen dafios moleculares sobre lipidos,
proteinas y ADN desencadenando el EO a la disfuncion transitoria, inflamacion, dafio y dolor
muscular (11). EI EO croénico o persistente se asocia con la practica del ejercicio intenso o
extenuante y afecta de manera negativa distintos érganos, sistemas y tejidos (7,12,13),
incrementando el riesgo a lesiones, infecciones o desencadenar enfermedades cronico-

degenerativas en los atletas (14,15).

El incremento del consumo de oxigeno, la liberacién de catecolaminas, el exceso de acido
lactico, la activad de enzimas como la xantina oxidasa o la generacion de radicales libres por
las mitocondrias son fuentes que pueden aumentar la produccion de EROs durante el ejercicio
(2). En la naturaleza existen diversas fuentes vegetales que pueden brindar proteccion
antioxidante, tal es el caso de las frutas y en particular, resulta de interés la granada, que en
afios recientes ha tomado interés por sus propiedades bioactivas y dentro de ellas, la
capacidad antioxidante que ésta fruta puede conferir. Se ha demostrado que el jugo fresco
del fruto posee hasta un 20% de mayor efectividad antioxidante comparado con extractos
comerciales envasados como el jugo de manzana, cereza, arandano, jugo de uva, jugo de
naranja, vino tinto y té (16). Ademas del extracto fresco obtenido de la granada, es posible
aislar el aceite contenido en sus semillas (acido punicico), del cual se han descrito
propiedades bioactivas de interés como capacidad antioxidante, actividad antiinflamatoria y
la regeneracion tisular (17).



1. Antecedentes

2.1 Antecedentes del problema

2.1.1 Dafio oxidativo provocado por ejercicio exhaustivo

El oxigeno representa para la vida un doble efecto dentro del organismo pues su papel es
esencial para la vida y el desarrollo de células, pero también posee efectos toxicos al generar
productos reactivos que en la produccion elevada de estos lleva al inicio del estrés oxidativo
(18).

El realizar ejercicio fisico incrementa el consumo de oxigeno principalmente en corazén y
musculo esquelético, gracias a este requerimiento de consumo maximo de oxigeno (VO2)y
la mayor exigencia de produccion de energia se crean cambios metabdlicos a nivel celular
usando mayor cantidad de oxigeno molecular en la mitocondria. Aproximadamente del 80%
de consumo de oxigeno celular es utilizado en la cadena respiratoria para producir energia,
del 2-5% de este oxigeno transforma en RL superdxidos e hidroxilos, al mismo tiempo se
presenta incremento en la creacién de EROs de oxigeno, mostrando en este punto las
principales consecuencias que son (19,20):

e Darfio a membranas celulares y mitocondriales.
e Deterioro del sistema inmune

e Envejecimiento celular

e Desarrollo de cancer

e Desarrollo de aterosclerosis

e Afeccion estructural del corazén

¢ Dairio en funcionamiento cerebrovascular(19,20).

Para hacer frente al estrés oxidativo el organismo tiene diferentes mecanismos de defensa,
de los cuales son dos sistemas de defensa, los antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos,
los cuales acttan previniendo la formacion de EROs, atrapando los metabolitos reactivos y
transformandolos en moléculas menos reactivas, aumentando la resistencia a estas. El
momento en el cual las EROs sobrepasan la capacidad de los sistemas antioxidantes del
organismo se hace presente el estrés oxidativo dafiando tejidos, principalmente lipidos donde
se produce la lipoperoxidacion de los acidos grasos llevando a la mala funcion en las

membranas celulares. El producto final de la lipoperoxidacion es el malondialdehido (MDA).



El cerebro es considerado como un érgano altamente sensible al dafio oxidativo ya que
contiene una gran cantidad de fosfolipidos y de &cidos grasos polinsaturados, ya que estos
son muy susceptibles a los elementos de oxidacion, consumen una alta cantidad de oxigeno

y por ultimo presenta bajos niveles de enzimas antioxidantes. (21)

Esta demostrado que el ejercicio fisico regular tiene beneficios directos sobre el sistema
nervioso central (SNC) a través de diversos estudios enfocados en esta relacion. La practica
del ejercicio lleva al incremento, activacion y expresion del RNAm de los sistemas de
antioxidantes enddgenos propios del cerebro y de igual manera proporciona una disminucién
del dafo oxidativo. (22—-25)

El efecto a producir en el cerebro serd con base al tipo de ejercicio y la intensidad, pues el
ejercicio aerobico de mediana intensidad promueve la proteccion antioxidante (26,27),
mientras que el realizar ejercicio del tipo anaerdbico incrementa de manera general el estrés
oxidativo producido (24,28).

En cuanto al dafio provocado en pulmones por ejercicio, estudios han confirmado la
existencia del dafio por estrés oxidativo ya que durante la practica el cuerpo se expone al
consumo de ozono, que provoca la liberacion de factores proinflamatorios desde las células
del epitelio respiratorio que presentan una respuesta de inflamacion neutrofilica por la
inhalacion del ozono, el cual provoca permeabilidad vascular favoreciendo el paso que el

liquido plasmatico pase al intersticio pulmonar y finalmente llegue a los espacios aéreos (29).

2.1.2 Funcién antioxidante de la granada y estrés oxidativo
La granada desde la antigiiedad se ha usado como producto medicinal o “alimento de

curacion” pues ha mostrado una gran cantidad de beneficios para mejorar aspectos de la salud
0 beneficios para mejorar la salud o bien como auxiliar terapéutico, es por eso que en la
actualidad se han realizado estudios in vitro e in vivo que demuestran sus propiedades

bioactivas como lo es su respuesta antioxidante en situaciones fisiopatologicas (16).

Se ha demostrado que la granada posee una importante actividad antioxidante por encima de
otros frutos con potencial para disminuir estrés oxidativo y reduccion de lipoperoxidacion
evidenciado por los resultados obtenidos en estudios de intervencion y experimentales. El
uso de fuentes antioxidantes en practicantes de actividades deportivas ha despertado gran

interés por la capacidad ergogénica que estas pueden brindar tanto en la prevencion de



lesiones o bien para acelerar los periodos de recuperacidn que ambos escenarios son resultado

de una exposicion importante con agentes oxidantes (16,19,20).

2.2 Marco Teorico

2.2.1 Ejercicio fisico
El ejercicio fisico es una subcategoria de actividad fisica que ha sido programada, es

estructurada y repetitiva, y responde a un fin, en el sentido de mejorar 0 mantener uno 0 mas
componentes de la forma fisica. Los términos «ejercicio» y «entrenamiento mediante
ejercicios» suelen utilizarse como sindnimos, y hacen referencia a la actividad fisica realizada
durante el tiempo de ocio, principalmente con el fin de mejorar o mantener la forma fisica,

el rendimiento fisico o la salud. (1)

El ejercicio fisico se caracteriza por cinco componentes los cuales son: tipo (aerébico o
anaerdbico), intensidad con la cual el individuo realiza el ejercicio, duracion del ejercicio por
dia, repeticiones que realiza el individuo por cada rutina y por dltimo la frecuencia con la que
realiza el ejercicio por semanay es considerado como como un tratamiento no farmacolégico

para el bienestar fisico, mental y funcional (30,31).

2.2.2 Tipos de ejercicio fisico
El ejercicio fisico se clasifica en funcidn a los sistemas energéticos utilizados en el mismo en

dos grupos, aerébico y anaerobico (2).

El ejercicio aerdbico hace referencia a aquel que usa el oxigeno para la produccion de energia
muscular, siendo cualquier tipo de ejercicio que se practique a intensidad moderada, en el
que se eleve la frecuencia cardiaca (60- 70% de la capacidad maxima) y la respiratoria para
aumentar el aporte de oxigeno a los musculos, por ejemplo: caminar, nadar, trotar, jugar tenis

y practicar ciclismo.(20)

Este tipo de ejercicio esta unido a la capacidad que presenta el organismo a resistir la fatiga
que produce el esfuerzo y que limita y afecta al rendimiento del deportista. El realizar este
tipo de ejercicio fisico de manera habitual permite mejorar dos de los cuatro elementos
fundamentales presentes en una buena condicién fisica los cuales son tanto la resistencia

cardiovascular como la muscular (32,33).



El sistema anaerdbico produce energia a partir de procesos metabélicos que no requieren de
la reduccidn del oxigeno, asi mismo, se debe identificar que la capacidad anaerdbica se divide
en dos tipos: el metabolismo anaerdbico lactico y alactico. De acuerdo con Bompa &
Buzzichelli (2017) el sistema anaerdbico alactico o sistema inmediato se emplea cuando se
requieren movimientos repentinos, explosivos o inmediatos, este no emplea oxigeno, ni
obtiene como desecho el &cido lactico, y es alimentado por ATP almacenado y otra sustancia

de alta energia, como el fosfato de creatina. (34)

En cuanto al sistema anaerdbico lactico o sistema a corto plazo no emplea el oxigeno como
combustible, por otra parte, emplea la glucosa de la sangre y el glucogeno almacenado en el
musculo, y a partir de esto forma energia o ATP, del cual el acido lactico se produce como

subproducto. (35)



Tabla 1 Clasificacion del ejercicio fisico

Clasificacién Caracteristicas

e EIl organismo obtendra el ATP necesario para llevar a cabo la

Segun el sustrato contraccion muscular a través de diferentes vias metabolicas, desde la
energético cadena respiratoria de la mitocondria por la via de la glucdlisis
anaerobica.

e Contraccidn isotonica, en la que el misculo se alarga o se acorta

e  Contraccion concéntrica, en la que el mudsculo se activa y se acorta

e Contraccion excéntrica, en la que el musculo se activa, pero la resistencia
le vence

Por las contracciones o ) _
e Contraccion isométrica, en la que el masculo se activa y no puede vencer

musculares
la resistencia que tiene, con lo que su longitud no cambia.
e Contraccion auxoténica: es una combinacion de Isotdnica e isométrica
e Contraccién Isocinética: Se podria entender como una contraccion
méaxima a velocidad constante, debido a la resistencia
e Laintensidad se mantiene durante el ejercicio se denomina de intensidad
Tipo de ejercicio constante, si va cambiando, de intensidad variable, si va aumentando
segun su intensidad progresivamente creciente o incremental y si va disminuyendo se
denomina decreciente
Tipos de ejercicio e Extenuante: El ejercicio se realiza hasta el agotamiento del sujeto.
segun el grado de e No extenuante: El ejercicio no se realiza hasta el agotamiento del sujeto.

agotamiento

e Continuo: si el ejercicio se realiza sin efectuar pausas.
Tipos de ejercicio
i o Intermitente o intervalico: Si el ejercicio se realiza simultaneando
segln su continuidad
periodos de pausa y actividad.

Fuentes (36)

2.2.3 Dafio Oxidativo en el ejercicio
Estudios anteriores han demostrado los beneficios que produce el realizar ejercicio en la vida

diaria y asi mismo otros estudios han explicado que durante el ejercicio las capacidades de
los sistemas antioxidantes se ven superados por la alta generacion de RL y estrés oxidativo,
pueden sobrepasar el sistema de enzimas protectoras, alteran las funciones celulares, oxidan
lipidos de membrana, proteinas celulares, y enzimas lo que puede llevar a dafio o lesién de

tejidos. (37,38) El EO durante el ejercicio afecta a diversos 6rganos del cuerpo humano como
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musculo, corazon, higado, cerebro y sangre(39,40). EI EO puede jugar un rol protagonista en
la patogénesis de enfermedades severas tomando en cuenta e incluyendo enfermedades
cardiovasculares, inflamacion muscular, y enfermedades neurodegenerativas (41,42).
Durante el ejercicio fisico de alta intensidad se presenta el aumento de pentano el cual es un
producto derivado de la lipoperoxidacion, de igual manera aumenta la concentraciéon de
MDA con esto se demuestra que existe una insuficiencia del sistema de defensa antioxidante.
En lipidos se produce el mayor dafio pues afecta las estructuras constituidas por acidos grasos
poliinsaturados afectando la permeabilidad de la membrana llevando a edema y
posteriormente muerte celular, en proteinas se produce el dafio en aminoacidos y se forman
entrecruzamientos de cadenas peptidicas, ruptura de enlaces peptidicos y formacion de
grupos carboxilos y existen afecciones en ADN pues se forman radicales peroxilo gracias a
la presencia de oxigeno y su unién a las bases del ADN y posteriormente pueden desarrollarse
fendmenos de mutaciones y carcinogénesis. Lo anterior dependera de la intensidad y la

cantidad de tiempo que se realiza el ejercicio (39,40).

2.2.4 Lesiones por ejercicio
La lesion por ejercicio se define como cualquier tipo de dolor o dafio fisico producido por

deporte, actividad fisica o ejercicio fisico. Las lesiones por ejercicio fisico son afecciones
generalmente del sistema musculoesquelético (musculos, huesos, tendones, cartilagos y
tejidos asociados), pueden llegar a ser lesiones graves como son los traumatismos en cabeza,
cuello o columna vertebral (43).Las lesiones por ejercicio pueden ser clasificadas como
aguda cuando de producen en el momento de estar realizando el ejercicio como ejemplo seria
fractura de huesos, estas normalmente producen dolor, inflamacion e impide que se pueda
ejercitar la zona afectada, otra clasificacion seria la lesion cronica y este tipo de lesion se
mantiene durante un tiempo largo afectando la zona de la lesién como ejemplo seria la
tendinitis y a su vez de igual manera que las lesiones agudas producen dolor, inflamacion e
impide que se pueda ejercitar la zona afectada. Otra manera de clasificar las lesiones es en

tres grados y son definidas de la siguiente manera:

e Lesion Leve: Lesion con niveles de dolor e inflamacion bajos, el rendimiento dentro
del ejercicio no se ve afectado y el area de lesion no serd sensible no se vera

deformacion alguna.
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e Lesion Moderada: Lesion con niveles de dolor moderado e hinchazon, este tipo de

lesion afectara el rendimiento dentro del ejercicio y la zona de lesion presenta

cambios de coloracion.

e Lesion Grave: Lesion con niveles de dolor altos e hinchazon, este tipo de lesion

afectard de manera notable el rendimiento en el ejercicio ademéas de también de

afectar las actividades de la vida diaria y la zona de lesion serd muy sensible y con

notable cambio de coloracion y algunas deformidades en la misma (43,44).

El 80% de las lesiones por ejercicio se dan en tejidos blandos como lo son los musculos,

ligamentos, tendones y las articulaciones, donde se presentan esguinces, calambres,

desgarros y contusiones y el restante 20% se presentan en 6rganos internos (45).

Tabla 2 Tipos de lesiones en el ejercicio

Tipo de Caracteristicas
lesion
Agudas e  Se producen durante la practica del ejercicio. Y pueden clasificarse como autolesion o
autotraumatismo y por contacto.
Cronicas e Por sobrecarga, aquellas que inciden sobre el aparato locomotor con una intensidad de

leve a moderada, actuando de forma repetitiva y acumulativa

Lesiones musculares: dentro de ellas estan las provocadas por factores externos
(contusiones y heridas) y las producidas por factores internos (distensiones, desgarros,
tirones o roturas musculares).

Lesiones en los tendones: suelen producirse bien por el uso de material o calzado
inadecuado o por culpa de un terreno irregular o demasiado duro para practicar ejercicio
(tendinitis) o bien como consecuencia de una contusion (tendosinovitis).

Lesiones de ligamentos: un mal movimiento o incluso un golpe pueden provocar un
esguince, una distension o una rotura de los ligamentos del tobillo, de la rodilla, etcétera.
Hay distintos grados que marcan la gravedad de la lesion y el periodo de recuperacién.
Lesiones de huesos: un fuerte traumatismo puede causar una fractura del hueso de mayor
o menor grado (fisuras) cuyo periodo de curacion suele ser mas extenso que el resto de

lesiones.

Fuentes (43-45)
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2.3 Estrés oxidativo

2.3.1 Definicion de estrés oxidativo
ElI EO es un proceso el cual se lleva a cabo en cuerpo humano, en cada individuo se genera

estrés oxidativo cuando se presenta el aumento de RL mediante la misma respiracion y por
ende la disminucion de antioxidantes en grandes cantidades los cuales crean un desequilibrio
importante en las células que componen a al organismo, con el pasar del tiempo y el descuido
en que se mantiene en el organismo hace que se produzca un dafio importante y a esto se le

conoce como estrés oxidativo (19,46,47).

En los sistemas biologicos se puede observar bajo la medicion del aumento o la disminucion
del potencial sensitivo-redox de una molécula la cual responderd al estrés oxidativo. De
manera general los marcadores de estrés oxidativo confiables presentan una serie de
cualidades que son: 1.- Quimica Unica y detectable, 2.- Durante periodos de estrés oxidativo
presentan una disminucion o amento, 3.- El tiempo de vida es relativamente largo y 4.- No

son afectados por otros procesos celulares (48).

Durante periodos de estrés oxidativo, los pro-oxidantes vencen a las defensas de la célula
produciendo de esta manera el dafio celular. Dentro del sistema biol6gico el estrés oxidativo
se ve caracterizado por distintos parametros, a continuacion, se describen: 1.- Incrementa la
creacion de RL y otros oxidantes, 2.- Disminuye el peso molecular, ademas de disminuir los
antioxidantes liposolubles, 3.- Lleva a la alteracion del equilibrio redox celular y por Gltimo
4.- Provoca dafio oxidativo a lipidos, proteinas y al ADN celular. Los biomarcadores del
estrés oxidativo son divididos en cuatro categorias. La primera categoria implica los
biomarcadores que detectan a los oxidantes (49,50).

La segunda categoria de biomarcadores del estrés oxidativo implementa la medicion de
antioxidantes en tejidos, ya que la disminucion de antioxidantes es comun durante el proceso
de oxidacion y es por eso que se ha utilizado este tipo de biomarcadores para identificar los

niveles de antioxidantes en los propios tejidos (48).

La tercera categoria de biomarcadores comprende de la evaluacion de las moléculas
modificadas por oxidacion, teniendo en cuenta que las EROs de oxigeno atacan a los lipidos,
proteinas y el ADN de las células generando moléculas oxidadas que son usadas para detectar
el EO en la célula. Esta categoria es usada como uno de los biomarcadores mas importantes

del EO, pero presenta una dificultad ya que la cantidad de moléculas oxidadas es baja en las

12



células durante el periodo del EO (49,50). La cuarta categoria de biomarcadores se basa en
la medicion del balance redox celular. Este es uno de los métodos de medicion més utilizados
y comunes para determinar el balance redox celular pues al incrementa la produccion de
oxidante resulta en la disminucién de la relacion de glutation reducido/oxidado
(GSH/GSSG), indicando bajos niveles de GSH reducido en favor del incremento del GSH
oxidado (48,49).

Todo esto no es solo generado por los habitos alimenticios, también por cuestiones del
ambiente, como el aire que es respirado lo cual afecta de manera significativa ya que se sabe
que se generan RL, estos generan una mayor oxidacion de células. EI EO es un factor
importante para la aparicion de enfermedades que dia a dia afecta cada vez mas a la poblacion
tal es el caso del cancer. La relacion que existe entre el EO con las EROs es el punto de
equilibrio donde se presentan dafios a nivel celular dentro del organismo pues comienza la
presencia de patologias tales como enfermedades cardiovasculares, infecciosas, cancer,

diabetes y trastornos neurodegenerativos (51-54).

2.3.2 Radicales libres y ejercicio fisico
Los RL son todas aquellas especies quimicas, cargadas o no, que en su estructura atbmica

presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion
espacial que genera gran inestabilidad. Estos tienen su origen en las mitocondrias por
reacciones diversas redox, realizadas por enzimas como Nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato (NADHP) oxidasa, lipooxigenasas, ciclooxigenasas y perioxidasas, poseen una
estructura birradicalica, son muy reactivos, tienen una vida media corta, por lo que actlan

cercano al sitio en que se forma (6).
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Tabla 3 Clasificacion y abreviatura de los radicales libres

Clasificacion Radical libre Abreviatura
Especies reactivas de oxigeno ~ Oxigeno singulete 10,

16n superoxido 02

Radical hidroxilo OH’

Perdxido de hidrdgeno H20;

Radicales alcoxiy proxi RO’y ROO’

Radical hidroperoxilo ROOH’

Especies reactivas de nitrégeno  Oxido nitrico NO*
Didxido nitrico NO'
Peroxinitrito ONOO~

Especies radicales del azufre Radical tiilo RS

Especies reactivas del cloro Acido hipocloroso HCIO

Fuente: (51,55,56)

Otras fuentes enddgenas que producen RL son las oxidaciones microsomales, los fagosomas,
la auto oxidacién de sustratos y los neutrofilos, que son producidos en el organismo, estos
juegan un importante papel en la defensa contra infecciones, bacterias y virus. Desde el punto
de vista molecular son pequefias moléculas difusibles que se producen por diferentes
mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de
transporte de electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos, y las reacciones de
oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo), al interactuar con las principales
biomoléculas del organismo. Para conseguir la estabilidad modifican a moléculas de su
alrededor provocando la aparicion de nuevos radicales, por lo que se crea una reaccién en

cadena que dafiara a células y puede ser indefinida si los antioxidantes no intervienen (57,58).

Estos pueden causar dafio a los lipidos y las proteinas de la membrana celular, lo cual no les
permite realizar sus funciones vitales, atacan también al ADN impidiendo que tengan

replicacion celular y contribuyen al envejecimiento celular. Los procesos normales del
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organismo producen RL como el metabolismo de los alimentos, la respiracion y el ejercicio,
aungue o todos los RL son peligrosos pues, por ejemplo, las células del sistema inmune crean
RL para matar bacterias y virus, pero si no hay un control suficiente por los antioxidantes,

las células sanas pueden ser dafiadas (6,57,58).

2.3.3 Adaptacion del organismo al ejercicio
Durante la realizacion de ejercicio el organismo humano lleva a cabo procesos de adaptacion

en diferentes sistemas para obtener el mayor rendimiento dentro de la actividad a realizar,
desde activacion y adaptacion de musculatura hasta un proceso de gasto energético elevado
(59).

Adaptacion muscular: La adaptacion va a ser adecuada al tipo de ejercicio que se pretende

realizar, a esto se le conoce como respuesta adaptativa y puede ser de diferentes maneras:

e Hipertrofia: Las fibras musculares aumentan de tamafio manteniendo la estructura
basal y propiedades fisicoquimicas.

e Remodelacion sin hipertrofia: Las miofibras no tendran algin aumento en cuanto al
tamafio, cambiaran su estructura, cambiaran sus caracteristicas enzimaticas y por lo
regular existe un cambio en la microvascularizacion.

e Respuesta mixta: En esta adaptacion se presenta una remodelacion con hipertrofia

La energia utilizada por el musculo va a derivar de diversas vias metabdélicas pues se integran
los metabolismos tanto aer6bico como anaerdbico y de los sustratos energéticos
metabolizados. Los ejercicios de resistencia utilizan glucégeno, glucosa y los acidos grasos

de forma mayoritaria como forma de energia (59,60).

Adaptacion Cardiovascular: La adaptacion cardiovascular durante el ejercicio es necesaria
ya que gracias a ella las demandas de oxigeno y nutrientes necesarias para el musculo por el
organismo son llevadas a cabo de manera satisfactoria (61,62). EI consumo méximo de
oxigeno (VO2 max.) se utiliza para determinar la capacidad funcional aerdbica y se ha
demostrado que a mayor VO, méx. la fatiga es menos durante el ejercicio. Todas estas
adaptaciones se presentan gracias a la activacion del sistema nervioso simpético y la
inhibicién del sistema parasimpatico. Las adaptaciones cardiovasculares principales son:

disminucién de la frecuencia cardiaca, aumento de volumen de camaras cardiacas, aumento
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de volumen sistolico y mejora de la perfusion cardiaca. Todas estas adaptaciones afectan a

la estructura y funcionamiento del corazdn, pero mejora el rendimiento fisico (62,63).

Adaptaciones pulmonares: El sistema respiratorio durante el ejercicio fisico comprende de
tres funciones bésicas que son proveer oxigeno y llevar a la disminucion de la acidosis
metabolica de la sangre venosa, permitir un mantenimiento bajo de la resistencia vascular
pulmonar y reduce el paso del agua al espacio intersticial (19,20). Las adaptaciones se
presentan desde la ventilacion pulmonar, la difusion y transporte de gases. La ventilacion
pulmonar se ve aumentada, la capacidad de difusion de oxigeno se ve triplicado por el
aumento que se presenta en la superficie de intercambio. En el transporte de gases la
hemoglobina se ve aumentada de un 5-10% gracias a la perdida de liquidos y la mioglobina

aumenta las concentraciones (19,20,64).

2.3.4 Generacion del estrés oxidativo durante el ejercicio
Una gran cantidad de estudios han mostrado que la practica de ejercicio lleva a la produccion

de EO, pero para la generacion de este se deben de cumplir ciertas condiciones, rutinas y
tiempos de ejercicio. El realizar ejercicio lleva a la necesidad de aumentar el consumo de
oxigeno de cada tejido del cuerpo aumentando la cantidad de RL producidos hasta la creacién
de EROs que sobrepasan los niveles de defensa antioxidante propia del organismo para asi
producir el EO (19,65-67).

Diversos mecanismos de adaptacion al ejercicio fisico llevan a la generacién de RL de tal
magnitud que se compara con el EO que se genera en el fendmeno isquemia-reperfusion, asi
mismo la intensidad del ejercicio lleva a la formacion de &cido lactico, esto provoca la
creacion de EROs, que convierte el radical superoxido en perhidroxilo (radical con alto nivel
de dafio) gracias la interaccion que presentan los protones derivados de la produccién de
acido lactico (20,65,68).

El EO producido en el ejercicio presenta sus afecciones en diversos tejidos, pero
principalmente Ilama la atencidn el dafio que provoca en lipidos, siendo la peroxidacion de
los acidos grasos el mayor efecto producido por éste, dafiando las membranas celulares
disminuyendo la fluidez en ellas (65). EI ADN de igual manera se ve afectado por el EO
adicionando a las bases del ADN oxigeno formando el radical peroxilo. Otro dafio producido
en el ejercicio por el EO se da en los polisacaridos, estos reaccionan con los radicales

hidroxilo generando su despolimerizacién que generalmente conducen a procesos
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degenerativos(66,67). A mayor intensidad del ejercicio se incrementan las concentraciones
de MDA a consecuencia de un EO mayor, pero este no solamente se puede observar por la

intensidad del ejercicio, pues también por la duracién del mismo (68).

2.4 Antioxidantes

2.4.1 Generalidades de los antioxidantes
Los antioxidantes son sustancias que se encuentran dentro de alimentos de consumo en la

vida diaria, la funcion principal de estas sustancias radica en la prevencion de efectos dafiinos
provocados por especies reactivas en el organismo, una dieta equilibrada con alimentos con

un buen aporte de antioxidantes ayudara a disminuir dafios provenientes del EO (5,6).

La funcion de los antioxidantes dentro del organismo va desde el aspecto genético,
disminuyendo el dafio de proteinas (deterioro y muerte celular) mostrandose la afectacion en
el proceso de envejecimiento. Los antioxidantes son sustancias de gran importancia para
prevenir y parar el avance de enfermedades cardiovasculares, tumores y enfermedades
neurodegenerativas, de igual manera tienen la importante funcion de impedir que las EROs,

se conviertan en RL evitando asi la oxidacion (69,70).

2.4.2 Tipos de antioxidantes
Los antioxidantes se clasifican en endégenos o enzimas, fabricados por la propia célula, y

exogenos, que ingresan en el organismo a través de la dieta o de suplementos con
formulaciones antioxidantes Existen antioxidantes llamados exdgenos, que actGan como
moléculas suicidas, ya que estas se oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que la
reposicion de estos debe ser de manera continua, por medio de la ingesta de nutrientes que lo
contienen (71). Tienen diferentes mecanismos de accion; unos impiden la formacién de los
RL y/o especies reactivas (sistema de prevencidn), otros inhiben la accion de los RL (sistema
barredor) y otros favorecen la reparacion y la reconstitucion de las estructuras biologicas
dafadas. Cada antioxidante posee una afinidad hacia un determinado RL o hacia varios,
pueden actuar en los diferentes procesos de la secuencia oxidativa y tener mas de un

mecanismo de accion (70,71).

Los antioxidantes enddgenos se encuentran en los tejidos y pueden eliminar RL, estas son
superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, catalasa y el glutation (72,73). Los antioxidantes

exogenos son aquellos que se obtienen a través de la dieta, provienen de los alimentos que
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han sido estudiados demostrando propiedades antioxidantes, estos antioxidantes pueden ser
la vitamina E, vitamina C y los carotenoides (57).

Las vitaminas tienen un gran potencial antioxidante, mostrando diminucion en riesgos
cerebrovasculares isquémicos, principalmente pueden ser encontrados en frutas y verduras.
Principalmente son la vitamina A, vitamina C, vitamina E y en los carotenoides. (74,75) La
vitamina C es necesaria para el mantenimiento y formacion adecuada del material intracelular
ademas de disminuir el potencial de dafio de los RL (76). La vitamina E proporciona diversas
funciones como antioxidante pues es capaz de neutralizar oxigeno simple, logra capturar los
RL hidroxilo, tiene la capacidad de capturar anion superoxido y logra neutralizar peroxidos
(77).

Tabla 4 Clasificacion de los antioxidantes

Enddgenos Exbgenos
Superéxido Dismutasa Vitamina E
Catalasa Vitamina C
Glutation Peroxidasa Betacarotenos
Coenzima Q Flavonoides
Acido Tidtico Licopeno
Glutation Carotenoides

Fuente: (72-76,78)

2.4.3 Relacion del consumo de antioxidantes con el ejercicio fisico

Una dieta rica en antioxidantes dentro del ejercicio fisico puede dar lugar a una mejor
proteccion del organismo ante el EO (51). Diversos estudios realizados han demostrado que
deportistas consumen una dieta rica en antioxidantes para brindar proteccion necesaria e
incluso obtener un mejor rendimiento fisico, pero principalmente para la proteccion muscular
ante lesiones. Los antioxidantes dentro de la dieta del ejercicio ayudan a neutralizar RL
Ilevan un papel importante, por lo tanto, es recomendado consumirlos en el periodo inicial
del ejercicio fisico siendo este momento el cual se incrementa el estrés del entrenamiento
(19,73).
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La proteccion en contra del EO es gracias a un sistema antioxidantes organizado de buena
manera ya que trabaja en conjunto para otorgar una resistencia hacia alteraciones redox en la
célula. Los antioxidantes por si mismos cuentan con diversas maneras de minimizar la
disponibilidad de prooxidantes, como por ejemplo las moléculas sintetizadas de manera
enddgena como el glutation, &cido drico y la bilirrubina con agentes que pueden ser
encontrados en la dieta como el &cido ascdrbico y la vitamina E. La vitamina E puede ser

encontrada de manera facil pues esta distribuida en una gran cantidad de alimentos (49).

2.5 La granada

2.5.1 Caracteristicas del fruto

La granada (Lythraceae) es un fruto proveniente del arbol granado perteneciente a la familia
de las Punicaceae el cual esté distribuido alrededor de todo el mundo, es un arbol pequefio
cuya fruta es redonda y de color amarillo-rojizo, llena de numerosos “arilos” que contienen
un zumo de color rojo intenso (79). La granada es un fruto horticola y comercial que se adapta

generalmente de buena manera al clima mediterraneo (80).

El nombre del género Punica, fue generado por el nombre Romano Cartago, lugar donde

eran conocidas las mejores granadas por su gran crecimiento (81).

En México la granada fue introducida por espafioles después de la época de la conquista en
conjunto con el durazno, la manzana, el higo y la vid. El cultivo de la granada fue llevada a
hortalizas familiares por los frailes quienes fueron lo que evangelizaron a los indigenas. Este
tipo de huertas permitian proveer de fruta fresca a hogares y al mercado local, esto alin en la

actualidad sigue sucediendo (82).

El fruto es una baya de color rojizo, mide aproximadamente entre 7 y 12 centimetros y su
maduracion se da en un tiempo aproximado entre 6 y 7 meses después de haber sido la

floracién sin que el fruto pueda llevar la maduracion fuera del arbol (16,83)
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Figura 1. Grandas pertenecientes al estado de Hidalgo
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Figura 2. Componentes de la Granada. A. Arilos; B. Semillas; C. Aceite de semilla de granada; D.
Jugo de variedades de granadas encontradas en el estado de Hidalgo.

2.5.2 Composicion nutrimental de la granada

La granada es un fruto nutricionalmente rico en elementos, estda compuesto de agua y
azucares, es un fruto con contenido bajo en grasas, bajo contenido de proteinas, esto habla
de un fruto bajo en contenido calérico, contenido en fibra alimentaria, rica en contenido de
potasio, calcio, magnesio, fosforo, hierro, sodio, vitamina B, vitamina C y niacina (84).
Dentro de los acidos organicos se componen de acido malico y citrico (16). Los fenoles
totales se encuentran en una concentracion de 250 mg/100 mL de jugo, comparable a la del
vino tinto (valores medios de 203 mg/100 mL) y muy superior a la del té verde (103 mg/100
mL) (85). En ultimos afios la granada ha sido estudiada gracias a sus mecanismos
farmacologicos y a sus beneficios terapéuticos los cuales se derivan de los compuestos
polifendlicos de la granada, entre los que se encuentran el acido elagico, acido galico,
elagitaninos (punicalina y punicalagina), flavonoides, antocianidinas, antocianos, flavonoles,
acido clorogénico, acido cafeico, acido cumarico, acido ferdlico, catequinas y lignanos (86—

88).
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Tabla 5. Composicion nutrimental de la granada

Componente Cantidad
Energia(kcal) 63-78
Agua (g) 82.5
Fibra (g) 0.3-0.9
Proteinas (g) 0.7
Lipidos (g) 0.6
Hidratos de carbono (g) 16.7
Glucosa 7.2
Fructosa 7.9
Sacarosa 1.0
Cenizas (g) 0.5
Minerales (mg)

Sodio 7.0
Potasio 290,0
Calcio 8.0
Vitaminas (mg)

Tiamina (Vitamina B1) 0.05
Riboflavina (Vitamina B2) 0.02
Acido ascorbico (Vitamina C) 7.0
Nicotinamida 0.3
Acido pantoténico 0.59
Acidos orgénicos (g) 0.77
Acido malico 0.1
Acido citrico 0.5

A pesar de sus grandes propiedades funcionales, en México la granada no figura dentro del
mercado ya que es un fruto que se consume solo por temporadas, se consume como fruta
fresca o bien como guarnicion de platillos tipicos, pero un punto importante es que el
consumo de la granada no es comun debido a la dificultad con la que representa su mondado
(82,89).

2.5.3 Actividad antioxidante
Diversos estudios han identificado las propiedades de la granada identificando como
principal aporte el contenido polifendlico, demostrando que la capacidad antioxidante de la

granada es de 2 a 3 veces mayor que el vino tinto o el té verde (81,86).

En estudios realizados con ratones han mostrado reduccion del EO y reduccién de la
lipoperoxidacion gracias al consumo de extractos del fruto entero. De igual manera estudios

realizados en humanos reportaron que un consumo de 250 ml. De jugo fresco de granada al
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dia durante cuatro semanas incrementan la capacidad antioxidante del organismo con

beneficios para la salud (90).

La granada ha demostrado tener mayor capacidad antioxidante en comparacion con otros
frutos, legumbres y hortalizas, todo esto dependiendo de la cantidad de polifenoles, en
comparacion con bebidas comerciales se demostré que el jugo de la granada contiene por lo
menos 20% mas de capacidad antioxidante a diferencia de bebidas hechas a base de manzana,

cereza, arandano, jugo de uva, jugo de naranja, vino tinto y té (16).

2.6 Aceite de semilla de granada

2.6.1 Generalidades del aceite

El aceite de semilla de granada (ASG) ha presentado en los Gltimos afios un gran interés por
parte de investigadores gracias a su rica composicion fitoquimica. EI ASG representa del
12% al 20% del peso total de la semilla y estd compuesto por un conjugado de &cidos grasos.
El &cido punicico es también conocido como &cido omega 5 y este es un acido graso de
proveniente de la familia de los &cidos grasos poliinsaturados, su nombre se deriva del

nombre cientifico de la granada y se encuentra en la semilla de este fruto (91).

2.6.2 Composicion nutrimental

El aceite de las semillas de la granada, es fuente de acidos grasos conjugados, poliinsaturado
con un elevado contenido en &cido punicico también denominado omega 5. El 99% del
componente del ASG son triacilgliceroles, este a su vez es el 80% de acido octadecatrienoico.
Los componentes que se pueden encontrar en el ASG son esteroles, esteroides y cerebrosidos.
De igual manera contiene ligninas y acidos hidroxinamicos y algunos derivados de ligninas

los cuales proporcionan un alto poder antioxidante (83,92).

2.6.3 Beneficios para la salud

El ASG ha sido estudiado con el paso del tiempo gracias a sus grandes beneficios que aporta
a la salud como el potencial antioxidante, actividad antiinflamatoria, regeneracion de tejido
epidérmico y participa dentro de la prevencion de diferentes tipos de cancer. El acido
punicico es un poderoso antioxidante natural y al consumirlo funciona como protector contra
los RL. Aumenta significativamente el enzima Sirutina-1 (SRIT-1), esta enzima es uno de

los mejores protectores celulares naturales frente al EO (17).
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El ASG ayuda a dar un buen mantenimiento de la piel, ya que el consumo de este previene
de la perdida de elasticidad y de firmeza (93). EI ASG es un gran protector natural, si se
consume de manera continua por ejemplo en jugo de granada, ayudara de buena manera al
sistema cardiovascular, contribuyendo a la eliminacion de la placa que se genera en arterias.

También existe evidencia de efectos moduladores de la presion arterial (94).

Se ha demostrado que el consumo de AG omega 5 tiene efectos inmunomoduladores,
propiedad que podria ser probada en enfermedades comunes como resfriados. EI ASG tiene
efectos antiinflamatorio, por lo cual, su consumo habitual, disminuye de buena manera la
produccion de leucotrienos y prostaglandinas, reduciendo las respuestas antiinflamatorias
(93,94).
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I11. Justificacion

Realizar ejercicio de forma constante promueve mejoras en la salud, sin embargo, un aspecto
importante a considerar, es el dafio celular que viene acompafiado de la préctica regular del
mismo, esto, debido al efecto del estrés oxidativo celular.Esta ampliamente reconocido, que
la constante ejecucion del ejercicio, promueve la formacion de radicales libres, los cuales, a
través de mecanismos en particular, producen dafio celular que repercute en la funcionalidad
tisular. Asi mismo, se ha demostrado que una importante carga de radicales libres, agudiza
la fatiga muscular, por ende, una alta predisposicion a sufrir lesiones. Las especies reactivas
de oxigeno responden al ejercicio incrementando de manera acelerada, la cantidad de
especies reactivas de oxigeno van acorde a la cantidad, al tipo e intensidad del ejercicio

realizado, Ilevando todo esto a un estado de estrés oxidativo y posteriormente a lesiones(128).

Los agentes encargados de disminuir o hacer frente a los radicales libres se les conoce como
antioxidantes. El aporte de antioxidantes dentro del ejercicio puede ayudar a un mejor
rendimiento fisico, esto demostrado durante los Gltimos afios donde se han generado
investigaciones mostrando el uso de los mismos mejorando el rendimiento y en cierto punto
disminuyendo las lesiones durante la practica fisica(5,8). Los antioxidantes pueden ser
obtenidos de la dieta, existen ciertos alimentos que cuentan con un potencial antioxidante
importante, es en este punto donde la granada toma su lugar dentro de esta investigacion, este
fruto ha demostrado tener gran potencial antioxidante, ademas de muchos mas beneficios
para la salud misma(6). Estd ampliamente reconocido, que los aceites vegetales significan,
no s6lo una buena fuente de vitaminas y acidos grasos de importancia bioldgica, sino también
de compuestos antioxidantes dependiendo de la fuente de obtencién. Como resultado de la
investigacién en torno a la granada (P. Granatum L.), se ha establecido que es una buena
fuente de nutrientes y compuestos bioactivos que han sido utilizados con diferentes fines
terapéuticos(93,94) La importancia de evaluar la capacidad antioxidante del aceite de semilla
de granada bajo un modelo de estrés oxidativo por actividad fisica, radica en la alta viabilidad
de ser utilizado como un suplemento nutricional con alto potencial antioxidante y ademas
como un factor determinante en la prevencion de lesiones que se vera reflejado en el

rendimiento y desempefio de la actividad fisica(83,92).

25



IV. Objetivos
4.1 Objetivo general

e Evaluar la capacidad antioxidante de aceite de la semilla de granada en el rendimiento
fisico y en lesiones de tejidos inducidas por nado exhaustivo en ratones macho CD-
1.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar la capacidad antioxidante in vitro del aceite de semilla de granada por los
métodos de Folin-Ciocalteu, DPPH" y ABTS™.

e Evaluar el rendimiento fisico en un modelo de nado exhaustivo en ratones macho
suplementados con aceite de semilla de granada durante 30 y 60 dias con diferentes
dosis (50uL, 100uL y 200puL por dia).

e Evaluar el nivel de estrés oxidativo de corazén, cerebro, pulmén, higado, rifién,
musculo y sangre mediante pruebas marcadores de estrés oxidativo (DPPH’, ABTS ™,
SOD y MDA), en ratones suplementados con aceite de semilla de granada durante 30
y 60 dias.

V. Hipdtesis
El empleo de aceite de semilla de granada como suplemento, previene y reduce el dafio tisular

generado por estrés oxidativo en un modelo de ejercicio fisico de resistencia
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V1. Material y métodos

6.1 Disefio

El presente estudio es de tipo experimental y en cumplimiento de la Norma Oficial Mexicana:
Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
NOM-062-Z00-1999, ademés del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud dentro de los articulos 121-126 del titulo septimo de la

Investigacion que incluye a la utilizacion de animales de experimentacion.

Material

La materia prima empleada para la extraccion de aceite fue la semilla del fruto de la granada
obtenida del municipio de Tasquillo en el estado de Hidalgo, mientras que el modelo animal
de ratones macho CD-1 fue proporcionado por el Bioterio de la Universidad Autonoma del
Estado de Hidalgo (UAEH) ubicado en el Instituto de Ciencias de la Salud (ICSa).

Meétodos

6.2 Extraccion del aceite de semilla de granada

La funcion es recircular los vapores del disolvente condensados, arrastrando los elementos
grasos de la materia prima contenido dentro de un cartucho poroso, se fundamenta en
determinar las caracteristicas de la solubilidad de la fraccion lipidica perteneciente a la

biologia de la materia prima en estudio (95,96).

Para comenzar fueron colocados 50 mg. De muestra sélida finamente pulverizada de semilla
de granada en un cartucho de material poroso que se sitGa en la cdmara del extractor Soxhlet,
posteriormente se calentaron 400 ml. De disolvente etanol, situado en el matraz, se
condensaron sus vapores cayendo gota a gota sobre el cartucho que contiene la muestra
extrayendo los lipidos. Este proceso fue repetido hasta que se complet6 la extraccién de los
lipidos de la muestra y se concentran en el disolvente en un tiempo aproximado de 4 horas.
Por altimo, la extraccion final obtenida en el matraz fue sometida a extraccion del disolvente

mediante Rotavapor.
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6.3 Determinacion de fenoles totales en ASG

Se realizé la determinacion total de fenoles en ASG de semillas de 5 variedades de granada
provenientes del estado de Hidalgo: acida(A), dulce(D), roja©, verde(V), rojiverde (RV) y
se hizo una mezcla de todas(C) por método de Follin-Ciocalteu, haciendo una curva estandar
de &cido galico. EI método de Folin-Ciocalteu que tiene base en la capacidad de los fenoles
contenidos en el aceite de semilla de granada para reaccionar con los agentes oxidantes. El
reactivo contiene dos sustancias que reaccionan con cualquier tipo de fenol las cuales son el
molibdato y el tungstato sddico. El reactivo Folin es de color amarillo el cual cuando oxida
los fenolatos da lugar a un complejo de color azul (97). Los aceites fueron analizados por

triplicado.

Se comenzo con la preparacion de muestras por medio de dilucién 1:25 colocando 40 pL. de
muestra'y 960pL. de etanol 0 agua, segun sea el tipo de muestra para analizar, posteriormente
se prepard carbonato de sodio (NaCOz) al 7.5% en 10 ml. De agua desionizada en matraz
aforado, como siguiente se prepar6 la curva de acido galico usando 2mg de &cido galico en
5ml de agua en matraz aforado, posteriormente se colocaron 6 tubos Eppendorf con
diluciones diferentes de acido galico con etanol y agua desionizada segun fuera la muestra
concentracion de 0 a 1ml con concentraciones diferentes de acido galico (0, 80, 160, 240,
320y 400 pL), se realizo la preparacion del reactivo Folin-Ciocalteu colocando 1ml de Folin
en 9 ml. De agua en matraz aforado, una vez ya preparado todo se colocé en tubos eppendorf
500 pL. de preparacion de Folin, 400 pL. de NaCOzy 100 pL. de muestra, asi como también
la curva colocando los mismos elementos tomando el lugar la curva de la muestra y llevarlos
a vortex y después se llevaron a oscuridad durante 30 minutos, para finalizar se colocé en
una micro placa de lectura de 96 pozos 200 pL. de cada muestra por triplicado y se determino
su absorbancia por espectrofotometria a una longitud de onda de 765 nm. Los resultados se

expresaron como mg de &cido (MgEAG/Q).
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6.4 Evaluacion de la actividad antirradical por metodo 1,1-difenil-2-
picril-hidrazilo (DPPH’)

El método fue propuesto por Blois en 1958, demostrando la capacidad que tiene el radical

libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH") para poder aceptar un atomo de hidrégeno. En el

momento de la reaccion del DPPH’ con el sustrato antioxidante que puede donar un atomo

de hidrdégeno el color violeta puede disminuir o desaparecer determinando los pardmetros de

las propiedades antioxidantes (98,99).

Este método funciond para determinacion en aceite y en tejido, realizando la preparacion de
muestras por medio de dilucion 1:25, siendo que para la determinacion en aceite se colocaron
40 pL. de muestra'y 960 pL. de etanol y para el tejido se realiz6 primero el homogenizado
colocando 20 mg. De tejido en 1 ml de buffer de lisis, posteriormente se tomaron 40 uL. de

muestra y 960 pL. de agua y se colocaron en tubos Eppendorf.

Fue realizada la preparacion del radical DPPH’ colocando 0.8 gr. De radical por cada 10 ml.
De etanol o agua segln sea la muestra, para la preparacion de la curva de Trolox se usé 1mg
de Trolox en 10 ml. De agua o etanol seguin sea la muestra en matraz aforado, posteriormente
se coloco en 6 tubos Eppendorf diluciones diferentes de Trolox con etanol o0 agua desionizada
segun sea la muestra siendo la concentracion de 0 a 1ml con concentraciones diferentes de
Trolox (0, 80, 160, 240, 320 y 400 uL.), posteriormente se colocé en tubos Eppendorf 100
uL. de muestra 'y 900 pL. de preparacion de DPPH’, asi como también la curva colocando
los mismos elementos tomando el lugar la curva de la muestra y llevarlos a vortex, al término
del mismo se llevaron a oscuridad durante 60 minutos. Para finalizar se coloco en una
microplaca de lectura de 96 pozos 200 pL. de cada muestra por triplicado y se llev6 a
espectrofotdmetro a lectura de 520 nm. Y los resultados fueron expresados en miligramos de

capacidad antioxidante equivalente al trolox por gramo (mgTEAC/g).
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6.5 Evaluacion de la actividad antirradical por metodo 2,2°-azino-bis-(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid diammonium salt) ABTS™

El ensayo con radical ABTS ™ se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracién del
radical ABTS*, debido a la interaccién con especies donantes de hidrégeno o de electrones.
El radical catiénico ABTS ™ es un croméforo que absorbe a una longitud de onda de 734 nm.

Y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS ™ con persulfato de potasio. (100,101)
Los resultados obtenidos en esta prueba muestran la comparacion de la actividad antioxidante
del ASG de los distintos tipos de aceite para atrapar el radical catidnico, por medio de la
disminucion en la absorbancia leida luego de 15 minutos de reaccion, a una longitud de onda
de 734 nm. El valor de absorbancia se compar6 con la curva de referencia construida con
Trolox como estandar y los resultados se expresan como valores TEAC (Trolox Equivalent

Antioxidant Capacite).

Para comenzar se prepar0 el radical ABTS™ 12 horas antes del inicio de los analisis

colocando 0.003gr de Persulfato de potasio (K2S20s) en 5ml de agua desionizada,

posteriormente se tomd 1 ml de la preparacién y se colocé en un tubo Eppendorf y se agregd

4 mg. De radical ABTS " e inmediatamente se agité para guardarlo en oscuridad durante 12

horas. Este método de igual manera el DPPH" funcion6 para determinacion en aceite,
realizando la preparacién de muestras de la misma manera y en mismas cantidades que las
realizadas para DPPH’ por medio de dilucion 1:2. Al término de las 12 horas de reposo se
preparé el radical para lectura agregando agua o etanol dependiendo de la muestra y
llevandolo a lectura en espectrofotometro en micro placa de lectura hasta obtener una
absorbancia entre .690 y .710nm., se realiz0 la preparacion de la curva Trolox usando 1mg
de Trolox en 10ml de agua o etanol en matraz aforado, posteriormente se coloc6 en 6 tubos
Eppendorf diluciones diferentes de Trolox con etanol o agua desionizada segln sea la
muestra siendo la concentracién de 0 a 1 ml. Con concentraciones diferentes de Trolox (0,
80, 160, 240, 320 y 400 uL.), después se coloco en tubos Eppendorf 100 pL. de muestra y
900 pL. de preparacion de ABTS™, asi como también la curva colocando los mismos
elementos tomando el lugar la curva de la muestra y llevarlos a vortex y llevados a oscuridad

inmediatamente durante 15 minutos y al finalizar se colocaron en una micro placa de lectura
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de 96 pozos 200 pL. de cada muestra por triplicado y se llevd a espectrofotometro a lectura
de 734 nm. Y los resultados fueron expresados en miligramos de capacidad antioxidante

equivalente al trolox por gramo (mgTEAC/qg).

6.6 Induccion de estrés oxidativo en ratones macho CD-1
La induccion de la diabetes se realizo a través de la prueba de nado forzado haciendo usé del
método Porsolt (102,103), siendo aplicada la prueba de manera diaria con una duracién de
10 minutos por raton durante los 30 y 60 dias que durd el experimento.

El tanque utilizado para la prueba de nado forzado, consistié en un cilindro de acrilico de 45
cm de altura; con un didmetro de 30 cm conteniendo agua a una temperatura de 21°C hasta
un nivel de 32 cm para que el animal no alcance a tocar con la cola el fondo del tanque (102).

Dos minutos antes del inicio del test se administro oralmente a cada uno de los ratones con
alguno de los tratamientos sefialados. Se ubico individualmente a cada raton en el centro del
tanque y se registro su conducta durante diez minutos. Una vez terminada la prueba cada
raton fue retirado del tanque y colocado en recipiente donde se encontraban toallas y

calentamiento con luz para su pronto secado.

6.8 Determinacion de lipoperoxidacion por método del Acido
tiobarbitdrico (TBARS)

El malondialdehido (MDA), uno de los productos de ruptura de los hidroperoxidos de acidos
grasos poliinsaturados, se utiliza como un indicador conveniente para la determinacion de la
reaccion de peroxidacion de lipidos (104). La reaccion de MDA con el acido tiobarbitarico

produce un compuesto de coloracion roja a cuya absorbancia se determina a 532 nm.

El ensayo se realiz6 mediante kit QuantiChromTM TBARS Assay Kit (DTBA-100), Fueron
preparadas las muestras de tejidos mediante el homogenizado colocando 20 mg. De tejido en
200uL. de buffer fosfato salino (PBS), una vez ya preparadas se tomé 100 pL. de tejido
homogenizado de cada muestra en un tubo eppendorf y para plasma se utiliz6 100 uL. de
cada muestra, después se adiciono 200 pL. de TCA al 10% a cada muestra, posteriormente
fueron incubados durante 5 minutos en hielo. Cada muestra fue centrifugada durante 5
minutos a 14,000 rpm., al término de la centrifugaciéon fueron transferidos 200 pL. de

sobrenadante de cada muestra a nuevos eppendorf. Para la prueba colorimétrica se usé un
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termoblock ajustando la temperatura a 100°C. Fueron creados los estandares primero,
centrifugando brevemente el tubo estandar para sedimentar cualquier residuo de MDA que
pudo estar atascado en la tapa o en los lados del tubo. Posteriormente se usaron 4 uL. De
MDA a 6M con 2396 uL. De agua, obteniendo finalmente MDA al 10 mM.. Luego, se
preparé 30 uM. De MDA mezclando 3uL. De MDA 10 mM. Con 997 uL. De agua. Las
diluciones de los estandares fueron establecidas de la siguiente manera:

Tabla 6 Diluciones para preparacion de estandares de prueba TBARS

No. 30uM MDA(uL) + H2O(uL)  Volumen final (uL)  Concentracion final de MDA (uM)

1 300 + 0 300 30.0
2 180 + 120 300 18.0
3 90 + 210 300 9.0
4 0 + 300 300 0.0

Fueron transferidos 200 uL. de cada estandar en tubos eppendorf diferentes. Para la reaccion
colorimétrica, a cada muestra y estandar fue agregado 200uL de reactivo TBA llevandolo a
vortex e inmediatamente fueron incubados los tubos en termoblock a 100°C durante 60
minutos, al término de la incubacidn los tubos se colocaron a temperatura normal y llevados
a vortex brevemente. Finalmente se cargdé 100 pL de cada muestra por duplicado desde cada
tubo hasta los pozos de una micro placa de 96 pozos llevandola a lectura de espectrofotometro
de 535 nm. Para el célculo de los resultados fue restado el valor de intensidad de fluorescencia
en blanco de todos los estandares y valores de muestra. Se calculo la concentracién de

TBARS de la muestra de la siguiente manera:

TBARS — Rmuestra - Rblanco _ (uM de MDA
~ Curva(upM—-1) (uMde )
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6.9 Determinacion de la actividad de la enzima Superoxido Dismutasa
(SOD)

La enzima SOD, cataliza la dismutacion del anion superéxido (O2) en perdxido de hidrégeno
y oxigeno molecular, esta una de las enzimas antioxidantes mas importantes. La tasa de
reduccién con O2 esta relacionada linealmente con la actividad xantina oxidasa (XO), y es
inhibida por SOD, por lo que la IC50 (50% de actividad inhibidora de SOD o materiales
similares a SOD) puede ser determinada por un método colorimétrico(105,106).

Se agrego 20 pL. De solucion de muestra a cada pozo de microplaca de lectura previamente
homogenizada, asi como también en el blanco 2, después fue agregado 20 uL. De agua
destilada al blanco 1 y al blanco 3 y se colocd 200 M. De solucién de trabajo WST a cada
pozo, posteriormente se llevd a proceso de agitacion mediante vortex brevemente,
inmediatamente fue agregado 20 pL. De buffer de dilucion a cada espacio del blanco 2 y del
blanco 3. Se adiciona 20uL. De solucidn de trabajo enzimética a cada muestra también en el
blanco 1y después llevado a vortex, una vez ya lista la placa de lectura se lleva a incubacion
a 37 ° C durante 20 min.,

Pasados los 20 minutos de incubacion se llevd a lectura mediante espectrofotdmetro a una
absorbancia de 450 nm. Por altimo, se calcul6 el porcentaje de inhibicidn de la actividad de

SOD usando la siguiente ecuacion:

Actividad SOD (tasa de inhibicion%b)

{[(Blanco 1 - Blanco 3) — (Muestra — Blanco 2)] / (Blanco 1 — Blanco 3)} x
100

En la siguiente tabla se muestra la manera en la cual deben de ser cargados los pozos de la

micro placa de lectura de cada muestra y cada blanco:
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Tabla 7. Preparacion de tubos para el analisis de actividad de SOD

Muestra Blancol Blanco2 Blanco 3

ML ML ML ML
Muestra 20 20
Agua 20 20
Solucion de trabajo WST 200 200 200 200
Solucién de enzima de trabajo 20 20
Buffer de dilucion 20 20

6.10 Analisis estadistico
Los datos se expresaron como la media + SEM. Para el anélisis estadistico de los datos, las

medias de los grupos se compararon mediante analisis de la varianza (ANOVA) seguido de
prueba de Bonferroni post hoc para la comparacion multiple, empleando un paquete
estadistico (GraphPad software, 2012, version 6.0, San Diego California, U.S.A.). Valores

de p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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VI1I. Resultados
7.1 Evaluacion del contenido total de fenoles y actividad antirradical del
aceite de semilla de granada

Se obtuvo un rendimiento de 10 ml de aceite por cada 20 mg de semilla pulverizada.

7.1.1 Determinacion del contenido total de polifenoles de diferentes variedades de
ASG
En la Figura 5 se puede observar que el mayor contenido de polifenoles fue encontrado en
R(8340.3ugeAG/mL) y V(8306.2ugEAG/mL) y en cuanto a C el cual fue el aceite usado
para la administracion de los grupos de experimentacion presento un contenido total de
6914.2053ugEAG/mL.

pgEAG/mI

Verde Roja Acida Dulce Conjunto  Roji-verde

Figura 3 Contenido total de polifenoles en los diferentes tipos de aceite de semilla de
granada.

7.1.2 Actividad antirradical mediante prueba ABTS™* en ASG
El mayor porcentaje de inhibicion fue la semilla rojiverde con un total de 68.32% seguido
por el aceite del conjunto de semillas con un 65%, después el aceite de semilla de granada
verde con 49.57%, seguida del ASG &cida con 46.68%, en los ultimos 2 se encontr6 el ASG

roja 'y dulce con 27.23% y 22.77% respectivamente.

En la Figura 6 se pueden observar los resultados de los diferentes tipos de aceites mostrando

que los aceites de dulce y roja tuvieron la mayor capacidad antioxidante mediante la prueba
ABTS™, con 4366.8ugTEAC/mL y 4113.8ugTEAC/mL respectivamente mientras que el

conjunto presento el valor de 1968.827ugTEAC/mL siendo este dltimo el usado para

tratamiento experimental.
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Figura 4. Capacidad antioxidante mediante prueba de radical ABTS™ en los diferentes
tipos de aceite de semilla de granada

7.1.3 Actividad antirradical mediante método DPPH " en ASG.

Fue evaluada la capacidad de las muestras para atrapar el radical DPPH’, por medio de la

disminucion en la absorbancia leida luego de 60 minutos de reaccion a una longitud de onda
de 517nm. El valor de absorbancia se compar6 con la curva de referencia construida con

Trolox como estandar y los resultados se expresaron como valores TEAC.

De igual manera para la evaluacion de este método fue usada un ANOVA de dos vias con

test de comparacion mualtiple con diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05).

Los resultados finales de la evaluacion dieron como resultado que el ASG dulce produjo el
mayor porcentaje de inhibicién con un total de 77.65%, el siguiente aceite con mayor
porcentaje fue el de la granada roja con 68.69%, posteriormente el ASG &cida con 56.60%,
ASG verde con 56.09%, el siguiente fue el ASG roji-verde con el 30.05% y por ultimo el
ASG del conjunto de semillas con el 28.09%.

En la Figura 7 se pueden observar los resultados de los diferentes tipos de aceites mostrando
que los aceites dulce y roja tuvieron la mayor capacidad antioxidante 7132.37ugTEAC/mL
y 6000.9ugTEAC/mL, respectivamente mientras que el conjunto obtuvo un total de 2042.628

HMgTEAC/mL siendo este ultimo el usado para tratamiento de animales.
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Figura 5. Capacidad antioxidante mediante prueba de DPPH en los diferentes tipos de
aceite de semilla de granada

7.2 Efecto de la capacidad antioxidante del ASG en 6rganos mediante

pruebas ABTS*, DPPH’, SOD y Acido tiobarbitirico (TBARS)

Se determind actividad antioxidante del ASG por los métodos ABTS ™, DPPH’, SOD y MDA

mediante la extraccion de 6rganos (cerebro, corazén, pulmoén, higado, rifion, musculo) y en
plasma, de los grupos basal, Control 1(consumo de aceite sin ejercicio), Control 2(aplicacion
de ejercicio sin consumo de aceite), grupos experimentales A(dosis de
347.71ugEAG/mI/dia/30 o 60 dias), B(dosis de 691.42ug EAG/mI/30 o 60dias) y C(dosis de
1,382ugEAG/mI/dia/30 o 60 dias).

7.2.1 Determinacion de la actividad antirradical del ASG en 6rganos por método
ABTS™
Los resultados obtenidos en esta prueba muestran la comparacion de la actividad antioxidante
del ASG en los distintos 6rganos con un tiempo de 30 y 60 dias de tratamiento para atrapar

el radical catiénico, por medio de la disminucion en la absorbancia.

El valor de absorbancia se comparo con la curva de referencia construida con Trolox como
estandar y los resultados se expresan como valores TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant

Capacity), asi como también mediante el porcentaje de inhibicion.
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Para la evaluacion de este método se utilizd6 un ANOVA de dos vias con test de comparacion
maltiple con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) de cada Organo en

comparacion con los demas grupos de trabajo.

En la Figura 8 se puede observar los diferentes 6rganos y la actividad antioxidante del ASG
aumento en los grupos con tratamiento de ASG en comparacion con el grupo basal y el grupo
control 2 de ejercicio sin consumo de aceite donde no se observo una diferencia
estadisticamente significativa, asi mismo los diferentes grupos experimentales mostraron
una diferencia estadisticamente significativa siendo los grupos con tratamiento de
1,382ugEAG/ml/dia durante 30 y 60 dias los que mostraron mayor aumento de la actividad
antioxidante para el primer mes el 6rgano que mostr6 mayor actividad fue pulmén con un
total de 1935.119ugTEAC/mL y para los 60 dias fue corazén con 1646.425ugTEAC/m,
mientras que la actividad antioxidante mas baja para los grupos experimentales se presentd
en pulmon de dosis de 345.71ugEAG/mI con un total de 202.976 pgTEAC/mI presentando
cada uno diferencia significativa con respecto al grupo basal y control 2 de ejercicio sin

consumo de aceite.
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Figura 6. Resultados obtenidos por 6rganos al final de los 30 y 60 dias de tratamiento en

prueba ABTS™

A) Resultados de inhibicién del ABTS™ por ASG en cerebro, B) Resultados de inhibicion

del ABTS™ por ASG en corazén y C) Resultados de inhibicién del ABTS™ por ASG en
pulmén. En la Tabla 8 se muestra el resultado final fue expresado como el porcentaje de
inhibicion, mostrando de esta manera que el tratamiento con mayor actividad antirradical fue
el establecido en pulmon de 30 dias de tratamiento con el tratamiento de 1,382ugEAG/ml/dia
con un 35.89% y también musculo del mismo tratamiento con 34.08%, para el tratamiento
de 691.42ugEAG/mI/dia el mayor porcentaje lo presenté muasculo de 30 dias con un total de
25.55% y por ultimo en el tratamiento de 345.71ugEAG/mI.
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Tabla 8. Porcentajes de inhibicién del ASG en tejidos mediante método ABTS™

% de inhibicién

Cerebro Corazon Pulmon Higado Musculo Plasma
30 dias | 60 dias | 30 dias | 60 dias | 30 dias | 60 dias | 30 dias | 60 dias | 30 dias | 60 dias | 30 dias |60 dias
Basal 448 | 1077 | 437 | 992 | 389 | 859 | 395 | 939 | 368 | 1099 | 416 | 13.07
CO”“”;;‘:;;?“‘* SNV 3723 | 3493 | 3749 | 3365 | 37.12 | 3515 | 35.68 | 34.99 | 37.07 | 3387 | 37.44 | 3525

Ejercicio sin aceite 2.99 2.77 3.73 2.24 2.61 331 2.88 2.61 2.61 2.45 3.36 3.15

345.71 ygEAG/ml/dia 8.75 13.87 8.32 14.45 1499 | 1435 | 485 14.03 10.77 13.33 5.28 13.44

691.42ugEAG/mI/dia | 15.63 | 22.45 | 15.95 22.72 25.81 | 22.40 | 9.65 23.09 2555 | 2251 9.60 | 22.03

1,382ugEAG/mi/dia 2107 | 2955 | 20.69 | 30.72 3589 | 28.80 | 16.75 | 26.67 34.08 | 25.07 17.97 | 26.67

7.2.2 Determinacion de la actividad antirradical del ASG en 6rganos por método

2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH )

Fue evaluada la capacidad de las muestras para atrapar el radical DPPH’, por medio de la

disminucion en la absorbancia leida luego de 60 minutos de reaccion a una longitud de onda
de 517 nm El valor de absorbancia se comparé con la curva de referencia construida con

Trolox como estandar y los resultados se expresan como valores TEAC.

Los resultados obtenidos en esta prueba muestran la comparacion de la actividad antioxidante
del ASG en los distintos érganos con un tiempo de 30 y 60 dias de tratamiento. De igual
manera para la evaluacion de este método se utiliz6 un ANOVA de dos vias con test de
comparacion multiple con diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 9 donde se observa la actividad
antioxidante que en esta prueba son menores que los obtenidos en la prueba de ABTS ™, pero

se muestra el aumento de la capacidad antioxidante de los grupos experimentales y grupo

control 1 Consumo de aceite sin ejercicio mientras que en el grupo Control 2 Ejercicio sin
consumo de aceite simplemente se observa que el radical DPPH’ present0 niveles elevados,

hablando entre los 6rganos y los grupos de tratamiento, se mostré diferencia significativa de
p< 0.05 entre los grupos basales y los tres grupos experimentales de cada tratamiento, siendo
asi el mayor resultado de actividad antioxidante en el grupo de 30 dias por pulmén con un
total de 2049.038ugTEAC/mL y para los 60 dias el 6rganos que presento una mayor
actividad antioxidante fue el corazon con un total de 1789.423ugTEAC/mL,
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En este sentido se entiende que el tratamiento con ASG ayuda a la proteccion con el estrés
oxidativo producido en el ejercicio, en las siguientes figuras se muestran de manera mas

detallada las maneras en las cuales actu6 el ASG dentro de la proteccion de estrés en los
diferentes érganos.
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Figura 7. Resultados obtenidos por érganos al final de los 30 y 60 dias de tratamiento en prueba
DPPH’

A) Resultados de inhibicion del DPPH" por ASG en cerebro; B) Resultados de inhibicion
del DPPH’ por ASG en corazon, C) Resultados de la inhibicion del DPPH™ por ASG
en pulmon.

La interpretacion final de los resultados de la prueba es mediante el porcentaje de inhibicion,
como resultado final los mayores porcentajes lo presentd el pulmon de tratamiento de
1,382ugEAG/mi/dia de 30 dias con 21.08% de inhibicion, para el tratamiento de
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691.42ugEAG/mI/dia el corazén presento el mayor porcentaje con 11.94% y finalmente para
el tratamiento de 345.71ugEAG/ml/dia tanto corazén como el mdsculo obtuvieron los
mayores porcentajes con 10.11%, en la Tabla 10 se muestran los valores finales del

porcentaje de inhibicion.

Tabla 9. Porcentajes de inhibicion del ASG en tejidos mediante método DPPH’

% de inhibicion
Cerebro Corazbn Pulmén Higado M Usculo Plasma
30 dias | 60 dias | 30 dias | 60 dias | 30 dias |60 dias | 30 dias | 60 dias | 30 dias | 60 dias | 30 dias |60 dias
Basal 2.66 10.38 2.56 10.11 2.23 10.14 | 2.89 12.20 2.79 10.11 2.29 | 10.34
CO”SU”;;_’E‘:;;‘;E“Q SN 1999 | 18.99 | 1836 | 21.15 | 1832 | 1849 | 19.45 | 18.82 | 16.86 | 17.43 | 19.62 | 16.59
Ejercicio sin aceite 3.56 166 | 3.72 1.53 133 | 259 | 1.06 2.19 2.89 3.23 173 | 2.86
345.71 ugEAG/ml/dia 6.52 4.02 10.11 4.49 10.01 | 4.12 1.20 3.69 10.11 4.06 5.02 5.09
691.42ugEAG/mi/dia 9.91 8.45 11.94 9.01 11.44 | 8.55 3.06 7.52 10.58 8.65 7.42 | 10.48
1,382ugEAG/ml/dia 1590 | 16.79 | 15.06 | 18.39 | 21.08 | 17.06 | 4.06 18.06 | 15.23 | 16.69 | 11.03 | 16.79

7.2.3 Capacidad antioxidante del ASG en 6rganos mediante analisis de la actividad
de la enzima SOD
La actividad de SOD fue medida a través de la utilizacion del kit 19160 SOD determination
de la empresa SIGMA-ALDRICH. El fundamento del método se basa en la utilizaciéon de
xantina y xantina oxidasa para generar anion superoxido (O2 --), el cual reacciona con el
reactivo 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)- cloruro de 5-feniltetrazolium (INT) y forma un
complejo rojo detectable a 420 nm. La actividad de SOD fue medida a través del porcentaje

de inhibicion de esta reaccion.

De igual manera para la evaluacion de este método se utiliz6 un ANOVA de dos vias con

test de comparacion multiple con diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05).

Los niveles de inhibicion de la SOD al término del experimento de 30 y 60 dias mostraron
un cambio significativo entre cada uno de los grupos de acuerdo al 6rgano que se analizo,
mostrando de manera general que conforme a los dias de experimentacidén pasaron los
porcentajes de actividad de la SOD en los diferentes grupos experimentales, de acuerdo a

cada drgano.

Los niveles de inhibicion de la SOD de cada uno de los grupos tratados con ASG durante 30

y 60 dias, se muestran en la tabla 10.
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Tabla 10 Porcentaje de inhibicién de enzima SOD al termino de 30 y 60 dias de

tratamiento.

% de inhibicion

Cerebro Corazén Pulmén Higado Msculo Plasma

30 dias | 60 dias | 30 dias | 60 dias | 30 dias |60 dias | 30 dias | 60 dias | 30 dias | 60 dias | 30 dias | 60 dias

Basal 9224 | 87.99 | 90.49 | 89.91 | 92.99 | 85.99 | 88.24 | 88.16 | 90.41 | 88.66 | 86.49 | 87.49
Consut?ef;:ize'te SN 2900 | 79.00 | 83.40 | 77.06 | 77.15 | 81.82 | 74.89 | 66.47 | 82.15 | 86.24 | 77.81 | 70.73
Ejercicio sinaceite | 39.20 | 35.03 | 38.87 | 32.19 | 36.36 | 33.86 | 36.61 | 33.03 | 39.78 | 34.28 | 38.20 | 34.61
345.71 ugEAGImI/dia | 43.04 | 37.0 | 48.87 | 4537 | 38.78 | 36.11 | 37.70 | 3561 | 47.71 | 37.78 | 40.95 | 38.45
69L.42UgEAGImI/dia | 56.63 | 42.45 | 56.96 | 5146 | 43.20 | 4053 | 40.62 | 38.12 | 5546 | 48.79 | 4520 | 52.96
1,382ugEAG/MIldia | 64.47 | 47.21 | 66.56 | 58.22 | 64.05 | 45.04 | 42.62 | 4112 | 63.39 | 66.56 | 48.29 | 50.69

Se muestran los valores de inhibicién por cada érgano comparado con cada una de las

pruebas.

Los resultados obtenidos muestran que el

consumo de ASG con

la dosis de

1,382ugEAG/ml/dia ayuda a disminuir la inhibicién de SOD muestra diferencia significativa

sobre los valores basales y control.

En la figura 10 se muestran en forma de graficos la manera en la cual se presento la inhibicion

de SOD al termino de 30 dias de tratamiento.
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Figura 8. Resultados obtenidos por érganos al final de los 30 y 60 dias de tratamiento en prueba
SOD.

A) Porcentaje de inhibicion de la SOD del ASG en cerebro, B Porcentaje de inhibicion de la

SOD del ASG en corazén y C) Porcentaje de inhibicidn de la SOD del ASG en pulmén,

7.2.4 Determinacion de dafio oxidativo en membranas del ASG por el método de
TBARS

La peroxidacidon de lipidos es un marcador de dafio oxidativo.

En la Figura 12, se presentan las concentraciones de malondialdehido (MDA) en los grupos
de durante 30 y 60 dias de tratamiento. Para la evaluacion de este método se utiliz6 un

ANOVA de dos vias con test de comparacién mdltiple con diferencias estadisticamente
significativas (p< 0.05).

Los resultados mostrados por la prueba muestran en todos los 6rganos una disminucion del

MDA conforme al aumento aumentando las dosis los resultados muestran diferencia
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significativa entre los grupos basal y experimentales, siendo pulmon el 6rgano que presentd
la mayor proteccion contra la lipoperoxidacion obteniendo un valor de 0.058uM MDA para
los 30 dias al igual que para el tratamiento de 60 dias obteniendo el mismo resultado de
0.058uM MDA, mostrando que relativamente no existe diferencia entre tratamiento de 30 y
60 dias pues la proteccion sigue siendo la misma, mientras que la relacién entre los grupos
basales y control 2 ejercicio sin aceite no muestran diferencia significativa. En la figura 11
se muestran de manera general los resultados por medio de gréaficos.
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Figura 9. Resultados obtenidos por érganos al final de los 30 y 60 dias de tratamiento en
prueba TBARS.

A) Contenido de MDA en cerebro, B Contenido de MDA en corazén y C) Contenido de
MDA en pulmon.
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VI11. Discusién
El estrés oxidativo es un suceso que se encuentra presente cuando se habla de realizar

actividad fisica, ejercicio fisico y deporte. El cuerpo humano al realizar ejercicio genera
estrés oxidativo debido al aumento del consumo de oxigeno, el cual en cierto nivel es
necesario para la adaptacion del organismo al ejercicio, pero la alta generacion lleva a
sobrepasar las barreras antioxidantes y producir lesiones a nivel celular en distintos dérganos.
Con base en lo anterior, dentro de la dieta diaria existen alimentos que aportan antioxidantes
como parte de sus propiedades nutricionales, la nutricion es un componente muy importante
para el correcto desarrollo de la actividad fisica es por eso que se buscan los alimentos o
suplementos con mayor aporte de antioxidantes cuando se decide comenzar a realizar
ejercicio para prevenir complicaciones producidas por el estrés oxidativo.(107) En esta
investigacion se extrajo el aceite de semilla de granada, donde los resultados mostraron una
buena efectividad por parte del ASG frente a las EROS en diferentes tejidos, en diversos
estudios se han mostrado resultados beneficiosos por parte de diferentes tipos de aceites ante
las mismas EROS tal como lo describe Yang y cols (108), donde evaluaron la capacidad
antioxidante del aceite de tortuga chino de caparazon blando en el rendimiento deportivo de
ratas tomando en cuenta como parametro la evaluacion de la enzima SOD mostrando que al
consumo del aceite se elevaron los niveles de SOD, de igual manera Lee y cols.(109) llevaron
a cabo la evaluacion del estrés oxidativo usando como biomarcador del mismo la evaluacion
del MDA usando un aceite de pescado y como resultado los niveles se vieron reducidos
promoviendo mayor proteccion a los tejidos, todo lo anterior hace notar el alto valor

bioldgico que poseen los aceites para una proteccion en contra del estrés oxidativo.

8.1 Aceite de semilla de granada.

El aceite obtenido de la semilla de granada esta considerado como un poderoso agente de
beneficio para la salud gracias a sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas,
antihipertensivo, antinflamatorio y también con cualidades antimicrobianas, todo esto gracias
a sus componentes de &cidos grasos que son aproximadamente de 65-85% contenido del
aceite y el contenido restante lo conforman el contenido de fenoles y lipidos polares.(110)
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8.1.1 Los diferentes tipos de ASG presentan diferentes cantidades de contenidos

totales de fenoles.

El objetivo de este estudio fue la evaluacion del contenido total de fenoles totales de los seis
diferentes tipos de granada producidas en el municipio de Tasquillo en el estado de Hidalgo.
Los diferentes tipos de aceites de semilla de granada mostraron contenido total de fenoles
diferentes siendo la granada roja la que mostré el mayor contenido en segundo lugar la
granada verde, en tercer lugar, la granada acida, en cuarto lugar, la granada dulce, en quinto
lugar, el conjunto de granadas y por Gltimo la granada rojiverde. Resultados similares de
Amri y cols.(111) evaluaron el contenido total de fenoles de aceite de semilla de granada
procedentes de Tunez donde los resultados mostraron que el contenido de fenoles en el ASG
que concuerda con los resultados de esta investigacion, de igual manera un estudio realizado
por Diaz (112) quien realizo la evaluacion del contenido de fenoles de 3 tipos de granadas
(dulce, acida y wonderful) obteniendo resultados que se asemejan a los obtenidos en este
estudio pues para la granada dulce se obtuvo un total de7714.0ug EAG/mL y la granada acida
un total de 6123.10ug EAG/mL. Como comparacion de contenido de fenoles en distintos
aceites esta el aceite de semilla de uva donde Juarez y cols.(113) obtuvo como resultado total
de fenoles 8890ug EAG/mL, como otra comparacion Gonzélez(114) en su investigacion
realizo la evaluacion del aceite de semilla de chia mostrando en sus resultados

concentraciones mucho mas bajas que el aceite de semilla de granada,

8.1.2 El ASG rojiverde y el conjunto presentaron mejor actividad antioxidante

mediante la prueba ABTS™

Uno de los métodos para determinar la actividad antioxidante del aceite de semilla de granada
fue el método del el radical ABTS ™ el cual es uno de los méas usados para la determinacion
de capacidad antioxidante por su sensibilidad, practicidad, rapidez y estabilidad. Los
resultados obtenidos en esta prueba dan como resultado el porcentaje de inhibicion del
radical, los resultados obtenidos en esta investigacion mostraron que el mayor porcentaje de
inhibicion fue la semilla rojiverde, posteriormente el aceite del conjunto de semillas, después
el ASG verde, seguida del ASG, en quinto lugar, el ASG rojay por ultimo el ASG dulce. En
la investigacion realizada por Mekni y cols.(115) analiz6 la actividad antioxidante de tres
diferentes tipos de aceite de semilla de granada provenientes de diferentes lugares (Tounsi,

Nabli y Gabsi) mostrando que los porcentajes de inhibicion fueron para la proveniente de
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Tounsi de 58.09%, para la proveniente de Nabli fue de 64.22% y por ultimo para la
proveniente de Gabsi fue del 66.4% siendo los resultados parecidos a los obtenidos en esta
investigacion. Otra investigacion llevada a cabo por He y cols.(116) quienes analizaron el
aceite de semilla de granada proveniente de la compafiia Huiyuan Fruit Juice (Xinjiang,
China) donde la extraccion del aceite fue realizada con cuatro diferentes solventes(éter
etilico, acetato de etilo y butanol) demostrando que dependiendo el solvente la actividad
antirradical cambiara pues sus resultados mostraron que el extracto de butanol presento el
mayor porcentaje de inhibicion con un total de 99.80% mientras que el extracto con éter
etilico presento el menor porcentaje de inhibicion con 11.27%, mostrando que el solvente
con el cual fue realizada esta investigacion se encuentra en un punto medio de acuerdo al

porcentaje de inhibicion.
8.1.3 EI ASG dulce y roja mostraron el mayor porcentaje de inhibicion del radical

DPPH
El segundo método para analizar la actividad antioxidante del ASG fue la prueba del radical

DPPH?’, el cual se basa en la reduccion de la absorbancia del radical donde el resultado se
expresa por el porcentaje de inhibicion. Los resultados obtenidos en esta investigacion
mostraron que el mayor porcentaje de inhibicion lo obtuvo el ASG dulce con un total de
77.65%, posteriormente el ASG el siguiente aceite con mayor porcentaje fue el de la granada
roja con 68.69%, el ASG acida con 56.60%, ASG verde con 56.09%, el siguiente fue el ASG
roji-verde con el 30.05% y por ultimo el ASG del conjunto de semillas con el 28.09%. Tal y
como fue demostrado en la investigacion llevada a cabo por Melo y cols (117) quien realizo

la caracterizacion y constituyentes del aceite de semilla de granada comprobando la actividad
antioxidante mediante el método DPPH" obteniendo un porcentaje de inhibicion del radical

de 52.02%, concordando en otro resultado con Diaz y cols.(112) donde evalué el ASG de dos
variedades de granada siendo dulce y &cida y obteniendo como porcentaje de inhibicidn para
el ASG dulce de 61.47% y &cida con 43.61%
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8.2 Determinacion de la actividad antioxidante del ASG en 6rganos
mediante diferentes métodos

8.2.1 El ASG favoreci6 la disminucion de la actividad radical ABTS™ en diferentes

organos tratados con ejercicio

El tercer objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad antirradical del ASG mediante
el método ABTS™ sobre cada uno de los tejidos analizados, los resultados obtenidos
demostraron que el ASG pudo inhibir el radical en los tejidos siendo el pulmon de 30 dias
de tratamiento quien mostré el mayor porcentaje de inhibicién con un 35.89%, pero de igual
manera musculo obtuvo un porcentaje parecido con un total de 34.08%, en comparacion con
el potencial antioxidante del ASG Peng y cols.(118) quienes realizaron el analisis en
diferentes tejidos en ratones sometidos a ejercicio de nado forzado durante 14 semanas 10
minutos por dia usando Estigma de Maydis como dosis pre-ejercicio obteniendo como mayor
resultado la inhibicion del radical ABTS ™ en plasma con un total de 22.75%. Berzosa (119)
Ilevo a cabo un estudio del dafio oxidativo provocado por ejercicio fisico agudo con dosis de
melatonina evaluando el mismo método ABTS™ en ratas de la raza Sprague-Dawley,

obteniendo como resultado que la melatonina tuvo efecto antirradical principalmente en
plasma con un total de 16% siendo este resultado menor a lo obtenido por el ASG evaluado
en esta investigacion y Katalinic y cols. (120) llevaron a cabo una investigacion evaluando

la capacidad antioxidante en tejidos de ratas mediante dos métodos siendo uno de ellos
ABTS ™ en ratas Wistar tanto macho como hembras provocando estrés oxidativo mediante

nado forzado mostrando que para ABTS™ corazén e higado obtuvieron los mejores

resultados como porcentaje de inhibicion con un total de 24.5% y 18.9% respectivamente

8.2.2 El potencial antioxidante del ASG redujo la actividad del radical DPPH " en

organos de ratones sometidos a nado forzado

Otra prueba llevada a cabo en la investigacion fue la de identificar la actividad antirradical

del ASG sobre los tejidos analizados mediante la prueba DPPH" obteniendo resultados que

muestran dicha actividad dando como el mayor porcentaje de inhibicién el pulmén de

tratamiento de 1,382ugEAG/ml/dia de 30 dias con 21.08%. Una investigacion llevada a cabo
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por Hao y cols. (121) donde analiz6 los efectos sobre la capacidad de resistencia al ejercicio
y antioxidante propiedades del astrdgalo membranaceus polisacaridos usando ratones

machos Kunming provocando estrés oxidativo por método de nado forzado y utilizando

como método para determinar la actividad antirradical DPPH’ obteniendo como resultado

que en plasma el porcentaje de inhibicién fue de 20.36% siendo este resultado el mayor
porcentaje alcanzado, por otra partes una investigacion realizada por Peng y cols.(122) donde
el objetivo fue realizar la evaluacion de seguridad, antioxidante in vitro e in vivo Actividad
del extracto rico en flavonoides de Estigma de Maydis en ratones sometidos a prueba de nado
forzado obteniendo como el mejor porcentaje de inhibicion un total de 25.72% siendo esto
mayor que el porcentaje obtenido en la investigacion realizada con el ASG y por ultimo Guo
y cols.(123) analizo el efecto protector de los polisacaridos de Cortex Eucommiae sobre el

estrés oxidativo inducido por el ejercicio exhaustivo en ratones mediante nado forzado
analizando mediante DPPH" en plasma obteniendo un porcentaje de inhibicion del 19.85%

siendo un resultado menor en comparacion obtenido por el ASG.

8.2.3 ElI ASG mostro efectos preventivos de lipoperoxidacion de los diferentes

organos analizados mediante MDA

Un objetivo méas de esta investigacion fue evaluar la prevencion del dafio oxidativo en
membranas por el ASG tejidos por el método de TBARs observando la disminucion de
lipoperoxidacion en los diversos 6rganos principalmente en el tratamiento de 30 dias y aun
siendo mas precisos en el grupo de consumo de 1,382ugEAG/ml/dia mostrando que pulmén
presento el nivel mas bajo de MDA con un total de 0.058uM MDA y corazén con un total
de 0.061uM MDA, resultados que concordaron con la investigacion realizada con Korivi y
cols.(124) quienes realizaron una investigacion que pretendia evaluar el Ginsenoside-Rgl y
mostrar la proteccion al higado contra el estrés oxidativo inducido por el ejercicio exhaustivo
en ratas usando como marcador de la lipoperoxidacion el analisis del MDA obteniendo un
total de 0.094 uM MDA siendo un valor mayor de contenido de MDA, por otra parte Matheus
y cols. (125) observaron como el entrenamiento aerdbico tenia un efecto sobre el estrés
oxidativo hepético analizando mediante TBARS la lipoperoxidacion por el estrés oxidativo
obteniendo un total de 0.051 uM MDA en higado que comparado a nuestra investigacion

mediante ASG el valor fue mayor para la proteccion contra la lipoperoxidacion y una
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investigacion mas realizada por Qi y cols. (126) que determinaron los efectos de
ginsendsidos-Rb1 sobre el ejercicio oxidativo en ratones de natacion forzada, analizando la
lipoperoxidacion de las células obteniendo un total de 0.120 uM MDA en higado que en

comparacion con el ASG existio mayor lipoperoxidacion.

8.2.4 El porcentaje de la actividad de la enzima SOD en los diferentes 6rganos

disminuyo

Un método mas para analizar la actividad antioxidante del ASG fe en analisis del porcentaje
de inhibicion de la enzima SOD gracias al ASG en los distintos tejidos analizados obteniendo
como el mejor porcentaje de inhibicién a corazon y musculo con el tratamiento de
1,382ugEAG/ml/dia con un total de 66.56%, comparado con los resultados obtenidos por
Guo y cols.(123) que analizaron la inhibicién de esta enzima mediante el estrés oxidativo generado
en ratones mediante el ejercicio de nado forzado evaluando el efecto protector de polisacaridos de
Cortex Eucommiae en plasma e higado obteniendo un total de 35.65% de porcentaje de inhibicién de
la SOD, en otro estudio yan y cols.(127) investigaron los efectos de Laminaria japdnica polisacaridos
en laresistencia al ejercicio y estrés oxidativo en ratones que nadan forzados haciendo uso del analisis
de la inhibicion de la SOD siendo en plasma donde se encontré el mayor porcentaje de inhibicién de
la enzima con un total de 45.68% Yy en un estudio mas por parte de Qi y cols. (126) quienes evaluando
los efectos del Ginsenosides-R evaluaron la actividad de la SOD en tejidos de ratones sometidos a
nado forzado donde el porcentaje de inhibicion de la enzima fue un total del 63.3% que al ser

comparado con el resultado del ASG fue similar.
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IX. Conclusiones

El trabajo de investigacion tuvo las siguientes conclusiones:

1. Se obtuvo ASG de diferentes variedades de granadas provenientes del municipio de
Tasquillo perteneciente al estado de Hidalgo mostrando un rendimiento del 50% de aceite en

cada una de ellas.

2. Los ASG de granada presentaron contenidos de fenoles diferentes demostrando que la

ranada verde y roja son quienes contiene el mayor contenido.

3. Los ASG tuvieron actividad anti-radical contra las pruebas ABTS* y DPPH" Demostrando

tener potencial de proteccion ante estrés oxidativo protegiendo de cierta manera los tejidos

de dérganos principalmente en pulmon.

4. Se mostré que conforme la dosis de ASG aumentaba la lipoperoxidacion de membranas

disminuian siendo el pulmén y corazén quienes mostraron la mayor proteccion.

5. La actividad de la enzima SOD disminuyo gradualmente en los tejidos de rganos mientras

se aumentaba la dosis de ASG comparado con el grupo que no fue suplementado con ASG.

6. El 6rgano que mostro el mejor efecto inhibitorio del estrés oxidativo en la mayor parte de

los analisis del ASG fue pulmon.

7. EI ASG podria emplearse como un producto nutracéutico en la prevencion y tratamiento
de estrés oxidativo provocado por el ejercicio fisico.

6. Se demostro que el método de extraccion del ASG extrajo los compuestos bioactivos de la
semilla de granada y protegiendo propiedades antioxidantes, por lo que el ASG podria
emplearse como un producto nutracéutico en la prevencion de lesiones en el ejercicio fisico

provocadas por el estrés oxidativo.
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X. Perspectivas

La extraccion de aceites de diferentes de semillas provenientes de diferentes frutos han
presentado variada actividad antioxidante ante estrés oxidativo generado por ejercicio fisico
exhaustivo, asi como también rendimientos de extraccion diferentes, quiza con el ASG esto
puede cambiar, por lo que serd conveniente evaluar ciertas caracteristicas del ASG como:

rendimiento de produccion, etc.

No obstante, los resultados que se dieron a conocer en este estudio se formalizaron tanto in
vitro como in vivo, por tanto, seria interesante realizar pruebas comparativas con el mismo
modelo animal, pero con diferentes variedades de aceites que permitan evaluar la cinética de
liberacion de polifenoles, para determinar la dosis Optima de ingesta en humanos que

garanticen su funcionalidad.

Ademas, resulta necesario caracterizar los compuestos bioactivos de las diferentes variedades
de granada provenientes del estado de Hidalgo, mostrando que sustentan propiedades
terapéuticas hacia la salud y a partir de ello, poder llevarlo al modelo humano para su
evaluacion de beneficios. De tal forma que el ASG sea probado sobre otras propiedades
demostradas y que tiene el aceite de semilla como son: propiedades antiinflamatorias,
anticancerigenas, hipoglucemiantes y antiaterogénicas, etc.

Finalmente, una vez realizados estudios previos, seria de interés la elaboracion de un
producto alimenticio que pueda ser usado como suplemento para la dieta de todos aquellos
que realicen o decidan realizar ejercicio para mantener un equilibrio entre el estrés oxidativo
generado y antioxidantes para la prevencion de posibles lesiones y a partir de lo anterior dar
a conocer la propiedades no sélo de la actividad antioxidante sino de las propiedades ya
sefialadas y con ello fomentar y promover su consumo en la dieta habitual de toda la
poblacion tanto deportiva como poblacién en general, sin tener que esperar a la temporada

de produccion de la granada para poder consumirlo.
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