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RESUMEN

La Paraoxonasa 1 (PON1) es una esterasa dependiente de calcio asociada a las
lipoproteinas de alta densidad (HDL), capaz de hidrolizar compuestos
organofosforados, asi como derivados especificos de colesterol y/o fosfolipidos
oxidados limitando la acumulacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en la
matriz extracelular, por lo que probablemente participa en la inhibicion y/o prevencion
del desarrollo de aterosclerosis, consecuencia comun de la diabetes y la obesidad,
enfermedades con mayor morbi-mortalidad en paises industrializados y en vias de
desarrollo. Diversos reportes han demostrado que el jugo de granada estimula la
actividad de la PON1 en plasma. Se cree que este efecto es debido a antocianinas y
taninos presentes en este fruto. Sin embargo, no se ha probado tal efecto en un
modelo animal diabetizado y alimentado con dieta proaterogénica, por lo que, el
presente estudio tuvo como objetivo, determinar el efecto del jugo de granada sobre
la actividad enzimética de la PONL1 en ratones CD-1 diabetizados y alimentados con
una dieta aterogénica. Los resultados muestran que el jugo de granada disminuyo
paulatina y significativamente (p<0.05) los niveles de glucosa y colesterol, asimismo
la actividad PON1 fue significativamente alta en comparacion con el grupo control
(p=0.003). Los niveles de triglicéridos no se diferenciaron significativamente (p>0.05)
y ademas se observé una correlacion positiva entre los niveles de colesterol total y
actividad sérica de la PON1. Estos resultados fortalecen la asociacion entre los
antioxidantes de la dieta con la actividad PONL1 y la reduccién del estrés oxidativo.
Por lo que la granada (un fruto rico en antioxidantes) puede ser un alimento Gtil en el

tratamiento de la diabetes y/o inhibicion de la aterosclerosis.

Palabras clave: diabetes, obesidad, ateroesclerosis, PON1, dieta aterogénica, jugo
de granada.



ABSTRACT

Paraoxonase 1 (PONL1) is a calcium-dependent esterase associated with high density
lipoproteins (HDL), capable of hydrolyzing organophosphorus compounds and
specific derivatives of cholesterol and/ or oxidized phospholipids, preventing the
accumulation of low density lipoproteins (LDL) in the extracellular matrix, and
probably playing an important role in the inhibition and/ or prevention in the
development of atherosclerosis, common complication of diabetes and obesity,
diseases with high morbidity and mortality in industrialized and undeveloped
countries. Various reports have demonstrated that pomegranate juice stimulates the
activity of PON1 in plasma. It is believed that this effect is due to anthocyanins and
tannins present in this fruit. However, this effect has not been tested in a diabetized
model and fed with proatherogenic diet. Thus, the objective of the present work was
to determine the effect of pomegranate juice on the enzymatic activity of PONL1 in
diabetized CD1 mice and fed an atherogenic diet. The results show that pomegranate
juice decreased gradual and significantly glucose and cholesterol levels (p <0.05),
PON1 activity was significantly higher compared to control group (p = 0.003).
Triglyceride levels did not differ significantly (p>0.05) and also showed a positive
correlation between levels of total cholesterol and serum activity of PON1. These
results support the association of PON1 activity with dietary antioxidants and
oxidative stress reduction. Thus, pomegranate juice (fruit rich in antioxidants) can be
a useful food in the treatment of diabetes and/or inhibition in the development of
atherosclerosis.

Keywords: diabetes, obesity, atherosclerosis, PON1, atherogenic diet, pomegranate

juice.



1. MARCO TEORICO

1.1 DIABETES MELLITUS
1.1.1 Definicion

La Diabetes Mellitus (DM) es un grupo de enfermedades caracterizadas por
hiperglucemia, ocacionada por defectos en la secrecion de la insulina, la accion de la
insulina o ambas, que esta asociada al dafio a largo plazo, disfuncion o falla de
diversos 6rganos especialmente los ojos, los rifiones, los nervios, el corazén y los

vasos sanguineos.®

Diabetes significa fluir a través de un sifén. Hay registros de ella desde el afio 1550
a.C. (papiros de ebers). Este papiro describe enfermos que adelgazan, con hambre

continua, orinan en abundancia y enorme sed.®

El término mellitus (que significa dulce) fue agregado varios siglos después (siglo
XVII de nuestra era), gracias a la curiosidad de un médico, Thomas Willis, que probo

la orina de un paciente.®

Thomas Cawley fue el primero en afirmar que el origen de la diabetes estaba en el
pancreas, esto quedé comprobado cuando Oskar Minskowski y Josef von Mering
extirparon el pancreas en un animal y descubrieron que tenia los sintomas normales

de la diabetes. @
1.1.2 Panoramica epidemioldgico

Por el numero de personas afectadas, la diabetes representa un problema de salud
publica creciente en todo el mundo. Segun cifras reportadas por la Federacion
Internacional de Diabetes (FID)® actualmente afecta a mas de 246 millones de
personas y se espera que alcance los 333 millones en 2025. El aumento constituira

40% en los paises desarrollados y 70% en los paises en vias de desarrollo.®



Aunque la diabetes es una de las pocas enfermedades que afecta mas al sexo
femenino. En promedio los hombres con diabetes mueren a una edad mas temprana

que las mujeres (67 vs 70 afios respectivamente).®)

Estimaciones de la FID describen que México ocupa el noveno lugar de diabetes en
el mundo.® La poblacién de personas con dicho padecimiento fluctta entre los 6.5y
los 10 millones (prevalencia nacional de 10.7% en personas entre 20 y 69 afios). De

este gran total, 2 millones de personas no han sido diagnosticadas.®

A pesar de que la diabetes puede ser diagnosticada facilmente y de que existen
cada vez mas tratamientos disponibles para ayudar a las personas con diabetes a
mantener bajo control sus niveles de glucosa las consecuencias del mal control y la

mortalidad por diabetes continian en aumento.®

En México, la diabetes es la primera causa de ceguera adquirida en edad productiva;
también es la primera causa de amputaciones no traumaticas de miembros inferiores
y de insuficiencia renal cronica. Se tiene ademas 3 veces mas riesgo de

cardiopatia. )

Actualmente, la diabetes también es la tercera causa de muerte (17.17%). En
personas de 40-59 afios, una de cada cuatro muertes se debe a complicaciones de
la diabetes. Y una de cada tres muertes en México reporta diabetes como causa

secundaria. G4

Se estima que en los préximos afios México podria ocupar el séptimo lugar de paises
con diabetes. Casi 12 millones de mexicanos se verian afectados y 4 millones mas

sufririan de intolerancia a la glucosa. @



1.1.3 Clasificacion etioldgica

La clasificacion de la diabetes se basa fundamentalmente en su etiologia y
caracteristicas fisiopatoldgicas, pero adicionalmente incluye la posibilidad de

describir la etapa de su historia natural en la cual se encuentra la persona.®

Los nuevos criterios para el diagnoéstico y clasificacion de la diabetes fueron
desarrollados casi simultaneamente por un comité de expertos de la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA)® y por un comité asesor de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS).® Por lo que se incluyen 4 clases clinicas (Tabla 1).

También existen dos categorias referidas como prediabetes: las cuales son glucemia
en ayuno alterada (GAA) y/o intolerancia a la glucosa (ITG). Estas categorias no son
entidades clinicas, sino factores de riesgo para desarrollar diabetes y enfermedades

cardiovasculares (ECV).®")

Tabla 1. Clasificacion de la diabetes con base en tipos

Diabetes tipo 1
* Autoinmune
* |diopatica
Diabetes tipo 2
Otros tipos especificos de diabetes

Diabetes gestacional

Fuente: Diabetes Care. 2005; 28(1):S37-S42.0)

1.1.3.1 Diabetes tipo 1 (DT1)

Esta forma de diabetes es responsable de 5-10% de casos. Se caracteriza por un
defecto absoluto de la secrecion de insulina por las células B de los islotes

pancreaticos. En la mayoria de los casos, esta destruccion de las células es mediada



por autoinmunidad, pero existen casos en los que no hay evidencia de proceso

autoinmune, siendo, por tanto, referida como idiopatica.®7")

Sus primeras manifestaciones clinicas comienzan a aparecer desde la infancia, la
adolescencia o edad adulta joven, pero existe una variedad que afecta a mayores de
edad, caracterizada por una evolucion larvada, donde el avance hacia el estado de
insulinodependencia ocurre lentamente. A esta forma del adulto se le conoce como

diabetes autoinmune latente del adulto (LADA).®

Los marcadores de autoinmunidad son los anticuerpos: antiinsulina,
antidescarboxilasa de acido glutamico (GAD 65) y antitirosina fosfatasa (IA2 y
IA2B).®) esos anticuerpos pueden estar presentes meses o afios antes del

diagndstico clinico.

Ademas de los componentes autoinmunes, la DT1 muestra la fuerte asociacion con
ciertos genes de los antigenos leucocitarios humano (HLA), alelos que pueden ser

predisponentes o protectores para el desarrollo de la enfermedad.®

1.1.3.2 Diabetes tipo 2 (DT2)

Entre 90-95% de los casos con diabetes tienen la variedad de DT2. El defecto
fundamental es la resistencia a la accion glucometabdlica de la insulina a nivel del
musculo esquelético, que al paso de los afios se combina con una disminucién
progresiva de la secrecidon de insulina y el empeoramiento tardio de la resistencia a

la accién de la insulina en el tejido adiposo y en el higado.®"

Desde el punto de vista fisiopatologico, la DT2 se puede subdividir en:
predominantemente insulinorresistente con deficiencia relativa de insulina y
predominantemente con un defecto secretor de la insulina con o sin resistencia a la

insulina.®



1.1.3.3 Otros tipos especificos de diabetes

El tercer grupo lo conforma un nimero considerable de patologias especificas donde
se incluyen los casos cuyo defecto basico es conocido y puede ser identificado. &7
Tabla 2.

1.1.3.4 Diabetes gestacional (DG)

Esta se define como una alteracién del metabolismo de los hidratos de carbono, de
severidad variable, que se inicia o0 se reconoce por primera vez durante el

embarazo.(")

Los cambios en la resistencia a la insulina durante el embarazo se relacionan con la
concentracion creciente de las hormonas placentarias como: lactégeno placentario,
hormona de crecimiento, progesterona, cortisol y prolactina. Estas hormonas

desaparecen inmediatamente después del parto.(©10)

Otras de las causas a las que se atribuye el desencadenamiento de la DG, son los
péptidos producidos por el tejido adiposo desempefiando un papel central en la
resistencia a la insulina. Se observan concentraciones bajas de adiponectina
plasmaticas y concentraciones de resistina acrecentadas cuando se induce

obesidad por aumento en el consumo de alimentos.©10)

Durante el postparto algunos factores como la dieta y la exposicion a antigenos
pueden activar el sistema autoinmunitario repercutiendo el equilibrio metabdlico y
estado funcional de las células 3 del pancreas. Por ello, las pacientes deben ser
evaluadas de cuatro a seis semanas despueés del parto y reclasificar como diabetes,
GAA, ITG o euglucemia. &7



Tabla 2. Otros tipos especificos de diabetes

Defectos genéticos de la
funcién de la célula beta

Defectos genéticos en la
accion de lainsulina

Enfermedades del pancreas

exocrino

Endocrinopatias

Inducida por drogas
0 quimicos

Infecciones

Formas poco comunes
de diabetes mediada
inmunolégicamente

Otros sindromes genéticos
algunas veces asociados
con diabetes

Defectos del cromosoma 20, HNF-4alfa (antes MODY 1),
del cromosoma 7, glucoquinasa (antes MODY 2), del
cromosoma 12, HNF-lalfa (antes MODY 3), del DNA
mitocondrial y otros.

Resistencia a la insulina tipo A, leprechaunismo, sindrome
de Rabson-Mendenhall, diabetes lipoatréfica y otros.

Pancreatitis, trauma del pancreas, pancreatectomia,
neoplasia del pancreas, fibrosis quistica, hemocromatosis,
pancreatopatia fibrocalculosa y otros.

Acromegalia, sindrome de Cushing,
feocromocitoma, hipertiroidismo,
aldosteronoma y otros.

glucagenoma,
somatostinoma,

Vacor, pentamidina, &cido nicotinico, glucocorticoides,
hormonas tiroideas, diazoxido, agonistas
betaadrenérgicos, tiazidas, fenitoina, alfa-interferon vy
otros.

Rubéola congénita, citomegalovirus y otros.

Sindrome del "hombre rigido" ("stiff-man syndrome"),
anticuerpos contra el receptor de la insulina y otros.

Sindrome de Down, sindrome de Klinefelter, sindrome de
Turner, sindrome de Wolfram, ataxia de Friedreich, corea
de Huntington, sindrome de Lawrence Moon Beidel,
distrofia miotonica, porfiria, sindrome de Prader Willi y
otros.

Fuente: Diabetes Care. 2005; 28(1):S37-S42.



1.1.4 Factores de riesgo

La glucemia en ayunas es la prueba mas sencilla para el tamizaje oportuno de

diabetes en personas asintomaticas. En estas circunstancias, se debe tener en

consideracion factores adicionales como:©:9

N
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Edad (>45 afios).

Raza o grupo étnico (Afro - americano, hispano, nativo-americano, asiatico
y originario de las Islas del Pacifico).

Familiares diabéticos en primer grado de consanguinidad.

Estilo de vida (sedentarismo, tabaquismo y consumo excesivo de alcohol).
indice de Masa Corporal (IMC) > 25 kg/m? mas obesidad abdominal.
Dislipidemias (TG > 250 mg/dL y/o HDL < 35 mg/dL).

Hipertension arterial (>130/85 mmHg) con otro factor de riesgo asociado.
Antecedentes obstétricos de DG y/o de hijos macrosémicos (peso al nacer
> 4 KQ).

Sindrome de ovario poliquistico.

1.1.5 Métodos y criterios de diagnéstico

En junio de 1997 el Comité de Expertos en el diagndstico y clasificacion de la

diabetes pertenecientes a la ADA examind la base para el diagnostico de la

diabetes.V) Pero en el 2003, estas pautas se actualizaron respecto al diagndstico de

ITG y GAA. Se recomienda utilizar cualquiera de los siguientes criterios:

1. Sintomas de diabetes (poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida inexplicable de

peso) mas una glucemia casual medida en plasma venoso que sea = 200

mg/dL (11.1 mmol/L). Casual se define como cualquier hora del dia sin

relacion con el tiempo transcurrido desde la Gltima comida.®")



2. Glucemia en ayunas medida en plasma venoso que sea = 126 mg/dL (7
mmol/L). En ayunas se define como un periodo sin ingesta cal6rica de por lo
menos ocho horas. &)

3. Glucemia medida en plasma venoso que sea = 200 mg/dL (11.1 mmol/L) dos
horas después de una carga de glucosa durante una prueba de tolerancia oral
a la glucosa (PTOG). &7

Actualmente, un comité internacional de expertos, pertenecientes ADA, ala FIDy a
la Asociacion Europea para el Estudio de la Diabetes (EASD, por su siglas en inglés)
recomendaron que el examen de hemoglobina glucosilada A1C (HbA1C) sea
utilizada como una nueva prueba para el diagnéstico de la diabetes. Esta nueva
recomendacion estd basada en la relacion existente entre la exposicion glucémica a

largo plazo y las complicaciones.?

1. Una concentracion de HbA1C = 6.5% debe utilizarse para el diagnostico de
diabetes.(*?

2. Por otra parte, se sefala que para la identificacion de personas con un alto
riesgo de presentar diabetes, un nivel de HbA1C = 6% pero menor al 6.5% es
el indicador de mayor riesgo de desarrollar diabetes.1?

1.1.5.1 Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG)

Para la realizacion de la PTOG la persona debe ingerir 75 g de glucosa diluidos en
300 mL de agua a temperatura ambiente, en un periodo no mayor de cinco minutos.
Es preferible evitar cambios en el estilo de vida habitual durante los tres dias

precedentes a la prueba.®?)

En nifios la PTOG rara vez se utiliza, pero cuando se requiere la carga de glucosa se

calcula con base en 1.75 g/Kg de peso sin exceder 75 g en total. &:8)



1.1.5.2 Prediabetes

Para algunas Asociaciones como la ADA, los nuevos criterios para diagnosticar GAA
tienen la sensibilidad y la especificidad suficiente para incluir también a las personas
con ITG (Tabla 3), por lo que se hace innecesario practicar una PTOG. Sin embargo,
la OMS y la FID recomiendan que a toda persona con GAA se le practique una

PTOG para establecer si ya tiene ITG o inclusive diabetes.(6.7)

Tabla 3. Criterios para el diagndstico de trastornos de la regulacion de la glucosa

Diagndstico Glucemia ayunas Glucemia PTOG
mg/dL mmol/L mg/dL mmol/L
Regulacion normal <100 <5.6 <140 <738
Glucemia de ayuno alterada 100 - 125 56-6.9 No aplica
(GAA)
I(nt(él()erancia a la glucosa No aplica 140-199 7.8-11
IT

Fuente: OPS, Guias de la Asociacion Latinoamericana de Diabetes (ALAD) de diagnéstico, control y
tratamiento de la diabetes tipo 2, 2008

1.1.6 Tratamiento integral

El tratamiento de la diabetes es multimodal, por tiempo indefinido y con ajustes
terapéuticos que van a depender de la evolucion, del tipo de diabetes, de las
condiciones asociadas y de las cifras de glucemia. La terapéutica es mdultiple e
incluye: alimentacién, ejercicio, antidiabéticos orales, insulina, y desde fecha
reciente, medicamentos que favorecen la accion de la insulina.*® Cada uno de los

tratamientos mencionados tiene indicaciones precisas y no excluyentes.



Los objetivos del tratamiento de la diabetes son: mejorar la calidad de vida del
paciente y su familia, lograr un control metabdlico normal, eliminar los sintomas de la
hiperglucemia, evitar las complicaciones agudas (cetoacidosis diabética,
hipoglucemia, estado hipermosmolar no cetécico), ayudar al paciente a alcanzar y
mantener un peso saludable, disminuir los valores de riesgo cardiovascular (RCV) y

prevenir la aparicion de complicaciones crénicas.®®

1.1.7 Sindrome metabdlico asociado a diabetes

La resistencia a la insulina es la disminucion de la capacidad de la insulina para
ejercer sus acciones en los érganos, en especial el higado, el musculo esquelético y
el tejido adiposo. Esta alteracidbn condiciona hiperinsulinemia e hiperglucemia,
binomio que se asocia a un incremento significativo de la morbi-mortalidad
cardiovascular, relacionado a hipertension arterial sistémica (HAS), obesidad y
diabetes, todas vinculadas fisiopatolégicamente y que en su conjunto se denomina

sindrome metabdlico (SM).(14

El exceso de los &cidos grasos circulantes derivados de tejido adiposo visceral, en
higado, aumenta la produccién de glucosa, triglicéridos (TG) y lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL), asocidndose a la disminucion de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y a la elevacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
a lo cual se le denomina triada lipidica.*® todo este proceso se relaciona con el
desarrollo de los cambios de la tolerancia a la glucosa, la hipertension, la
dislipidemia, el desarrollo proinflamatorio-protrombético y la disfuncién endotelial.*

Figura 1.

Asi, se propone el concepto unitario de padecimiento, donde la disfuncion endotelial
intimamente relacionada a la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia
compensadora, actlan en tandem al promover el estrés oxidativo y la aterosclerosis,
mismo que a su vez daran lugar a diversos desenlaces clinicos, tanto

cardiovasculares como metabdlicos.®¥
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Figura 1. Fisiopatologia del sindrome metabdlico y de la resistencia a insulina. Los acidos grasos libres (FFA)
aumentan la produccién hepatica de glucosa y triglicéridos, ademas de la produccion de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL), lo que explica la dislipidemia aterogénica que caracteriza a este sindrome. Se produce asi
mismo, una disminucion de la lipoproteinas de alta densidad (HDL), que es la molécula que devuelve el
colesterol al higado (transporte reverso), y aumentan las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Por otro lado,
estos acidos grasos libres originan resistencia a la accion periférica de la insulina y aumentan la insulina
plasmatica, y ésta a su vez, actia en el muasculo esquelético disminuyendo la formacion de glucégeno y
aumentando el depdsito intramuscular de triglicéridos. Ademas, la hiperinsulinemia produce retencion de sodio y
agua y activacion del sistema nervioso simpatico, favoreciendo al desarrollo de hipertension arterial.
C-lI= Apo C-Il, C-IlI= Apo C-IlIl, COz= Dioxido de carbono. (Eckel R. The Lancet, 2005;365:1415)

1.1.7.1 Diagnostico del sindrome metabdlico

En la tabla 4, se sefalan los principales criterios para el diagnéstico del SM,
propuesto recientemente por la FID con la participacion de expertos que colaboraron
en la elaboracion de las definiciones previas como la de la OMS, del Grupo Europeo
para el estudio de la Resistencia a la Insulina (EGIR por sus siglas en inglés) y del
Programa Nacional de Educacion Colesterol Adultos Panel de Tratamiento Il (NCEP-

ATP-III por sus siglas en inglés).(%

11



Tabla 4. Criterios para el diagnéstico de SM

Caracteristica OMS NCEP-ATPIII AACE EGIR FID
Hipertension TA TA TA TA TA
> 140/90 > 130/85 > 130/85 > 140/90 > 130/85
mmHg mmHg mmHg mmHg mmHg
Dislipidemia TG TG TG TG TG
> 150mg/dL >150 mg/dL  >150 mg/dL > 150mg/dL > 150mg/dL
c-HDL c-HDL c-HDL (mg/dL) c-HDL
(mg/dL) (mg/dL) <40 (mg/dL)
3 <35 4 <40 4 <40
Q<39 Q <50 Q@ <50
Obesidad IMC 30kg/m? Cintura Cintura La
RCC 4 >102 cm Q>80 cm circunferencia
4>0,9 Q@ >88cm 4 >94 cm depende de la
¢ >0,85 etnia
Hiperglicemia DT2eITG Glucemiaen Glucemiaen Glucemiaen Glucemia en
En PTOG ayuno ayuno 110- ayuno ayuno
>100 mg/dL  125mg/dL y > 110mg/dL > 100mg/dL
PTOG y DT2
> 140 mg/dL

Otros

Microalbuminuria
> 20mcg/min

Hiperinsulinemia

OMS: Organizacion Mundial de la Salud; NCEP-ATP IlI: National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel Ill; AACE: American College of Clinical Endocrinology; EGIR: European Group for the
Study of Insulin Resistance; FID: Federacion Internacional de Diabetes; TA: tension arterial; TG:
triglicéridos; c-HDL.: colesterol en lipoproteina de alta densidad; IMC: indice de masa corporal; RCC:
relacion cintura/cadera; DT2: diabetes tipo 2; PTOG: prueba de tolerancia a la glucosa; &: sexo
masculino; ?: sexo femenino. 14

1.2 OBESIDAD

1.2.1 Definicién

La obesidad es una enfermedad cronica de etiologia multifactorial que se desarrolla a
partir de la interaccion de la influencia de factores sociales, conductuales,
psicolégicos, metabdlicos, celulares y moleculares. En términos generales, se define

como el exceso de grasa en relacion con el peso. (16)



La OMS menciona que aunque los términos de sobrepeso y obesidad se usan
reciprocamente, el sobrepeso se refiere a un exceso de peso corporal comparado
con la talla, mientras que la obesidad se refiere a un exceso de grasa corporal. En
poblaciones con un alto grado de adiposidad, el exceso de grasa corporal esta
altamente correlacionado con el peso corporal. Por esta razén el IMC es una
medicion vélida y conveniente de adiposidad. El IMC se calcula al dividir el peso en
kilogramos sobre el cuadrado de la talla en metros (kg/m2). Un IMC > 25 kg/m2 se

define como sobrepeso, y un IMC > 30 kg/m2 como obesidad.®")

1.2.2 Panorama epidemioldgico

El sobrepeso y la obesidad han sufrido un crecimiento rapido en todas las regiones
urbanizadas y estan afectando a nifios y adultos por igual. La OMS anuncidé que
existen en el mundo méas de 1000 millones de personas con sobrepeso de los cuales
aproximadamente 300 millones padecen obesidad.1® Y que esta cifra aumentara a

1500 millones de personas para el afio 2015 si se mantiene la tendencia actual.®®)

En México, la informacion mas reciente acerca del estado de nutricion de la
poblacion es proporcionada por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) 2006.19

La prevalencia nacional para sobrepeso y obesidad en nifios de 5 — 11 afios, es
alrededor de 26% para ambos sexos, 26.8% en nifias y 25.9% en nifios, lo que
representa alrededor de 4 158 800 escolares en el &mbito nacional con sobrepeso u

obesidad. 9

De acuerdo con los resultados de la ENSANUT, 1 de cada 3 hombres o mujeres
adolescentes tiene sobrepeso u obesidad. Esto representa alrededor de 5 757 400

adolescentes en el pais. 19
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En el caso de los adultos, la prevalencia de sobrepeso es mas alta en hombres
(42.5%) que en mujeres (34.7%); en cambio, la prevalencia de obesidad fue mayor
en mujeres (34.5%) que en hombres (24.2%). Al sumar las prevalencias de 71.9%
de las mujeres mayores de 20 afios de edad (24 910 507 mujeres en todo el pais) y
66.7% de los hombres (representativos de 16 231 820 hombres) tienen prevalencias

combinadas de sobrepeso y obesidad. (19

La prevalencia de sobrepeso, pero especialmente la de obesidad, tienden a
incrementarse con la edad hasta los 60 afios; entre las edades de 60 y mas de 80
afos la tendencia de ambas condiciones disminuyd, tanto en hombres como en

mujeres. 9

1.2.3 Tipos y clasificacion

El exceso de grasa corporal puede localizarse indistintamente en todo el cuerpo, lo
que implica que un mismo contenido de grasa corporal, puede distribuirse de

manera diferente.

En funcién de los aspectos etioldgicos la obesidad primaria o exégena representa del
90-95% de los casos. Esta relacionada con el desequilibrio entre la ingestion de

alimentos y el gasto energético. %

La obesidad secundaria o enddégena se deriva como consecuencia de determinadas
enfermedades (hipotiroidismo, enfermedad de Cushing, entre otras) que provocan un
aumento de la grasa corporal y representa el 5-10% de los casos.??

1.2.3.1 Segun el IMC

La OMS ha propuesto una clasificaciéon del grado de obesidad utilizando el IMC como
criterio.(”) (Tabla 5)
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Tabla 5. Clasificacion del sobrepeso y la obesidad mediante el IMC (OMS)

CLASIFICACION TIPO DE OBESIDAD IMC
Segun IMC Kg/m?
Bajo peso <185
Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25-29.9
Obesidad Grado | 30-34.9
Grado Il 35-39.9
Obesidad moérbida Grado Il > 40

Fuente: Adaptada de Preventig and managing the global epidemic of obesity. Report of the World
Health Organization Consultation of Obesity. Ginebra: WHO; 1998. En: national Institute of Health.?"

1.2.3.2 Segun la distribucién de grasa

La obesidad androide o abdominal donde el exceso de grasa se localiza
preferentemente en la cara, el cuello, el térax y la parte superior del abdomen. Se
asocia a un mayor riesgo de padecer dislipidemias, diabetes, ECV y mortalidad en

general.)

La obesidad ginecoide o periferica, es la cual predomina basicamente en la cadera,
los muslos, los gluteos y el abdomen inferior. Este tipo de distribucion se relaciona
principalmente con problemas de retorno venoso en las extremidades inferiores
(varices) y con artrosis de rodillas.?? Y la obesidad de distribucion homogénea, es

aguella en la que el exceso de grasa no predomina en ninguna zona del cuerpo.
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1.2.3.3 Segun la morfologia del tejido adiposo

Segun la morfologia del tejido adiposo, la obesidad se clasifica en hiperplasica,
hipertréfica y mixta. La hiperplasica se caracteriza por el aumento del nimero de
células adiposas (adipocitos). La hipertréfica es propia de los adultos, se caracteriza
por el aumento del volumen de los adipocitos. Y la mixta es la asociacion de la

obesidad hiperplasica e hipertrofica.@b

1.2.4 Valoracién

En la obesidad como en cualquier otra enfermedad es imprescindible realizar una
historia clinica completa donde se haga hincapié en los antecedentes familiares, las
posibles causas desencadenantes, el comienzo y la evolucion de la obesidad,
tratamientos farmacolégicos y en las enfermedades relacionadas con la acumulacién

adiposa.(6

Es importante conocer el entorno relacionado con los habitos de alimentacién, la
actividad fisica (cotidiana y programada) y el estilo de vida puesto que son datos
imprescindibles para el posterior tratamiento de la obesidad.®)

Para la valoracién del sobrepeso y la obesidad se recomienda el empleo de la
antropometria, considerando el peso, la talla, las circunferencias corporales, los
pliegues cutaneos, segun la edad y el sexo. Actualmente, existen técnicas para

medir la composicion corporal, la masa grasa y la distribucion del tejido adiposo.

Actualmente el método mas usado como parametro de obesidad es el IMC,
complementado por la medicion de la circunferencia de cintura, segun la OMS los
pardmetros de riesgo para las mujeres es una circunferencia > 85 cm y para los
hombres una circunferencia > 90 cm que sirven como indicador pronéstico de
RCV.?2 (Tabla 6).
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Tabla 6. Clasificacion de la obesidad y el sobrepeso mediante el IMC, el perimetro
de la cintura y el riesgo asociado de enfermedad

CLASIFICACION TIPO DE IMC RIESGO DE ENFERMEDAD® EN
OBESIDAD RELAC'ION CON EL PESO Y EL
PERIMETRO DE CINTURA
Segun IMC Kg/m? NORMALES
Hombres £102cm Hombres > 102 cm
Mujeres <88 cm Mujeres > 88 cm
Bajo peso <185
Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25.0-29.9 Aumentado Alto
Obesidad I 30.0-34.9 Alto Muy alto
Il 35.0-39.9 Muy alto Muy alto
Obesidad extrema 1l >40 Extremadamente Extremadamente
alto alto

a riesgo de padecer Diabetes Mellitus tipo 2, Hipertensién y Enfermedad Cardiovascular. El perimetro
de cintura aumentado puede ser un marcador para un riesgo mayor incluso en personas con peso
normal. En: National Institute of Health, 1998.(2

1.2.5 Tratamiento integral

Como la obesidad es una enfermedad de etiologia multifactorial compleja el
abordaje terapéutico no puede limitarse a un solo aspecto y siempre debe incluir la
modificacion de habitos de alimentacion, la  actividad fisica, los aspectos

psicolégicos y en algunos casos la terapia farmacoldgica y/o la cirugia.@®

La decision final dependera de los resultados de la evaluacion individual de cada
paciente con respecto al tipo y grado de obesidad que padece y de los factores de
riesgo o comorbilidades asociados. Ademas de apreciar la situacién social y

econdmica del individuo.
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El objetivo principal del tratamiento debe ser la reduccion substancial de peso en un
periodo prolongado; se recomienda como objetivo inicial la pérdida del 10% del peso

basal a un ritmo de 0.5 -1.0 Kg/ semana.®

1.2.6 Alteraciones metabdlicas de la obesidad

Las razones principales que explican la heterogeneidad metabdlica apreciada en la
obesidad dependen de la cantidad de grasa total y de la distribucion corporal de la
misma. La obesidad, favorece la resistencia a la insulina, la hipertensién arterial
sistémica, la hiperglucemia y la dislipidemia caracterizada por la elevacion de TG,

produccion de particulas de LDL densas y pequefias y reduccion de las HDL. @4

La sobreproduccion hepética de VLDL parece ser el defecto principal y crucial del
estado de resistencia a la insulina que acompafia a la obesidad y a la
hiperinsulinemia compensatoria. La incapacidad para suprimir la produccién hepatica
de glucosa, de adquirir glucosa por parte del musculo y de suprimir la liberacién de
acidos grasos no esterificados del tejido adiposo son las consecuencias mas
importantes de la resistencia a la insulina en el higado, musculo y tejido adiposo,
respectivamente. Estos eventos, dan origen al incremento de acidos grasos no
esterificados y al flujo de glucosa hacia el higado, el cual es un regulador importante

de la produccion de las VLDL hepaticas. @

Ademas, la resistencia a la insulina en la obesidad se caracteriza por la disminucion
en la remocion de lipidos ricos en TG. La insulina es un estimulante para la actividad
de la lipoproteina-lipasa (LPL), aumentando el &cido ribonucleico mensajero (RNAm)
de la LPL y asi aumentando su tasa de sintesis. La actividad de la LPL en el
musculo esquelético disminuye con la resistencia a la insulina. Asi, la disminucion de
la actividad de la LPL en la resistencia a la insulina hacen més lenta la cascada
metabdlica normal de lipoproteinas, lo que da como resultado una disminucién en la
eliminacion de VLDL.®)
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En el estado de resistencia a la insulina, la composicion y la distribucion de particulas
de LDL se altera con incremento de la concentracion de particulas de LDL densas y
pequefias. La particula de LDL se caracteriza por un centro lipidico formado
principalmente de esteres de colesterol rodeado por un Apo B-100. En la resistencia
a la insulina, el contenido lipidico del centro cambia debido a que los ésteres de
colesterol disminuyen y existe incremento de TG, con disminucion en el nimero de

moléculas de colesterol por particula de LDL.@7)

Los TG en ayuno y la concentraciéon de LDL densas y pequefias se correlacionan
positivamente, debido a que la formacion de éstas ultimas dependen en gran parte
del metabolismo de las particulas de VLDL. En los estados de resistencia a la
insulina, el incremento en la concentracion y la disminucién en la excrecion de
particulas de VLDL inducen al aumento del intercambio entre los esteres de
colesterol en LDL y TG en VLDL, mediado por la proteina de transferencia de esteres
de colesterol (PTEC). Este intercambio produce particulas de LDL enriquecidas en
TG, las cuales son lipolizadas rapidamente por la lipasa hepatica (LH), dejando

particulas de LDL mas densas y mas pequefias.?”)

La actividad de la PTEC y de la LH parece aumentar en el sindrome metabdlico. Este
proceso de intercambio también lleva a la produccién de particulas de VLDL ricas en
esteres de colesterol altamente aterogénicas. Las particulas de LDL densas y
pequefias tienden a modificarse a través de oxidacion y glicacion. De igual manera,
la reduccion en el diametro de estas particulas aumenta la probabilidad de su
movimiento a través de las fenestraciones endoteliales, donde hay inflamacion,
ingesta de leucocitos y transformacion de la placa ateromatosa. Todas estas
modificaciones pueden dar como resultado disminucion de la eliminacion de
particulas de LDL densas y pequefias mediadas por el receptor de LDL, las cuales

pueden contribuir al aumento en sus niveles plasmaticos. La LDL modificada es
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tomada casi totalmente por los receptores de remocion macrofagicos en lugar de

serlo via el receptor de LDL normal, induciendo asi la formacion del ateroma. 7

Varios mecanismos pueden contribuir a la disminucion de HDL en la resistencia a la
insulina en la obesidad, y a semejanza de la formacién de particulas de LDL densas
y pequenfias, el metabolismo de los lipidos ricos en TG juega un papel importante. La
mayoria de los estudios de lipoproteinas han mostrado una relacion inversa entre los
TG VLDL y el c-HDL. El bloqueo de la lipolisis de lipoproteinas ricas en TG lleva a
una reduccidon en la concentracion de HDL mediante la disminucion de la
transferencia de apolipoproteinas (Apo) y fosfolipidos de los lipidos ricos en TG al
compartimiento de la HDL. Ademas, la excrecién retardada de lipidos ricos en TG
facilita el intercambio entre los esteres de colesterol de la molécula de HDL y los TG
de la molécula de VLDL mediada por la PTEC. El incremento en la actividad de la LH
en los estados de resistencia a la insulina como la obesidad produce particulas de
HDL mas pequeiias, lo que facilita su excrecion.@®

Finalmente, en la resistencia a la insulina existe disminucion significativa de
particulas de HDL , especialmente en las que contienen en su mayoria Apo A-l,
referidas como particulas de lipoproteina A-1 (LpA-l). Las particulas de LpA-l son mas
efectivas que las LpA-ll en revertir el proceso del colesterol, por ello son
consideradas de mayor capacidad antiaterogénica. La funcion de la Apo A-1l ain no
se encuentra bien establecida.® Sin embargo, datos recientes sugieren que la Apo-

Il posiblemente tenga un papel importante en la acumulacién de grasa visceral. (@

Algunos estudios genéticos en ratas y Apo A-ll humana transgénica han mostrado
tener un papel importante de esta Apo en la sensibilidad de la insulina. La leptina, el
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la resistina, la adiponectina o las
adipocitoquinas secretadas por el adipocito representan a los péptidos semejantes a

hormonas mas importantes. En la obesidad, los niveles de leptina plasmética, del
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factor de necrosis tumoral alfa y de resistina se encuentran aumentados, mientras
que los niveles de adiponectina se encuentran disminuidos. Las adipocitoquinas
pueden tener muchos efectos metabdlicos tanto en el metabolismo de la glucosa
como en el de las lipoproteinas, debido en gran parte al estado de resistencia a la
insulina que acompafa a la obesidad. Sin embargo, parece que la correlacion
positiva entre la adiponectina plasmatica y los niveles de colesterol HDL es
independiente de la masa corporal de grasa y la sensibilidad a la insulina.®® Todo se

resume en la Figura 2.

t Acidos grasos noesterificados ¥ Actividad y masa de la LPL t Proteina
y flujo de glucosa hacia el higado triglicérica
¥ Produccién y liberacién de LDL microsomal
¥ apo B-100 extracelular intestinal

$ Competencia entre las lipoproteinas
ricas en TG contra la LPL y la relacién
receptor LDU/proteina relacionada
con el receptor de LDL
(en el estado postprandial)

% Produccién de VLDL ¥ VLDL y quilomicrones qJ % Produccién

de guilomicrones

t AYUNO Y POST PRANDIAL

% Particulas densas #ll"
y pequefias de LDL > % Particulas de HDL
oy Actividad de la PTEst Col J’
Actividad de LH é
¥ LDL mediada Actividad de LPL % Depuraciénde HOL
por receptores por el RE liso

Figura 2. Resumen fisiopatologico de las alteraciones de los lipidos en la obesidad. Apo B-100 =
Apolipoproteina B-100, VLDL = Lipoproteinas de muy baja densidad, LDL = Lipoproteinas de baja
densidad, HDL = Lipoproteinas de alta densidad, TG = Triglicéridos, LPL =Lipoproteina Lipasa, RE =
Reticulo Endoplasmico.(Gac Méd Méx. 2004; 140(2):S48-S58).(27)
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1.3. ATEROSCLEROSIS

1.3.1 Definicion

La aterosclerosis puede definirse como una afeccion vascular cronico-degenerativa
caracterizada por inflamacion cronica secundaria a la infiltracion, acumulacion de
lipidos oxidados en la pared del vaso y degeneracion fibrética cicatricial, que afecta
primero la intima y luego la tunica media y adventicia de las grandes y medianas

arterias.()

Aterosis se refiere a la acumulacion focal de lipidos, particularmente en la intima
arterial, seguida de una reaccion inflamatoria despertada por la oxidacion de las
lipoproteinas depositadas en el subendotelio, que a su vez es causada por la accidén
de las especies reactivas de oxigeno (ROS). El proceso incluye la formacion de
citocinas proinflamatorias y citotoxinas, la expresiéon de moléculas de atraccion y
adhesion de leucocitos con formacion de células espumosas (macrofagos cebados
de lipidos).Y

Eclerosis se refiere a la formacién de tejido fibromuscular que rodea el centro
aterdsico, y que es el resultado de la hiperplasia y la hipertrofia de los miocitos
vasculares y de la distrofia de la matriz extracelular (MEC), con evidentes propdsitos

cicatriciales.(32

1.3.2 Historia natural

Aunque las manifestaciones clinicas de la aterosclerosis se presentan por lo general
en las edades madura y avanzada, la lesion vascular y las alteraciones estructurales
y funcionales que la preceden, se empiezan a desarrollar a corta de edad. En la

Tabla 7, muestra esquematicamente el desarrollo del largo proceso aterogénico.
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El fendmeno de la aterogénesis conjuga factores genéticos y ambientales,

metabolitos circundantes, receptores, enzimas, proteinas transportadoras, fuerzas

hidraulicas, hormonas, factores trombogénicos, inflamatorios e inmunoldgicos,

sistémicos y locales.®V

Tabla 7. Clasificacion de las lesiones aterosclerosas

Tipo de lesidn

Inicial
(Punto graso)
Células espumosas
aisladas

Mancha
(Estria grasa)
Acumulacién de lipidos
intracelulares

Intermedia
(Preateroma)
Acumulacién de lipidos
intra y extracelulares

Ateroma

Centro lipidico
extracelular

Fibroateroma
Ateroma + fibrosis

Complicada
Ulceracion, fisura,
trombosis y hemorragia

Calcificada

Fibroética

Mecanismo de
crecimiento

Acumulacién focal de
lipidos

Hipertrofia e hiperplasia
de miocitos + displasia
colagena (fibrosis)

Trombosis
Hematoma
Fibrosis

Calcificacion

Fibrosis

Comienzo Correlacion
clinica
A partir de la Sin sintomas

primera década

Condiciones
sintomaticas

A partir de la
tercera década

Condiciones
sintomaticas

A partir de la
cuarta década

Fuente: Atlas of atherosclerosis. The Parthenon Publishing Group. 2003:16-18G1
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El dafo funcional y estructural empieza en el endotelio mismo, luego se lesiona el
subendotelio, la tinica media y finalmente la adventicia. Antes de que sea evidente el
menor dafio estructural en el endotelio, algunas lipoproteinas infiltran la pared

vascular y la acumulacion de colesterol ligado a diversas lipoproteinas. %)

Una vez que las lipoproteinas llegan al subendotelio, quedan sembradas en la MEC
de esta region, constituida por diferentes tipos de proteinas fibrosas de gran
resistencia tensora (colageno, elastina, laminina, etc) y de polisacaridos GAG
(glucosaminoglicanos), de los cuales el 4cido hialurénico se une a una larga cadena
polisacarida, mientras que el resto se une a proteinas para formar la superfamilia
agrecan formada por complejos de proteoglucanos (PG), cuya funcién es atenuar el
impacto sobre la pared arterial de las fuerzas hidradlicas que se generan en el

interior de los vasos sanguineos.®3

Las lipoproteinas aterogénicas quedan atrapadas por los PG en virtud de que la Apo
B-100 interactia con los PG. La unién de la Apo B-100 con los PG modifica la
estructura de la lipoproteina y la hace mas susceptible a modificarse y menos
removible del entorno subendotelial. Las LDL pequefias y densas, que por su tamafio
traviesan facilmente la barrera endotelial, son las que a su vez tienen mayor afinidad

por los PG, por lo que ambos hechos les otrogan mayor aterogenicidad.

El siguiente paso de la aterogénesis se debe a la oxidacién de las lipoproteinas que
quedaron sembradas en la red de PG. Cuando hay estrés oxidativo, las particulas
empiezan a ser atacadas por ROS. Los acidos grasos que son parte constitutiva de
los fosfolipidos son los mas susceptibles a fragmentarse. Las HDL que llegan al
subendotelio a través de proteinas puente que las asocian a los PG, tienen un accién
antioxidante gracias a dos series de enzimas que son parte constitutiva de su pared,
la Paraoxonasa (PON) que impide la fragmentacion de los fosfolipidos y la PAF-AH
(factor activador de las plaquetas-acetilhidrolasa) que fragmenta los fosfolipidos en

moléculas no proinflamataorias.®
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El subsiguiente, es el despertar de una reaccion inflamatoria caracterizada por la
entrada de leucocitos desde el torrente circulatorio hacia los tejidos, en respuesta a
un proceso patogénico proinflamatorio causado por las LDL modificadas, incluyendo
moléculas adhesivas como la P-selectina, la molécula de adherencia vascular de la
célula-1 (VCAM-1 o ICAM-1) vy activadores de los monocitos como la proteina
guimioatrayente de monocitos -1 (MCP-1), que influyen tanto en la adherencia, como

en la migracion y la conversion final en macréfagos. ¢

El reclutamiento de macrofagos hacia el interior de la pared arterial, es uno de los
pasos cruciales para el desarrollo de la placa aterosclerosa. El MCP-1 participa en el
proceso aterogénico, al aumentar el nimero de macréfagos en la placa mediante la
mayor expresion de VCAM-1, y mediante la estimulacién de la fagocitosis de LDL

oxidada en estas células, provocando la formacién de células espumosas. 9

La célula espumosa tiene un activo metabolismo que le permite esterificar el
colesterol, producir grandes cantidades de fosfatildilcolina mediante la degradacion
de fosfolipidos, y producir enzimas metaloproteinasas (MMP), tales como las
colagenasas, gelatinasas y estromelisinas lipasas que son capaces de degradar la

MEC e incluso denudan el endotelio. (3¢

El siguiente paso de la aterogénesis es el desarrollo de la segunda lesion, la
esclerosis vascular, que es el resultado del balance entre las fuerzas proliferativas
(factores de crecimiento producidos por el endotelio, las plaquetas y otras células) y
las fuerzas que tienden a degradar la matriz (MMP, ROS y RNS (especies reactivas
de nitrosativas) producidos por macréfagos y linfocitos).®®) La Figura 3, muestra el

proceso aterogénico.
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Figura 3. Desarrollo de la placa aterogénica. En una primera fase, simplemente se oxidan las LDL,
pero cuando los monocitos y son finalmente reclutados y convertidos en macréfagos se afiade su gran
capacidad oxidativa. El resultado es una masiva acumulacién de colesterol y por tanto la formacion de
células espumosas. (The Parthenon Publishing Group. 2003:16-18). &1

1.3.3 Panorama epidemioldgico

Las ECV incluyen un grupo de afecciones del aparato circulatorio, entre las que se
destacan la enfermedad isquémica del corazén (EIC), la enfermedad vascular
cerebral, la enfermedad hipertensiva y la aterosclerosis que comparten ademas

factores de riesgo.
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Cada afo, aproximadamente 37 millones de personas en el mundo sufren un evento
cardiovascular y alrededor de 17.5 millones de personas mueren por dichas
causas.®”) Con frecuencia las ECV resultan de la interaccion de diferentes factores
de riesgo cardiovascular (FRCV), en donde se incluyen hipertension, niveles

elevados de lipidos en la sangre, diabetes, obesidad y tabaquismo.

Se espera que para el afio 2050 se haya duplicado su frecuencia, de manera que no
s6lo seguira siendo la primera causa de mortalidad sino que sera la primera causa de

morbilidad.

Del total del riesgo, los paises de ingresos medios y bajos tienen 80% de la carga de
enfermedad. Y se espera que vaya aumentando. Esto significa que para el afio 2020
habrd aumentado el nimero de muertes por esta causa a mas de 24 millones por

afo.G?”

La ECV sigue siendo la primera causa de muerte en México. La prevalencia de los
factores que las originan son muy altas. La prevalencia entre la poblacién con
hipertension arterial corresponde al 30.05%, lo que significa casi 18 millones.
Teniendo en cuenta que el 60% de dicha poblacién lo desconoce. ElI 43% de la

poblacion presenta hipercolesterolemia con cifras > 200 mg/dL. 8

1.3.4 Factores de riesgo

En relacién con la ateroesclerosis, el concepto de factor de riesgo adquiere especial
relevancia porque se trata de una enfermedad crénica, sin agente causal que la
explique, como sucede con las enfermedades transmisibles, en las que se aprecia la

existencia de diversas situaciones que pueden condicionar su aparicion.
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El riesgo de desarrollar aterosclerosis aumenta cuando se observan antecedentes
familiares de ECV. En estos casos es pertinente el consejo genético, que puede
constituir una medida preventiva. Otras dos caracteristicas no modificables son la

edad y el sexo, que pueden condicionar un mayor riesgo de desarrollar ECV.®9)

Los factores relacionados con los habitos, se refieren basicamente al estilo de vida e
incluyen patrones dietéticos inadecuados particularmente por el consumo excesivo
de acidos grasos saturados (AGS) e ingestion carente de fibra dietética, tabaquismo,

consumo excesivo de alcohol y sedentarismo.@?)

También existen padecimientos cuya historia natural sefialan el desarrollo de
complicaciones aterogénicas. Es el caso de la diabetes, la obesidad, la hipertension
arterial y la hipercolesterolemia (Las personas con niveles de colesterol en sangre de
240 mg/dL tienen el doble de riesgo de sufrir un infarto al miocardio (IM) que

aquellas con cifras de 200 mg/ dL). 9

Las ECV requieren una intervencién multiple, ya que no basta con prevenir o atender
uno de los factores de riesgo; es necesario que se consideren todos ellos. La
prevencion de la aterosclerosis consiste principalmente en regular las
concentraciones plasmaticas de lipidos dependientes de la dieta. Hay que considerar
el exceso de peso corporal y el sedentarismo. Para ello, es recomendable disefiar un

plan de alimentacion: 4

Consumo de alimentos modificado en lipidos.
2. Incremento del consumo de fibra soluble.
Ingestion de cantidades adecuadas de acidos grasos w-3 y w-6, acido
félico, vitamina E y acido ascorbico.
Consumo moderado de alcohol y tabaco.

Aumento de la actividad fisica.
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1.3.5 Dieta y metabolismo de lipoproteinas

Para su transporte, el colesterol, los TG y los fosfolipidos necesitan unirse a
proteinas conocidas como lipoproteinas. En general, éstas contienen en su nucleo
una doble capa interna de lipidos neutrales formada por TG y ésteres de colesterol, y
una capa superficial de fosfolipidos solubles, pequefias cantidades de colesterol no
esterificado y proteinas especificas, lamadas apolipoproteinas (Apo). 41

Las Apo actian como receptores o activadores de enzimas y son especificas para
cada lipoproteina, como se puede observar en la Tabla 8. Son las principales
determinantes del tipo y conducta metabdlica de las lipoproteinas.“%

Existen cinco tipos de lipoproteinas, su densidad depende de la cantidad de
proteinas que contengan. La aterogenicidad de cada una de estas particulas
depende de su composicion y funcién metabdlica. Y en la Tabla 9 se resumen sus

caracteristicas.

Tabla 8. Caracteristicas de las principales lipoproteinas.

Lipoproteina Componentes Apolipoproteinas Densidad
g/ cm?3
Quilomicrones TG de la dieta A-1, A-ll, B-48, >0.95
C-I,C-ll,C-llly E
VLDL TG endogenos y B-100, C-I, C-I, 0.95-1.006
Muy baja densidad ésteres de colesterol C-llyE
LDL Esteres de colesterol, B-100 1.019 - 1.063
Baja densidad colesteroly TG
IDL Esteres de colesterol, B-100, C-llly E 1.006 —1.019
Densidad intermedia colesteroly TG
HDL Esteres de colesterol, A-l, A-ll, C-I, C-Il, 1.063 -1.210
Alta densidad colesteroly TG C-lLDYyE

Fuente: Adaptada de Brown®D
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Las modificaciones de la dieta pueden modular los niveles de lipoproteinas
circulantes, existiendo una gran variabilidad en la respuesta individual, la que se

supone genéticamente condicionada.
1.3.5.1 Glacidos

Un aporte excesivo de glucidos, de preferencia mono y disacaridos (glucosa,
sacarosa, fructosa) incrementa la sintesis y secrecion de VLDL y acelera el
catabolismo de HDL. La glucosa posiblemente ejerce su efecto al incrementar la
secrecion de insulina. En cambio, la fructosa lo hace porque su via metabdlica

preferencial es hacia sintesis de glucégeno y TG.“?
1.3.5.2 Fibra dietética

La fibra dietética soluble reduce las LDL y atenla las excursiones postprandiales de
los quilomicrones. Su efecto se atribuye a su capacidad de adsorber sales biliares,
reducir su concentracion, lo que incrementa el catabolismo del colesterol hepatico. La
reduccion de la disponibilidad de colesterol en el higado, incrementa la expresion de
receptores de LDL. Ello parece ser causado por un receptor Farnesoide x (FxR), que
ejerce un efecto regulatorio entre el contenido de sales biliares y la actividad de la 7
alfa hidroxilasa, enzima clave de la sintesis de sales biliares a partir del colesterol y
por la proteina ligante de sales biliares (I-BAPS), responsable del transporte de sales
biliares a nivel hepato-biliar. Al reducirse el contenido de sales biliares, se activa la 7
alfa hidroxilasa. Su efecto sobre los quilomicrones se atribuye a interferencia con la

absorcion de las grasas.“?
1.3.5.3 Grasas

Las grasas saturadas e hidrogenadas elevan los niveles del colesterol de LDL y las
mono y poliinsaturadas lo reducen. El mecanismo no esta aclarado, pero se piensa

gue modulan la expresion de los receptores de LDL y que ello se realizaria a través
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de cambios de la expresion de la Acil Colesterol Acil Transferrasa (ACAT), enzima
clave en la esterificacion del colesterol intracelular. Las grasas saturadas reducen su
expresion, incrementando la proporcion de colesterol libre en el higado, lo que
conduce a una reduccion de la sintesis de receptores de LDL.* En cambio, las
mono y poliinsaturadas, incrementarian la expresion de la ACAT, reduciendo el
contenido de colesterol libre y aumentando la expresion de los receptores de LDL.
Las grasas poliinsaturadas, especialmente las marinas (w-3), reducen la sintesis y
secrecion de VLDL, posiblemente por inhibicion de los genes involucrados en su
sintesis, tales como Apo-l vy las proteinas transportadoras de acidos grasos (FATPS).
Las grasas poliinsaturadas w-3, estimulan el catabolismo de las VLDL, activando la

oxidacion de acil-acidos grasos a nivel peroxisomal.“2
1.3.5.4 Colesterol

Una gran proporcion de la poblacién puede mantener “niveles aceptables” de
colesterol plasmatico frente a un amplio rango de ingestion de colesterol. Ello se
debe a la contra regulacion de la sintesis enddgena, esto es a mayor ingesta menor
sintesis y viceversa. También existe una contraregulacion de su absorcion intestinal
que oscila entre 40-60%. Sin embargo, existe una proporcion de la poblacién que
responde incrementando significativamente los niveles de las LDL. Los
hiperrespondedores elevan los niveles de las LDL, reduciendo el numero de
receptores hepaticos y periféricos de LDL. Al existir una mayor disponibilidad
hepética de colesterol, se activan factores de transcripcion como la particula de
reconocimiento de la sefial (SRP) que reducen la sintesis de receptores. Ello reduce

el catabolismo de LDL y eleva las LDL.*2
1.3.6 Aterosclerosis y Paraoxonasa

El proceso de generacion aumentado de radicales libres y especies reactivas de
oxigeno, en ocasiones unido a una disminucién de los mecanismos de defensa

antioxidantes, constituye la base de la patogénesis de la aterosclerosis.
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Por lo tanto, los mecanismos de prevencion de la oxidacion de LDL parecen ser
antiaterogénicos. En este sentido, las HDL asociadas a PON1 pueden ser una
barrera importante de defensa contra los peroxidos lipidicos. La capacidad de HDL
para atenuar la oxidacion de las LDL se debe en gran parte a la Paraoxonasa 1

(PON1).43) En la Figura 4 se muestra un esquema general de dichos mecanismos.

En in vitro la actividad paraoxonasa previene la oxidacion de las LDL e incluso la
oxidacion de las propias HDL. La PON1 en in vivo actla directamente sobre los

peroxidos lipidicos. (4445
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Figura 4. Metabolismo de las HDL y su papel protector frente a la oxidacion de las LDL. El mecanismo
de formacion de LDL minimamente oxidadas consta al menos de tres pasos. El primero consistiria en
el mencionado sembrado de las LDL con productos del metabolismo del acido araquidénico y con
CEOOH. EIl segundo, en el trasvase de las LDL al espacio subendotelial, donde se produciria una
acumulacion adicional de especies reactivas del oxigeno. Y el tercero, conlleva la oxidacién de
fosfolipidos de las LDL cuando se alcanza un nivel umbral de especies reactivas del oxigeno. En el
primero de los pasos descritos es donde presumiblemente interviene la actividad enzimatica
paraoxonasa. (Rev Esp Cardiol. 2006;59:154-64)¢“4)
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El potencial antiaterogénico de la PON1 vendria dado por su capacidad de hidrolizar
lipidos oxidados, fosfolipidos y ésteres de colesterol peroxidados (CEOOH),
limitando su acumulacion en las LDL.“#4 Pero es importante tener en cuenta que la
actividad enzimatica PON1 se restringe a ciertas subfracciones del HDL y que es

necesaria la Apo A-l para su estabilidad. ¥4

En humanos, las variantes PON 1 GIn192Arg y Met55Leu parecen asociarse con una
mayor susceptibilidad cardiovascular, con diferentes actividades y concentracion de
la PON1. El gen CLA-1 (CD36 vy proteina-ll integral de la membrana lisosomal
Analogo-1) es el homdlogo humano del gen SR-B1 (Receptor Scavenger clase B tipo
1) y constituye el primer receptor de alta afinidad de las HDL bien caracterizado. El
receptor CLA-1 participa en el transporte reverso de colesterol a través de la entrada
selectiva de ésteres de colesterol nativos y oxidados, y su papel ateroprotector se ha
deducido de los estudios en animales genéticamente manipulados. En humanos, el
gen CLA-1 es polimorfico y algunas de sus variantes han sido previamente asociadas
con cambios fenotipicos en lipoproteinas plasmaticas. Ambos genes participan en el
complejo metabolismo del HDL y, presumiblemente, en los mecanismos de defensa

frente a estrés oxidativo.“344
1.4 PARAOXONASA
1.4.1 Definicién
Existen mecanismos enzimaticos que interrumpen el proceso de lipoperoxidacion de
los cuales se han descrito dos familias de proteinas, las carboxilesterasas vy
esterasas A. A estas ultimas también se les han denominado genéricamente como

grupo de las Paraoxonasas (PON).“6)

La PON es un grupo de enzimas de una familia génica que en los mamiferos tiene

al menos tres miembros codificados por los genes PON1, PON2 y PON3.¢47)
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Esta familia de genes probablemente se origind a partir de la duplicacién de un
precursor comun, puesto que los tres son muy semejantes, en el 70% de la
secuencia de nucleétidos y en el 60% de la de aminoacidos y se encuentran
localizados en posiciones adyacentes del cromosoma 7 en la especie humana y del

cromosoma 6 en ratones.(47-48)

El grupo de la PON tiene diferentes actividades enzimaticas que se determinadan a
partir del substrato que permite cuantificarlas. La actividad que utiliza paraoxon
(insecticida) se denomina actividad paraxonasa y la determinada utilizando
fenilacetato se denomina arilesterasa. También tiene actividad tiolactonasa, y es

capaz de hidrolizar tiolactonas de homocisteina.“”)
En la Tabla 9 se enumeran las principales caracteristicas funcionales de los
productos génicos de PON1, PON2 y PONS3, asi como los tejidos donde se ha

probado tener expresion.

Tabla 9. Principales caracteristicas funcionales de PON1, PON2 y PON3

PON 1 PON 2 PON 3
Actividad (paraoxonasa/ Si No observado Débil
arilesterasa)
Actividad tialactonasa Si No observado Si
Asociacion a HDL Si No Si
Proteccién a LDL (oxidacion) Si Si Si

Higado Higado, rifion, Higado, rifidn,
Expresion (6rgano) cerebro placenta,

testiculo

Fuente: Cardiovascular Risk Factors, 2004;13:2 7
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1.4.2 Paraoxonasa 1l

La paraoxonasa 1 (PON1) se identificé inicialmente en el campo de la toxicologia
como una esterasa capaz de hidrolizar compuestos organofosforados como

paraoxon, diazoxon, sarin, soman y fenil acetato.®®%% Figura 5.

La PON1 humana es una glucoproteina de 45 kDa dependiente de calcio que se
sintetiza y secreta fundamentalmente en el higado y plasma, donde se asocia a las

HDL, especialmente en particulas que contienen Apo A-l y Apo J.6b

El gen humano PON1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 7 (7¢q21-922).62
En suero muestra 2 polimorfismos comunes: Q y R en la posicidon 192 (glutamina y
arginina, respectivamente), y M y L en la posicion 55 (metionina y leucina,

respectivamente).“9:53)

Una caracteristica especial de la PON1 es que mantiene el péptido sefial hidrofébico
del extremo N-terminal, que en la mayoria de proteinas es hidrolizado. Este péptido
es el responsable de su asociaciéon a las HDL a través de la unién directa a
fosfolipidos. (4154

La actividad PON1 est& bajo la regulacion genética y del medio ambiente y parece
variar ampliamente entre individuos y poblaciones.“® La actividad enzimatica de la
PONL1 con paraoxdén como sustrato es modulada por una serie de polimorfismos. Uno
de ellos es PON1-192, tiene la isoforma glutamina en posicion 192 (PON1-Q192),
gue muestra una baja actividad frente a la hidrolisis de paraoxdn con respecto a la

isoforma arginina en la misma posicion (PON1-R192). 52

Aunque la PON1 ofrece proteccién contra la toxicidad de algunos compuestos
organofosforados, su papel fisiologico aun no se conoce. Sin embargo, existe

evidencia de un efecto protector contra el dafio oxidativo. Un posible mecanismo de
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esta proteccion mediada por la PON1 contra dicha oxidacién e inflamacién, podria

residir en su capacidad para hidrolizar peréxidos lipidicos, especialmente

hidroperoxidos de fosfolipidos, asi como el factor activador de plaguetas (PAF) y

otros fosfolipidos con estructura similar (PAF-like) que representan un elevado

potencial inflamatorio.®%

Chlorpyrifos-oxon

0 H,0 a
c_c;.@ A_.. H,C—C-0H + HD—@
PON1

Phenyl Acetate Acetic Acid Phenol
CH,
o) ' 0
{CH:}!CH—D\” {CH:‘}:!CCH -O\”
P—F p P—F
g
Sarin CH, Soman CH,

0P UO A o ﬁo_p oM + Hc,@m,
f:-t:2 oc Hy

PON1
Paraoxon DEP PNP
CH.
'i? \CH:} Hz'D' (I? / \ 3
CzH_sD-rl"-G / F‘l ;, Cszo_E_COH +H N
N= H
Bl CH(CH,), PON DE: 5 o CHCHY,
Diazoxon
o ° e v D \
]
C,H0 —P-0 7 N _\-—, C,HO—F=OH + H Cl
OC.H. N= PON1 gcsz N= ol
Zs Cl DEP TCP

Figura 5. Hidrdlisis de compuestos organofosforados. Hidrolisis de paraoxon, diazoxon y fenil acetato.

Y las estructuras de sarin y soman. DEP = fosfato dietilico, PNP = pnitrophenol,

pyrimidinol metil isopropilico y TCP = trichloropyridinol. (Nat Med. 1996; 2:1186 —1187.).(0)

IMHP =
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1.4.2.1 Determinantes de la actividad enziméatica de la PON1

Distintas situaciones fisiologicas producen una disminucién de la actividad sérica

paraoxonasa.

1. La enfermedad arterial coronaria (EAC), el infarto al miocardio (IM) y la
hipercolesterolemia familiar  disminuyen las concentraciones de PON1
sérico.®9

2. Enfermedades como la insuficiencia renal, la hepatopatia crénica y la diabetes

estan asociadas con una disminucion de la actividad PONZ1.(5%

La DT1 se asocia a un elevado nivel de estrés oxidativo y una alta susceptibilidad a
la EAC, asi como a una disminucién de la concentracion de PONL1 y de la actividad
paraoxonasa.®® La DT2 se caracteriza por presencia de metabolismo oxidativo
acelerado, concentraciones disminuidas de colesterol de las HDL, alta prevalencia de

obesidad y aterosclerosis acelerada.®”

Un estudio describié que las personas con DT1 tienen valores bajos de actividad
paraoxonasa, independientemente del colesterol de las HDL, en contraposicién a la
poblacion sana.®® Las personas con DT2 presentaron valores de actividad
paraoxonasa y de la razén actividad paraoxonasa/ c-HDL menores que los individuos

sanos.(®8)

In vitro, las concentraciones elevadas de glucosa reducen la capacidad antioxidante
de las HDL, en parte debido a que la actividad paraoxonasa y la razon actividad
paraoxonasa/ c-HDL se hallan disminuidas, observandose a la vez un aumento de

marcadores de oxidacion.®9
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Ademas, las personas con diabetes que presentan complicaciones tales como
enfermedad coronaria, retinopatia o neuropatia poseen valores de actividad

paraoxonasa menores que las personas sin complicaciones. 67:59

La actividad paraoxonasa disminuye a medida que se incrementa el niumero de
alteraciones metabolicas propias del sindrome metabdlico, y esta disminucion se

acompaia de concentraciones progresivamente altas de peréxidos lipidicos. €

Los individuos con baja tolerancia a la glucosa o las personas con diabetes recién
diagnosticadas presentan valores normales de la actividad enzimética de la PONL1,

aungue ya muestran un exceso de LDL oxidada.®"

En la obesidad asociada a concentraciones elevadas de leptina se observa una
disminucién de las actividades paraoxonasa, arilesterasa y lactonasa de la PON1 y
un incremento del estrés oxidativo, factores que podrian explicar, al menos en parte,

la relacion entre obesidad y aterosclerosis.(©

1.4.2.2 Factores que aumentan la actividad enzimatica de la PON1

También se ha estudiado si existen factores ambientales, nutricionales o estilos de

vida que puedan contribuir a estas variaciones:

1. Los extractos de humo de tabaco, el habito de fumar y la ingesta crénica de
alcohol inhiben la actividad PON1.(5)

2. El consumo excesivo de acidos grasos saturados reduce la actividad de
PONL. Y el consumo de &cidos grasos poliinsaturados (o3 y ®6) reporta una
mayor estabilidad de la PON1.(2)

3. El alto consumo de vitamina C y E, estan asociados con un alto nivel de
actividad de la PON1.®3
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4. El consumo de cantidades considerables de jugo de granada puede
aumentar la actividad enziméatica de la PON1.6478) Sin embargo, no se han

encontrado asociaciones claras entre factores nutricionales y la PON1.

1.5 GRANADA ROJA (Punica granatum L.)

1.5.1 Etimologia

El nombre del género, Punica deriva de fenicios, quienes fueron unos difusores
activos de su cultivo, en parte por razones de tipo religioso. El nombre de la especie
granatum deriva del adjetivo del latin granatus, que significa “con granos” (debido a

las semillas del fruto).®5)
1.5.2 Origen y evolucion

El fruto es originario de una regiébn que abarca desde Iran hasta el norte de los
Himalayas en India, y ha sido cultivado y naturalizado en toda la regién del

Mediterraneo y la region del Caucaso desde tiempos antiguos.©®

Se sabe que el granado ha sido cultivado desde tiempos muy remotos, ya que se
han encontrado indicios del consumo de esta fruta en tumbas egipcias de 2.500 afos
antes de la era cristiana. Se cree que fueron los cartagineses los que introdujeron el
granado en la region mediterranea a raiz de las guerras Punicas (de ahi el nombre
Punica granatum, propuesto por Linneo) y fueron los espafioles los que la llevaron a

América, tras el descubrimiento de aquellas tierras.(©®

En el Oriente es considerada como un simbolo de amor y fecundidad, para el pueblo
judio es simbolo de concordia y los arabes sentian tal fascinacion por ella que
incluso le pusieron su nombre a la ciudad de Granada, siendo desde entonces el

emblema de la misma.(®
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1.5.3 Morfologia

El granado, es arbusto caducifolio, que puede alcanzar de 3 a 6 m de altura,
perteneciente a la familia de las Punicaceae. Las hojas son de color verde brillante,
lustrosas por el haz y con el borde entero, de 3 a 7 cm de longitud y 2 cm de
anchura. Las flores son de color rojo brillante, de 3 cm de didmetro, con cinco
pétalos.(66:69)

El fruto es una baya globosa, denominada balausta, de color rojo brillante, verde
amarillento o blanquecino, coronado por un céliz de 5-8 cm de diametro, lleno de
semillas y de céscara coriacea. Las semillas estan revestidas con una cubierta
llamada sarcotesta, de consistencia pulposa, de forma prismatica, de sabor

agridulce y color variante. ©66.69

El clima que més conviene al granado es el clima subtropical e incluso el tropical. Los
mejores frutos se obtienen en las regiones subtropicales donde el periodo de
temperaturas elevadas coincide con la época de maduracion de las granadas. La
mejor época de plantacion es la primavera entre febrero y marzo. Y entre junio y

septiembre se convierte en la fruta de temporada.©®)

1.5.4 Variedades

Hay cuatro tipos de granados que se cultivan: el granado comun de frutos dulces
(hulm), el granado agrio (hamid), el granado cuyo arbol se utiliza de ornamento

(nana) y el granado de fruto sin pepita, que se produce en el Oriente Medio.©®)

Comercialmente destacan dos variedades: el mollar de Elche que es un arbol muy
vigoroso, de rapido desarrollo, fruto de tamafio grande, grano grueso, rojo oscuro y
semilla muy reducida y blanda y el mollar valenciano cuyo arbol es vigoroso, fruto
de tamafo grande, forma redondeada y aplanada, granado grueso y semilla muy

reducida. Se caracteriza por ser de recoleccién temprana.©6)

40



1.5.5 Produccién

Actualmente su cultivo se extiende principalmente en paises de la cuenca
mediterranea (Norte de Africa, Espafia y Grecia), Afganistan, Israel, Brasil y

California.(©®

Espafia es uno de los principales paises productores del mundo (superficie cultivada
superior a 2.500 Ha), siendo el mayor productor Yy exportador de Europa. Esta
produccion se concentra fundamentalmente en la zona levantina de Alicante y

Murcia.(©

La produccion en México de granada roja en el afilo 2005 era muy escasa; alcanz6
un volumen de 3,050 Ton obtenidas en una superficie de 292.00 Ha siendo los

estados de Hidalgo y Guanajuato los que aportaron el 72% de la produccion.©?”

Para el afio 2008, el estado de Hidalgo tuvo una superficie sembrada de
95.00 Ha, de las cuales el 100% se cosecharon alcanzando una produccion
de 1,030.000 Ton. Lo que equivale a un rendimiento de 10.84 Ton/ Ha y a un
valor monetario de 4,379.00 mil pesos.® De esa produccion total se divide por

Distritos®® como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Produccion de granada por Distritos Hidalguenses

Sup. Sup. Produccion Rendimiento Valor
Distrito Sembrada Cosechada (Ton) (Ton/ Ha) Produccion
(Ha) (Ha) (miles de pesos)
Huejuta - - e e e
Huichapan 10.00 10.00 57.00 5.70 171.00
Mixquiahuala 58.00 58.00 838.00 14.45 2,933.00
Pachuca -~ @ = e e e
Tulancingop -~ = eeee e e
Zacualtipan 27.00 27.00 135.00 5.00 1,275.00

Fuente: Portal OEIDRUS Hidalgo, 20098
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1.5.6 Composicion quimica

Gran parte de su importancia organoléptica y posible papel benéfico para la salud, se
debe a la presencia de compuestos fendlicos, ya que, a nivel organoléptico, los
antocianos son los responsables de su atractivo color rojo y los taninos de su sabor
astringente (siendo los acidos organicos, citrico y malico, los responsables del sabor
acidulado), mientras que los elagitaninos y, en menor proporcion, los antocianos le

confieren propiedades antioxidantes.(©°:70

Asi mismo, la granada es rica en otros constituyentes nutricionales, que se muestran
en la Tabla 11. Mayoritariamente, estd compuesta por agua y azlcares, siendo
menor su contenido en grasas y proteinas, lo que le confiere un bajo valor

calorico.©9)

Los fenoles totales se encuentran en una elevada concentracion (aproximadamente
83 mg/100 g de porcion comestible o 250 mg/100 mL). Dentro de esta fraccion
fendlica los compuestos mayoritarios pertenecen al grupo de los antocianos
(flavonoides coloreados), elagitaninos, derivados del acido elagico y otros taninos
hidrolizables.9

Dentro del grupo de los compuestos fendlicos coloreados, la granada se caracteriza
por la presencia de 6 antocianos, derivados 3-glucésidos y 3,5 diglucosidos de
delfinidina, cianidina y pelargonidina.(®®79 (Figura 6)

Los derivados de cianidina son los que encuentran en mayor proporcion (por encima
del 60%), otorgando en total una alta concentracién de estos flavonoides (alrededor
de 13,3 mg/100 g de porcién comestible 0 40 mg/100 mL de jugo).®
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Tabla 11. Contenido por 100 gramos de porcion comestible

Constituyente Concentracion

Agua 82,59
Hidratos de carbono 16,7 g

e Glucosa 7,29

e Fructuosa 799

e Sacarosa 109

e Fibra dietética 31g
Proteinas 0,79
Lipidos 0,649
Minerales

e Sodio 7,0 mg

e Potasio 290,0 mg

e Calcio 8,0 mg

e Magnesio 3,0mg

e Fosforo 17,0 mg

e Hierro 0,5mg
Vitaminas

e Tiamina (B1) 0,05 mg

e Riboflavina (B2) 0,02 mg

e Acido ascérbico (C) 7,0 mg

e Nicotinamida (niocina) 0,3 mg

Acidos orgéanicos
e Acido malico 0,1g
e Acido citrico 059

Fuente: Tablas sobre la composicién de alimentos, Organizacién de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién. 2005 ©9

Dentro del segundo grupo, son las punicalaginas (Figura 6) los compuestos mas
abundantes, con concentraciones que alcanzan los 52 mg/100 mg de porcion
comestible (156 mg/ 100 mL de jugo), el acido elagico (Figura 6) y sus derivados se

encuentran en proporciones algo inferiores (un total de 4 mg/100 mg o 12 mg/100 mL
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jugo) y el total de otros taninos hidrolizables alcanza valores de 14 mg/100 mg (42
mg/100 mL jugo).®%79)

R
OH| Antocianos: R5«OH, O ghucésido
HO 2 R R3' R5
| ¥ | Pelargonidina (Pg) H H
Gluc Cyanidina (Cy) OH H
R, Delfidina (Dp) OH OH
OH HO 0
HO OH .
HO HO-L O
HO - _ O ""‘ OH
ol W O 9
HO OH M\ _\OH
gl - Ac. eldgico
HO OH O O
HO 1 HO —OH
0 {
HO HOHOOH
Punicolagina

Figura 6. Principales compuestos fendlicos de la granada. Los cuales le otorgan el poder
antioxidadnte. (J. Agric. Food Chem. 2000. 48: 4581-9)(70)

1.5.7 Efectos benéficos
Desde la antigiiedad, se conocen los beneficios que este fruto proporciona a nuestra

salud. Las propiedades antioxidantes de la granada se atribuyen a la presencia de
polifenoles, taninos y antocianinas.



Su alto contenido en agua y potasio y escasa concentracion de sodio, le confieren
propiedades diuréticas y depurativas, lo que unido a su concentracion en acido citrico
hace que se favorezca la eliminacion de &cido Urico y sus sales a través de la orina.
Por ello, se recomienda su consumo en caso de padecer gota, litiasis renal por sales

de &cido Urico, obesidad e hipertension.©

Ademas presenta cualidades antisépticas y antiinflamatorias debidas a presencia de
los &cidos citrico y malico.®% La corteza del fruto y las laminas internas que separan
los granos son ricas en alcaloides, fundamentalmente en peleterina, lo que confieren
propiedades purgantes. Asimismo, las punicorteinas de la corteza le otorgan efectos

antitumorales.®9

En un estudio se demostré que el consumo de jugo de granada durante 1 afio
reduce significativamente la oxidacién de las LDL y las HDL.®® También se ha
demostrado que las soluciones acuosas de las cascaras de la granada (interior y
exterior) contiene antioxidantes poderosos, los cuales fueron incluso mas potentes

que los antioxidantes del jugo de la misma.®8

Por otra parte en individuos con estenosis de la arteria carotida el consumo de este,
redujo el estrés oxidativo en sangre y disminuyé el tamafio de la lesion

aterosclerotica. (V)

En otro estudio se tenia como objetivo corroborar si el jugo de granada que contiene
10% de azucar y polifenoles al ser consumido por personas con diabetes se
alteraban sus niveles glucémicos, se concluy6é que el consumo de jugo de granada
durante 3 meses no empeora los niveles glucémicos, sino que da lugar a efectos
antiaterogénicos reduciendo significativamente el estado oxidativo del suero
derivados de los monocitos y macréfagos, asi como en la captacion de LDL-Ox por

estas células.(’?
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Otro estudio, demostr6 las propiedades antiaterogénicas del jugo de granada en
relacion a su efecto inhibitorio sobre la peroxidacion de los lipidos plasmaticos,
principalmente de las LDL vy en los macréfagos de colesterol. Lo que es mas
importante, atenud la activacion plaquetaria disminuyendo de forma sustancial la

progresion de lesiones ateroscleréticas.("®)

Recientemente también se demostr6 que el consumo diario de jugo de granada
mejora la isquemia miocardica inducida en pacientes con enfermedad arterial
coronaria. Todos estos efectos cardioprotectores del jugo de granada son
atribuidos a la presencia de potentes polifenoles.(>

Actualmente estan surgiendo reportes a cerca de que el jugo de granada estimula la
actividad enzimatica de la PON1. Se cree que este efecto es debido a las
antocianinas y taninos presentes en la fruta. Sin embargo, aln no existe asociacion

clara entre estos y siguen siendo estudiados.(©476)

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México ocupa el segundo lugar en obesidad a nivel mundial. La prevalencia actual de
sobrepeso ha sido estimada en el 70% de la poblacién y dentro de este grupo, el
30% presenta obesidad.™® Por otra parte, la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares estdn aumentando de manera alarmante y estan dentro de las

principales causas de muerte en el pais.(9

Una de las lesiones asociadas con mas frecuencia a este grupo de padecimientos,
es la aterosclerosis, que es una afeccion vascular caracterizada por la acumulacion
de lipidos oxidados, especialmente las LDL, con elevacion de colesterol y

triglicéridos. Asi, como concentraciones disminuidas de las HDL. %)
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Por su parte, la Paraoxonasa 1 (PON1) es una enzima que ademas de su capacidad
desintoxicante; al descomponer compuestos organofosforados 250 es capaz de
proteger de la oxidacion a las LDL ®9 evento que puede contribuir a la inhibicion del
desarrollo de la aterosclerosis. Estudios en humanos, han observado que la PON1
esta bajo regulacidbn genética y parece variar ampliamente entre individuos y
poblaciones®® expuestos a cambios ambientales y estilos de vida (consumo de
alcohol, tabaco y sedentarismo), habitos alimentarios, tratamientos farmacolégicos y

presencia de enfermedades. (4464

También, se ha publicado que el tratamiento con polifenoles reduce el estrés
oxidativo, esto fue demostrado en ratones E° (ratones ateroscleréticos deficientes en
Apolipoproteina E) que fueron suplementados con 6.25y 12.5 uL de jugo de granada
(0.175 y 0.350 umol polifenoles totales) y en humanos que consumieron 20-80
mL/dia de jugo de granada (0.54—-2.16 mmol polifenoles totales). Se demostrd que la
cantidad total de polifenoles, 40% fueron flavonoides (antocianinas) y otra fraccion

es de taninos. ©8.76)

Asimismo, se ha descrito que el consumo del jugo de granada estimula la actividad
enzimatica de la PON1.5876) | a granada es un fruto rico en polifenoles con gran
capacidad antioxidante.®79) Se conoce que el efecto de dicha fruta sobre la
actividad paraoxonasa se atribuye a la presencia de taninos y antocianinas. Sin

embargo, alin no existe asociacion clara entre estos y siguen siendo estudiados. (%8.76)

Aunque, hay datos del uso de jugo de granada en modelos de animales diabetizados
y ateroscleréticos,®876) no hay reportes del efecto del jugo de granada en animales
diabetizados y alimentados con dieta aterogénica. Ademas, el uso de la granada
para estos fines es poco explorado en nuestro pais, especialmente en Hidalgo, el

cual es uno de los Estados con mayor produccién de granada.
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3. JUSTIFICACION

Debido a la pandemia en la que se ha convertido la diabetes, es de gran importancia
abordar el estudio de la enfermedad desde el punto de vista biolégico nutricional de
una manera preventiva. La PON1 puede ser un punto clave en la prevencion e
incluso en el tratamiento de la aterosclerosis (consecuencia comun de la diabetes y
la obesidad) debido a que existen varios reportes que demuestran que la PON1
confiere las propiedades antioxidantes de las HDL y es quiza el mecanismo principal
de inhibicion de la oxidacion de las LDL y de las propias HDL,®1%9 procesos
directamente involucrados en las fases iniciales de la aterosclerosis. Este potencial
antiaterogénico de la PON1 se debe a su capacidad de hidrolizar lipidos oxidados,
fosfolipidos y ésteres de colesterol peroxidados (CEOOH), limitando su acumulacion
en las LDL.“% Estudios in vitro han mostrado que la actividad de la PON1 previene la
oxidacion de las LDL e incluso la oxidacion de las propias HDL.5® Las
investigaciones in vivo de la PON1 describen que actia directamente sobre los
perodxidos lipidicos.®”) Considerando lo anterior, es necesario ahondar sobre el como
influyen los nutrimentos sobre la expresion de la PON1, especificamente los
antioxidantes los cuales estd demostrado tienen una funcién de regulacién en la
expresion de los genes. En este estudio se considera la utilizacion del jugo de
granada por sobre otros jugos, por sus comprobadas propiedades antioxidantes, las
cuales pueden contribuir a reducir el estrés oxidativo y la aterogénesis. Es por ello,
gue se considera relevante conocer si el jugo de granada, en una dosis superior a la
reportada en los estudios citados, estimula la actividad de la PON1, en un modelo
animal diabético inducido y alimentado con una dieta casera aterogénica. También
se considera relevante conocer si el jugo de granada, por si solo, tiene algun efecto
positivo sobre los niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos. Finalmente, es sabido
que la granada tiene numerosos efectos benéficos a la salud, ha mostrado tener
efectos antiaterogénicos, antioxidantes, antihipertensivo y antiinflamatorios.®%7% Sin
embargo, los mecanismos de accién para algunos casos no estan claros y en otros

como es el caso de la propiedad antiaterogénica se desconocen. Sin, embargo, no
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es un fruto de alto consumo por la poblacibn mexicana, a pesar de que la region
favorece su cultivo, por lo que se deben desarrollar estrategias para su implemento

en el la dieta del mexicano y asi fomentar su consumo.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto del jugo de granada sobre la actividad enzimatica de la
Paraoxonasa 1 (PON1) en ratones machos CD-1, diabetizados con estreptozotocina

y alimentados con una dieta aterogeénica.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar como influye el jugo de granada en la actividad de la PONL1, en
ratones CD-1 diabetizados con estreptozotocina y alimentados con dieta
aterogénica.

2. Determinar el efecto del jugo de granada sobre los niveles de glucosa y perfil
lipidico.

3. Evaluar al jugo de granada como una alternativa en el control de la diabetes y

la aterosclerosis.

5. HIPOTESIS

Ratones machos CD-1 diabetizados, alimentados con una dieta aterogénica y que
beben jugo de granada, tienen una mayor actividad de la PON1. Asi como niveles
bajos de glucosa, colesterol y triglicéridos, comparados con animales que no beben

el jugo.
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6. METODOLOGIA

6.1 Disefio metodologico

El disefio experimental del presente estudio se encuentra resumido en la Figura 7.

Ratones macho CD-1

POM1

J

Método semi-automatizado
en microplacas

(Charlot - Menysetal,

Glucosa
Colesteral
Triglicéridos

pararoedores

N=40
|
Sacrificio mensual Grupo control Grupo tratado Grupo PJ tratado
(por decapitacion) n=10 n=15 n=15
| L I

Obtencion de Obtencion de . Diabetizacion con

~ | Dieta normal estreptozotocina

suero sanguineo Saﬂgr‘f tota (80 mg/ Kg peso)

i Aguad izada +

Actividad enzimatica Parametros bioguimicos: Alimento H_arlan Teklad_ Glabal guadesionizada
(Madison, Wisconsin) Agua desionizada Jugo de granada

(12.5ml/ L agua)

)

Tiras reactivas
(Accutrend ® GCT)

2

Dieta aterogénica:

Hidratos de carbono 42%
Proteinas 18%
Lipidos 40 %

L

Alimento Harlan Teklad Global
(Madison, Wisconsin)
para roedores
adicionado con mantequilla

Andlisis estadistico

Pruebat de student, analisis de varianza (ANOVA) con post —hoc (Tukey y Dunnett) de comparacion y
correlaciones bivariadas con coeficiente de Pearson.

p=< 0.05 considerado como significativo

Todo el analisis se llevd a cabo con el programa estadistico SPSS version 15.0

Figura 7. Disefio experimental.

6.2 Tipo de estudio

El estudio que se realiz0 es de tipo experimental longitudinal prospectivo.
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6.3 Poblacién de estudio

Se emplearon 40 ratones macho CD-1 entre 30 y 40 gr de peso. Los cuales fueron
mantenidos bajo condiciones ambientales controladas (ver Anexo 1). Se dividieron
en 3 grupos aleatoriamente (control, tratado y PJ tratado). El grupo control fue
alimentado con una dieta normal. Los grupos tratado y PJ tratado fueron
diabetizados con estreptozotocina (80 mg/ Kg de peso) y alimentados durante 5
meses con una dieta aterogénica a base de alimento Harlan Teklad Global (Madison,
Wisconsin) para roedores (Anexo 2), adicionado con mantequilla (40 gr/ 100 gr
alimento). El grupo PJ tratado fue ademéas complementado con jugo de granada, el

cual fue agregado en el agua (12.5 mL/ Lt agua).

6.4 Seleccién de la muestra

El modelo animal contemplado reunia los siguientes criterios de seleccion:

6.4.1 Criterios de inclusién

1. Ratones machos CD-1 con un peso de 30 a 40 gr.

2. Ratones machos CD-1 diabetizados.

6.4.2 Criterios de exclusién

1. Ratones machos CD-1 que presenten alguna otro padecimiento.

2. Ratones machos CD-1 con méas de 8 semanas de edad.

6.4.3 Criterios de eliminaciéon

1. Aquellos animales que durante el estudio presenten alguna alteracién
desconocida y que pudiera alterar los resultados del estudio.

2. Aquellos animales que durante el estudio murieran por cualquier razon.
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6.5 Variables

6.5.1 Variables dependientes

1. Actividad enzimética de la PON-1
2. Indicadores bioquimicos (glucosa, colesterol y triglicéridos)
3. Peso corporal

6.5.2 Variables independientes

1. Enfermedad (diabetes).
2. Dieta (alimento aterogénico y jugo de granada).

6.6 Obtencion de la muestra

Mediante el sacrifico mensual se recolectd el médximo de sangre total de cada
animal, la cual fue colectada en tubos Eppendorf de 1.5 mL y congelados

inmediatamente.

Posteriormente por centrifugacion se separ6 el suero a 4500 rpm, a 4°C durante 7
minutos. Finalmente, el suero se extrajo en tubos Eppendorf de 0.5 mL y se guardd
a-70°C.

6.7 Medicion de parametros bioquimicos

Para la medicion de parametros bioquimicos se utilizo un kit de diagnostico rapido
(Roche®). EI cual, utiliza tiras reactivas Accutrend. Se requiere de sangre capilar
fresca para ser medida por un microlector (Accutrend® GCT) mediante el método de

fotometria de reflexion.

Sus rangos de medicion son: glucemia de 20 - 600mg/dL, colesterol de 150 - 300
mg/dL vy triglicéridos de 70 - 600 mg/dL.
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6.8 Medicion de la actividad enzimatica de la PON1 en suero sanguineo

La medicion de la actividad de la PON 1 en suero sanguineo se realizé mediante un
método semi-automatizado, el cual emplea un sistema de medicion de micro-placas

de 96 pozos y un lector de micro-placas (Bio-Tek-Junior).

La programacion de los parametros dentro del lector fueron los siguientes: modo
cinético, filtro de 405 nm, tiempo total de medicidon 4 minutos a intervalos de 60 seg.

La temperatura de medicion de la actividad fue a temperatura entre 24.5-25.5°C.

El método consistio en adicionar 10 pyL del suero sanguineo en cada pozo mas 0.2
mL del substrato de paraoxén (3.3 mM) y el regulador (2 mM de CaClz, 100 mM de
Tris pH= 8.0). Como blanco se us6 0.2 mL del substrato de paraoxén mas 10 uL del

regulador.

Una vez preparadas las mezclas, la microplaca es colocada en el lector Bio-Tek-
Junior para efectuar la medicién. Los valores de absorbencia a 405 nm fueron
grabados y procesados para tener valores expresados en nmol/min mL.

6.9 Analisis estadistico

Se realizaron analisis estadisticos mediante un paquete de software estadistico
(SPSS 15.0 para Windows, Inc., EE.UU). Todos los datos se expresaron como media
+ desviacion estandar (D.S.) por grupo. Las diferencias estadisticas entre los grupos
experimentales fueron analizadas mediante analisis de varianzas (ANOVA), con
post-hoc (Tukey y Dunnett) de comparacion y Prueba t de Student. Ademas de
correlaciones bivariadas con coeficiente de Pearson. Un valor de p<0.05 fue

considerado estadisticamente significativo.
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7. RESULTADOS

7.1 Actividad PON1

Al comparar las medias de la actividad de la PON1 por grupos de estudio, se
observé una disminucién de dicha actividad en los grupos tratados, como se
observa en la Tabla 12. De acuerdo a la prueba t de Student la actividad de la
PON1 en en grupo control fue mayor en un 63% (p=0.063) y 36% (p=0.036), con
respecto al grupo tratado y PJ tratado, respectivamente.

Tabla 12. Actividad paraoxonasa (nm/ mLmin)

Grupo N Valores
Control 10 202.1676 £ 32.04973
Tratado 15 128.8969 + 67.43544
PJ tratado 15 157.9238 + 80.42395

Valores: medias + D.S.
p<0.05

Al analizar la actividad de la PON1 por grupos de estudio con relacion al tiempo, se
encontraron diferencias significativas (p<0.005). En los ratones del grupo control, se
observdo una diferencia significativa entre el primer y segundo mes de estudio
(p=0.032), como se observa en la Figura 8. En el primer mes de estudio la actividad
se encuentra elevada, mientras que el segundo mes la actividad disminuyé

considerablemente.
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Control
300.00-
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100.00—

Actividad enzimatica (nm/ mLmin)
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Tiempo
Barras de error: +- 1 SD

Figura 8. Actividad enzimética de la PON1 (nm/mLmin). La mayor actividad de la paraoxonasa se
present6 en el grupo control. Sin embargo en el segundo mes de estudio se observé una disminucién
de la misma. (*p<0.05).

Una reduccion significativa (p<0.05) en la actividad de la PON1 sérica fue observada
en los ratones del grupo tratado cuando se compararon con el grupo control. Sin
embargo, con respecto al tiempo se observd una diferencia poco signifiactiva entre
dichos grupos de estudio (p=0.309), ver Figura 9(a). En el momento de comparar la
actividad sérica de la PONL1 entre el grupo control y el PJ tratado se observo una
diferencia significativa (p=0.031), para el cuarto mes de estudio se percibi6 un
aumento de la actividad paraoxonasa del grupo que consumié jugo de granada en
relacion al primer y segundo mes del mismo (p=0.024, p=0.13), respectivamente.
Como se muestra en la Figura 9(b).
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Figura 9. Actividad paraoxonasa por grupos de estudio. La comparacién respecto al de la actividad de
la PON1 entre el grupo control y tratado no mostré significancia alguna (a), pero el grupo PJ tratado
mostré una aumento significativo en el Gltimo mes de estudio, lo que supone que le jugo de granada si
aumenta la actividad de dicha enzima (b) (*p<0.05).

Por otra parte, un aumento poco significativo (p=0.572) en la actividad de la PON1
sérica se observo en los ratones que consumieron zumo de granada comparado con
el grupo tratado (157.9238 + 80.42395y 128.8969 + 67.43544), respectivamente. En
relacion al tiempo se encontr6 una diferencia significativa (p=0.001) en todos los
meses del estudio tanto para el grupo tratado como para el PJ tratado. En el grupo
PJ tratado se obtuvo un incremento significativo (p<0.05) de la actividad de la PON1
en el cuarto mes comparado con los meses restantes de estudio y al comparar el
mismo grupo con el grupo tratado se observd un incremento significativo de dicha
actividad para el cuarto mes (p=0.003), ver Figura 10.

7.2 Peso corporal
Los resultados del peso corporal de los animales en estudio para los tres grupos,

muestra un incremento mensual. En los grupos experimentales (tratado y PJ

tratado) se observo a los animales obesos como se muestra en la Figura 11.
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Figura 10. Actividad de la PONL1 en el grupo PJ tratado. La actividad paraoxonasa en este grupo de
estudio presenté un incremento mensual. Ademas se percibié una concentracién menor en el grupo
tratado comparado con el grupo que consumio jugo de granada. El aumentd mas representativo fue
en el cuarto mes (*p<0.05).

Muestran pelo erizado, caracteristica principal de tener afeccién alguna. C) Ratén inducido
diabéticamente con obesidad (peso > 70 gr).
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El peso de dichos

(p=0.258) y 1% en los ratones del grupo PJ (p=0.880) con respecto al grupo control.
En el grupo control se observd una diferencia significativa entre los dos primeros
meses de estudio y el cuarto mes del mismo (p=0.015y p=0.016), respectivamente.
Figura 12(a). Al comparar el grupo control con el grupo tratado se observaron rangos
menores, existe una diferencia significativa (p<0.05) para el cuarto mes de estudio,
ver Figura 12(b). ElI grupo que consumio jugo de granada (PJ tratado) mostro
semejanza con este grupo, pero en el Ultimo mes de estudio se presentd un
descenso considerable en el peso de los ratones del grupo PJ tratado (p<0.05) como
se muestra en la Figura 12(c).

ratones se incrementd hasta en un 2% en el grupo tratado
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La comparacién entre los grupos tratados no mostré diferencia significativa
(p=0.134), tal como lo indican los datos (46.3133 = 8.10795, 44.2333 + 7.35174) para
el grupo tratado y PJ tratado, respectivamente. Sin embargo, al comparar los datos
a través del tiempo, se observd para el cuarto mes de estudio se presentd un
descenso significativo (p<0.05) en el peso de los ratones del grupo que consumieron
jugo de granada, como se observa en la Figura 13. Y que ademas existe una
diferencia significativamente entre los primeros meses de estudio y el cuarto mes del

mismo (p=0.001, p=0.000 y p=0.004), para el mes de inicio, primer y segundo mes,

respectivamente.
EH Trataco

80.0049 PJ Trataco
60.0049

5

Q

3 40.004

o

20.004
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Barras de error; +~  SD

Figura 13. Comparacion de peso (gr) entre grupos tratados. Existe igualdad en las medias de cada
grupo. En el cuarto mes se observo una disminucién significativa (* *p<0.05) para el grupo que
consumio jugo de granada. Ademas se observd una diferencia significativa entre varios meses de

estudio con respecto al cuarto (+p=0.001, ++p=0.000 y *p=0.004).
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7.3 Indicadores bioguimicos

7.3.1 Glucosa

Los niveles de glucosa de los ratones del grupo control no se modificaron
perceptiblemente (p=0.729) con el transcurso del tiempo, como se muestra en la
Figura 14. Lo que permiti6 una comparacion significativa entre los grupos de

estudio, puesto que el grupo control fue considerado como punto de referencia.

B Control
300.00-

200.00—

Glucosa (mg/ dL)

100.00—

Mes 0 Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 4
Tiempo
Barras de error: +- SD

Figura 14. Glucosa (mg/dL). Mediante la comparacién de las concentraciones de glucosa por cada
grupo de estudio se observod una diferencia principalmente entre el grupo control y el grupo que no
recibio jugo de granada.

Con respecto a las concentraciones de glucosa se observé una diferencia
significativa entre los grupos de estudio (control, tratado y PJ tratado). Entre los
niveles de glucosa de los ratones del grupo control y los del grupo tratado existe

una diferencia de p=0.008, mientras que para las concentraciones del grupo PJ
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tratado la significancia es menor (p=0.026). Considerando el tiempo de estudio, se
observé una disminucion de glucosa en el primer y segundo mes de estudio
comparando al grupo control con el tratado, pero no existe significancia (p=0.071),
ver Figura 15(a). En lo que se refiere al grupo que consumio jugo de granada se
pudieron identificar niveles por debajo de los del grupo control, pero la reduccién mas
significativa se present6 en el tercer mes (p=0.023), como se puede observar en la
Figura 15(b).

B cortrol

B Control
E PJ Tratado

400.00- B Tratado 500.00

400.00—

300.00

300.00

200.004

= 20000+

Glucosa (mgl dL)
Media Glucosa (mg/ dL)

100.00—
100.004

Mes 0 Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 4

Tiempo Tiempo
(a) Barras de arror: +/-  SD (b) Barras de errar: +~ 8D

Figura 15. Comparacién de las concentraciones de glucosa del grupo control con los grupos tratados.
En el grupo tratado se observéd una disminucion de los niveles de glucosa en el primer y tercer mes de
estudio (a). Y ademas se observé una reduccion de los niveles de glucosa en los ratones que
consumieron jugo de granada (b) *p<0.05.

La comparacion entre ratones tratados permiti6 mostrar que las concentraciones de
glucosa en ambos grupos tuvo un comportamiento eventual. Sin embargo, el grupo
PJ tratado mostré concentraciones menores aunque no significativas (p=0.995) como
muestran los datos (178.2667 + 131.36942 y 178.0000 * 145.32378), para el grupo
tratado y el grupo PJ tratado, respectivamente. En el grupo tratado no se observaron
diferencias significativas (p>0.05), mientras que las concentraciones de glucosa del
grupo PJ tratado si mostraron diferencia (p<0.005) en los tres primeros meses de

estudio al compararlos con las concentraciones obtenidas al inicio del estudio.

61



Finalmente, al comparar las concentraciones de ambos grupos, en los dos ultimos
meses de estudio se observd una disminucién en las concentraciones del grupo PJ
tratado con respecto al grupo tratado, pero a su vez se observo un incremento en las

concentraciones de glucosa del dltimo mes, como se observa en la Figura 16.

E Tratado

500.00 B PJ Tratado

400.00+

300.005

Glucosa (mgl dL)

200.00+

100.004

Mes 0 Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 4
Tiempo
Barras de error; +~  SD

Figura 16. Concentraciones de glucosa sanguinea en los grupos tratados. La grafica muestra las
medias de las concentraciones de glucosa por cada grupo en relacién al tiempo, el grupo que
consumio jugo de granada muestra una reduccién en sus niveles (*p=0.048, **p=0.016, **p=0.005 y
+p< 0.05).

7.3.2 Colesterol total

Los niveles de colesterol total (mg/dL) se modificaron notablemente durante el
estudio. La concentracion de colesterol en los ratones del grupo tratado
incrementaron en un 40% (p=0.043) con respecto a los ratones del grupo control y
los ratones que consumieron jugo de granada Unicamente aumentaron dichas
concentraciones en un 10% (p=0.011), en la Tabla 13 se muestran los valores de la

medias y las D.S. por grupos de estudio.
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Tabla 13. Colesterol total (mg/dL).

Grupo N Valores
Control 10 175.0000 + 6.34210
Tratado 15 189.8000 + 18.81565
PJ tratado 15 182.2000 + 20.88814

Valores: medias = D.S.
p<0.05

Las concentraciones de colesterol total de los ratones del grupo control no se
modificaron perceptiblemente (p>0.05) con el transcurso del tiempo. En cuanto a los
niveles de colesterol total del grupo tratado reflejaron un aumento paulatino hasta
el tercer mes de estudio. Los ratones que consumieron jugo de granada (PJ tratado)
presentaron elevaciones ocasionales, pero en el cuarto mes se observo una

disminucién (p=0.075) al ser comparada con el grupo control, ver Figura 17.

B2 cortrol B contral
B BHrJ

Colesterol (mg/ dL)
13
Colesterol (mg/ dL)

Mes
Tiempo

Mes
Tiempo
+- 5D (b) Barras de error: +-~  SD

(a) Barras de error

Figura 17. Colesterol total (mg/dL). Los niveles de colesterol total en el tratado control son mas
elevados que en el resto de los grupos de estudio (a) y a su vez el grupo control present6
concentraciones menores frente al grupo PJ tratado, pero ninguna diferencia fue significativa (b).
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Por otra parte, el consumo del jugo de granada redujo un minimo (p=0.581) la
concentracion del colesterol total en los ratones del grupo PJ tratado frente a los
ratones del grupo tratado (182.2000 + 20.88814 y 189.8000 + 18.81565),
respectivamente. La diferencia significativa fue observada en el momento que se
compararon las concentraciones por meses, el cuarto mes fue significativamente
diferente al primer y tercer mes de estudio (p=0.001 y p=0.002), respectivamente y
para el cuarto mes de estudio se observd una disminucién poco significativa (p>0.05)
en los niveles de colesterol de los ratones que consumieron jugo de granada,
(Figura 18).
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Figura 18. Colesterol total (mg/dL) entre el grupo tratado y PJ tratado. El grupo que consumié jugo de
granada mostré concentraciones de colesterol total menores, principalmente en el segundo y cuarto
mes (*p<0.05).
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7.3.3 Triglicéridos

En lo que respecta a las concentraciones de triglicéridos (mg/dL), se observo un
incremento mensual, pero los ratones del grupo control siempre mostraron cifras
significativamente menores (p<0.05) al ser comparados con los grupos tratados de
acuerdo a los datos (257.4000 + 108.82014, 360.3333 + 198.07634 y 340.6000 *
158.29755), para el grupo tratado y PJ tratado, respectivamente, ver Figura 19.
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Figura 19. Niveles de triglicéridos sanguineos (mg/dL). El grupo tratado mostr6é una elevacion en sus
concentraciones al ser comparadas con el grupo PJ tratado y al mismo tiempo el grupo control
presentd concentraciones menores frente a ambos grupos tratados.

En el momento de comparar los resultados entre los grupos tratados se observé que
no existe diferencia significativa (p>0.05) entre los niveles de triglicéridos. No
obstante, las concentraciones de triglicéridos correspondientes a los ratones que

consumieron jugo de granada son menores a las del otro grupo, como se observa en
la Figura 20.
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Figura 20. Agrupacion de los niveles de triglicéridos sanguineos (mg/dL) para los grupos tratados. El
grupo PJ tratado no mostré diferencia significativa comparada con el grupo tratado. Sin embargo, para
el primer mes de estudio se observa una elevacién de dichos niveles en el grupo tratado y en el
segundo mes una elevacion del grupo PJ tratado.

7.4 Relacion entre la actividad PON1 y las concentraciones de
colesterol total

Debido a que la PONL1 se asocia fisicamente con las HDL en plasma, se postulé que
la cantidad de colesterol total, podria ser uno de los principales parametros que
determinan la actividad enzimatica de la PON1. Por lo tanto, en un analisis de
correlacion, se observd una relacién positiva y significativa entre los niveles de
colesterol total (mg/dL) con la actividad paraoxonasa (nm/mLmin) (r=0.421, p=0.007),
ver Figura 21.
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Figura 21. Relacion entre concentracion de colesterol total y actividad de la PON1. Existe una relacion
positiva entre ambas variables. A medida que aumentan los niveles de colesterol total, la actividad de
la PON1 disminuye y viceversa.

8. DISCUSION

La PON1 es una enzima inducible, ya que diversos estimulos modifican su actividad
y expresion.® Las enfermedades relacionadas con la aterosclerosis y también
algunos factores como estilo de vida y habitos alimentarios estan relacionados en
gran medida con la actividad paraoxonasa.®>6% En este sentido, es importante
analizar la actividad o concentracién. Sin embargo, hasta ahora son escasos los
relacionan la actividad de la

estudios que las enfermedades crénicas vy

paraoxonasa.(®°43:4456.57.61)  No obstante, algunas observaciones sugieren que la
variabilidad de la actividad de la PON1 parece deberse fundamentalmente a factores

genéticos, ambientales y estilos de vida.*7:62-64)

Actualmente, las dietas que se consumen son ricas en azucares refinados y grasas
saturadas lo que aumenta la incidencia de aterosclerosis.®? Considerando el papel
antiaterogénico que tiene la PON16L%% y tomando en cuenta las propiedades
antioxidantes de la granada.(®%79 E| objetivo de este estudio fue determinar el efecto
del jugo de granada sobre la actividad de la PON1 y su asociacion con algunos
indicadores bioquimicos como glucosa, colesterol total y triglicéridos en un modelo

animal diabetizado y alimentado con una dieta proaterogénica. Nuestros resultados
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demostraron que el consumo diario de jugo de granada estimul6 en general y

significativamente la actividad de la PONL1.

Un estudio realizado por Thomas y Cols, 2007 demostro que ratas Wistar que fueron
alimentadas con una dieta alta en grasas (13.5% proteinas, 31.3% hidratos de
carbono y 55.2% de grasas) no alter0 su peso corporal, pero si aumentd la
adiposidad especialmente en ratas machos comparado con un grupo control que
recibié dieta estandar (proteinas 18.7%, hidratos de carbono 73.3% y lipidos 8%).(62
También, el consumo de la dieta alta en grasa redujo los niveles de triglicéridos en
ambos sexos, las concentraciones de glucosa no se modificaron, pero ademas no se
encontraron diferencias entre grupos respecto a las concentraciones de colesterol
total, pero fueron menores en las hembras en comparacién con los machos. La
actividad de PON1 se redujo en ambos sexos, pero con ninguna evidencia de estado
inflamatorio mayor.(®2 Al parecer el mantenimiento de peso corporal, la reduccion del
consumo de energia y el contenido de acidos grasos monoinsaturados (MUFA) de la
dieta alta en grasas podria ser uno de los factores responsables de la atenuacion de
los efectos negativos relacionados con la ingesta excesiva de grasa y la reduccion de
la actividad de la PON1.6277)_ En el presente trabajo se utiliz6 una dieta aterogénica
con alto contenido de lipidos (hidratos de carbono 42%, proteinas 18%, lipidos 40%),
a diferencia del estudio realizado por Thomas y Cols, en este trabajo la dieta no
estuvo constituida principalmente de acidos grasos mono y poliinsaturados (PUFA).
También, los animales de ambos grupos tratados presentaron acumulacién de grasa
en la cavidad abdominal, pero fue menor en los ratones que consumieron jugo de
granada. La diferencia se encontr6 en que los grupos tratados incrementaron su
peso con respecto al grupo control, como se observa en la Figura 12. Sin embargo,
los ratones que consumieron jugo de granada disminuyeron su peso en el ultimo mes
de estudio frente al grupo que Unicamente consumié dieta aterogénica (Figura 13),
esto posiblemente se debié al control metabdlico que los animales alcanzaron
después de consumir diariamente el jugo de granada. Con respecto a los niveles de

colesterol total, se observo un aumento mensual de las concentraciones para los tres
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grupos de estudio. Pero dichas concentraciones siempre fueron menores en el grupo
control (Ver Tabla 13) la cual a su vez mostr6 una reduccion significativa en las
concentraciones de colesterol de los ratones que consumieron jugo de granada,
como se observa en la Figura 15. En cuanto a las concentraciones de triglicéridos no
se observaron diferencias significativas entre los grupos tratados, estos datos
sugieren que la antiaterogenicidad del jugo de granada esta relacionada con su
capacidad de atenuar los niveles de colesterol y triglicéridos (riesgos adicionales
para el desarrollo de aterosclerosis) lo que apoya a las propiedades antiaterogénicas

de la granada reportado en diversos trabajos. 975

Se sabe que la diabetes esta asociada con el aumento de estrés oxidativo y el
desarrollo de la aterosclerosis.®®657.72 En la actualidad, existen estudios realizados,
donde se muestra la posible participacion de los antioxidantes del jugo de granada
con el tratamiento de la diabetes y la aterosclerosis. Todos estos concluyen que el
consumo periédico de jugo de granada reduce el estrés oxidativo inhibiendo la
peroxidacion de los lipidos plasmaticos debido a la presencia de polifenoles.("%-7%) Un
estudio similar al presente, reveld que el consumo de granada no modific los niveles
de glucemia y los niveles lipidicos al comparar a los ratones que consumieron el jugo
durante tres meses con los ratones del grupo control.’® En el presente estudio
también se investigd el efecto del jugo de la granada sobre los niveles de glucosa
sanguinea, en el cual se observé un comportamiento constante en los mismos para
el grupo control, pero aleatorio desde el inicio del estudio en los grupos tratados,
como se observa en la Figura 14. Esto se debe muy probablemente que aunque los
ratones fueron seleccionados de la misma edad, la heterogeneidad genética de los
animales, hacen que la respuesta varie. Cabe sefialar que en un inicio se probé una
dieta obesigénica alta en carbohidratos (50%), la dieta resultd muy agresiva ya que
los animales diabetizados se morian durante el primer mes, incluso en aquellos que
recibieron granada (datos no mostrados). Por lo que dicha dieta se suspendid y se
probé otra dieta que permitié evaluar la capacidad del jugo de granada. Después de

tres meses de consumo diario de jugo de granada se redujeron significativamente
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(p<0.005) los niveles de glucosa. Para el ultimo mes de estudio se observé un
incremento, que posiblemente se debié al incremento de peso y edad de los ratones
(Figura 16), sugiriendo que el consumo de jugo de granada (5 mL/ raton/ tercer dia)
a pesar de su contenido de azucares no empeoré las concentraciones de glucosa
sanguinea. Un estudio mas, pero en humanos resume que el consumo de jugo de
granada no afectd las concentraciones de glucemia, colesterol y triglicéridos de las
personas con diabetes.("? A demas al comparar los grupos de estudio se observo
qgue los niveles séricos de peroxidos lipidicos aumentaron un 50% vy la actividad
paraoxonasa disminuyé en un 23% para el grupo control.(’? Nuestro estudio aunque
realizado con animales, mostré una disminucion en los niveles de glucosa después
del tratamiento con jugo de granada, los niveles de colesterol total mejoraron y la
actividad de la PON1 se observo aumentada (p=0.031) en el ultimo mes de estudio al

comparar el grupo control con el PJ tratado.

Otro estudio in vivo e in vitro realizado por Aviram y Cols, 2000 analizé el efecto del
jugo de granada sobre la oxidacion de las lipoproteinas, la formacién de macréfagos,
la agregacion plaquetaria y la aterosclerosis,® mostré que el consumo de jugo de
granada disminuye la susceptibilidad de las LDL a la oxidacion e incrementa 20% la
actividad de PON1 en suero humano y en animales deficientes de Apo E (ratones
E°) redujo 90% la oxidacion de las LDL, este efecto se asocié con la reduccion de la
peroxidaciéon de lipidos celulares y la liberacibn de superdxidos. Nosotros
encontramos que la actividad aumenté aproximadamente en un 31%., la diferencia
al parecer, radica en la duracion del estudio y la dosis del jugo de granada, en
humanos se utilizaron 50 mL de jugo de granada/ dia (1,5 mmol polifenoles totales)
durante 2 semanas, de 20-80 mL de jugo de granada/ dia (0,54-2,16 mmol
polifenoles totales) durante 10 semanas.® Al igual que en nuestro estudio, el
anterior dividio a ratones E° pero de 36 semanas de edad en tres grupos de estudio:
uno bebia Unicamente agua, los otros recibian 6.25 y 12.5 mL de jugo de granada/
dia (0, 0.175 y 0.350 umol polifenoles totales) diluido en agua.®) Ambos estudios

difieren en el tiempo de estudio, puesto que el primero administro el jugo durante 6, 9
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y 12 semanas, respectivamente y el presente administré dosis Unica (12.5 mL de
jugo/ 1L agua desionizada) durante 4 meses y solo un grupo de estudio lo consumio.

Un estudio posterior al mencionado con anterioridad retomé la metodologia, ya que
se realizo en ratones macho E° los cuales fueron divididos en tres grupos (control,
placebo y PJ) para analizar el efecto del jugo de granada sobre el desarrollo de las
lesiones ateroscleréticas y su relacion con la actividad de la PON1.(7® Al igual que en
el presente estudio el grupo control y el placebo solo bebian agua y el grupo PJ
bebia el jugo de granada diluido en agua (6,25 mL de jugo de granada concentrado/
1 L. de agua), mientras que en este la cantidad de jugo de granada fue el doble (12.5
mL de jugo/ 1 L. agua desionizada). Se habia considerado una cantidad mayor de
jugo de granada (10mL de jugo/ raton), pero se observd que los animales no la
bebian ocasionando su muerte por deshidratacion o probablemente la cantidad era
mucha y sufrian intoxicacion porque ademas se fermentaba con mayor rapidez.
Dicho estudio, obtuvo como resultado, la disminucion significativa en la oxidacion de
las LDL y un aumento en la actividad paraoxonasa sérica en los ratones del grupo
PJy sin diferencias significativas entre las concentraciones de colesterol.(/8 Ademas
de que se describio la relacién entre las caracteristicas antiateroscleréticas del jugo
de granada con la presencia de una fraccion de taninos y antocianinas en este con
caracteristicas antioxidantes.("® En nuestro estudio se observé la preservacion de la
actividad de la PON1 en el grupo control, en el segundo mes de estudio se observé
una disminucién significativa considerable de la actividad de la PON1, pero en los
meses posteriores hubo un incremento, al menos en humanos se ha observado que
la actividad aumenta conforme la edad y se estabiliza en edad adulta. 853 Asimismo
se observé una disminucion en el grupo tratado y una mejora significativa (p=0.007)
en la actividad de la PON1 en los ratones que consumieron diariamente jugo de
granada, ver Figura 9. Estos resultados fortalecen aun mas la asociacion entre la
actividad paraoxonasa y los antioxidantes presentes en el jugo de dicha fruta. Una
vez que se compararon los resultados entre grupos tratados, se observé un aumento

mensual de la actividad paraoxonasa en los ratones que consumieron diariamente
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jugo de granada. Sin embargo, en el primer mes de estudio la actividad de la PON1
fue menor en el grupo PJ tratado en comparacién con el grupo tratado. Estos datos
pueden estar estrechamente relacionados con los niveles de glucosa puesto que
incrementaron en el mismo mes. Puesto que las concentraciones de glucosa reducen
la capacidad antioxidante de las HDL, interfiriendo en la actividad de la PON1, a la
vez aumentando los marcadores de oxidacién.®® Pero en el cuarto mes de estudio
se obtuvo un incremento significativo (p<0.05) de la actividad paraoxonasa de los
ratones gque consumieron jugo de granada como se observa en la Figura 10, lo que
fortalece la teoria de que el consumo periddico de jugo de granada aumenta la
actividad de la PON1. 64.76)

Otros resultados obtenidos durante este estudio fueron los encontrados al
correlacionar los datos de la actividad paraoxonasa con las concentraciones de
colesterol total, en los cuales se observé que la actividad paraoxonasa se disminuye
cuando las concentraciones de colesterol aumentan (Figura 21). Ya que la actividad
paraoxonasa disminuye a medida que se incrementa el nimero de alteraciones
metabolicas propias del sindrome metabdlico, y esta disminucién se acompafa de
concentraciones progresivamente altas de peroxidos lipidicos, 69 factor que puede
explicar la relacion entre diabetes, obesidad, aterosclerosis y actividad

paraoxonasa_(57,58,el)

En nuestro laboratorio se estd determinando el efecto que tiene el jugo de granada
sobre la expresion genética de la PONL1 (tesis en proceso), hasta ahora hay una
correlacion positiva entre la actividad y la expresibn de la PON1 (datos no
mostrados) lo que sugiere que el PJ esta relacionado con la expresion del gen de la
PON1. Aunque nosotros no utilizamos un modelo aterogénico se abre la posibilidad
de un estudio futuro que correlacione la actividad de la PON1 con su expresion y con

la prevencién o inhibicion del proceso aterogénico.
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9. CONCLUSIONES

El tratamiento de animales diabetizados, alimentados con dieta aterogénica y

suplementados con jugo de granada arrojo las siguientes conclusiones:

1. Se demostr6 que el consumo periddico de jugo de granada incremento la
actividad de la PON1 en suero, principalmente después de cuatro meses de

tratamiento

2. El jugo de granada después de tres meses de consumo diario disminuyo
significativamente el peso corporal y las concentraciones de glucosa en

sangre.

3. Después de cuatro meses de consumo periédico de jugo de granada las
concentraciones de colesterol total disminuyeron considerablemente al igual

que los niveles de triglicéridos sanguineos.

En conclusion, el consumo de jugo de granada puede ser una alternativa en el
tratamiento terapéutico es casos de diabetes y obesidad, asi como sus

complicaciones, tal es el caso de la aterosclerosis.
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ANEXOS

Anexo 1. Requisitos ambientales y pardmetros fisiolégicos en ratones

Requisitos ambientales
Temperatura (°C)
Humedad relativa (%)
Ventilacion (cambios/ hora)

Luz/ oscuridad (horas)

Parametros fisiol6gicos
Peso adulto (g)

Macho

Hembra

Superficie corporal (cm?

Consumo de comida (g/ dia)

Consumo de agua (mL/ 100 g/ dia)

Parametros sanguineos y biogquimicos
Volumen de sangre (mL/ Kg)

Glucosa (mg/ 100 mL)

Colesterol total

Fuente: Ciencia y tecnologia en proteccion y experimentacion animal, 2005.

20-24
50-60
15

12-14/12-10

25-40
20-40

20g: 36
4-5

15

76-80
89 (63-176)

64 (26-82)
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Anexo 2. Alimento Teklad Global para roedores, esterilizable 2018S

Registro SAGARPA

Andlisis garantizado (materia seca)
Proteina cruda (minimo)

Grasa cruda (minimo)

Fibra cruda (méaximo)

Actualizacion: 12 de abril de 2004

Exento

18%

5%

5%
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