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Descripcion general del estudio

Existen diferentes residuos agroindustriales con compuestos que pueden ser
extraidos y utilizados en diversos productos alimenticios y nutracéuticos, lo que
representa una alternativa innovadora para el aprovechamiento de estos residuos,
ofreciendo prevencion en distintos padecimientos tras su consumo. En este contexto,
las semillas de guayaba son consideradas un desecho, sin embargo, tienen un alto
contenido nutricional.

Por lo anterior, este trabajo tuvo como finalidad estudiar y evaluar el posible
aprovechamiento de las semillas de guayaba de dos especies (Psidium cattleianum
S.y Psidium guajava L.). De la primera especie Psidium cattleianum S. se llevo a cabo
su caracterizacion, ya que no existe informacion sobre una variedad mexicana. La
segunda parte de este estudio fue evaluar la alternativa de aprovechamiento y sus
efectos en la salud de la especie Psidium guajava L. en un modelo biolégico de
animales con disminucion en la secrecion de estrogenos lo que simula la condicion
fisioldgica de la menopausia en las mujeres, con el fin de determinar el impacto que
tiene su consumo en parametros fisioldégicos y bioquimicos. En relacién con lo

anterior, se presentan dos capitulos descritos a continuacion:

El capitulo 1, titulado “Caracterizacién de las semillas de guayaba fresa”, aborda la
caracterizacion de la semilla de guayaba fresa (Psidium cattleianum S.) de una
variedad mexicana, mediante el analisis quimico proximal, contenido de fitoesteroles,
asi como la identificacion y cuantificacion de acidos grasos mediante cromatografia

de gases.

En el capitulo 2, denominado “Efectos biolégicos mediados por HDL en ratas
ovariectomizadas suplementadas con semillas de Psidium guajava L.”, se llevo a cabo
la suplementacion con semillas de guayaba en pellets reformulados. Estos pellets se
administraron a un modelo animal de ratas ovariectomizadas con el fin de evaluar los
cambios en parametros fisioldgicos y bioquimicos mediados por las lipoproteinas de

alta densidad tras la disminucién de la secrecidn de estrogenos.
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Hipoétesis

El consumo de semillas de guayaba modifica parametros fisiologicos y bioquimicos

del plasma relacionados con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares,

mediados por las HDL en un modelo de ratas ovariectomizadas.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar los cambios bioquimicos vy fisiolégicos mediados por las lipoproteinas de alta

densidad, inducidos por la suplementacion con semillas de guayaba, para establecer

su efecto protector en ratas ovariectomizadas.

Objetivos especificos

1.

Caracterizar la semilla de la guayaba fresa mediante un analisis quimico
proximal y perfil de acidos grasos para conocer sus constituyentes.

Evaluar el perfil lipidico mediante técnicas colorimétricas enzimaticas en ratas
OVX antes y después de administrar la SG para evaluar si existen cambios
debidos a la suplementacion.

Evaluar el efecto de la suplementacion de las SG en la tension arterial en un
modelo de ratas OVX, mediante un sistema de presion arterial no invasivo para
conocer su efecto cardioprotector.

Caracterizar la composicion proteica y lipidica de las subpoblaciones de las
HDL generadas, a través del analisis densitométrico de geles tefidos
selectivamente para evaluar cambios generados tras la suplementacion.
Medir la actividad enzimatica de PON1, mediante cinética enzimatica para

determinar los cambios entre los grupos de experimentacion.
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Capitulo 1.
Caracterizacion de las
semillas de guayaba fresa



Resumen

La guayaba fresa (GF) es una especie originaria de Brasil, pero ampliamente
distribuida en Ameérica, incluyendo México, cuyo fruto se distingue por su alto
contenido de vitamina C y la presencia de polifenoles con actividad antioxidante.
Aunque el fruto ha sido estudiado por sus efectos benéficos, como la disminucion de
colesterol total, LDL y LDL oxidado, asi como por sus propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias y anticancerigenas, existe escasa informacion sobre la composicion
de sus semillas en variedades mexicanas, pese a que estas representan entre el 6 y
12% del peso del fruto y constituyen un subproducto con potencial aprovechamiento
para la salud. Para la realizacion del estudio, los frutos fueron recolectados en
Xicotepec de Juarez, Puebla, los cuales se lavaron, y se separaron, secaron y
molieron sus semillas, para determinar su composicion quimica proximal, contenido
de fitoesteroles y la identificacion y cuantificacion de &acidos grasos mediante
cromatografia de gases con detector de ionizacion de flama (GC-FID).

Los resultados mostraron que el principal componente de la semilla fue la fibra cruda,
con aproximadamente 72%, seguida de grasa (8.54%), proteina (5.16%), humedad
(11.59%) y cenizas (2.68%), ademas de un contenido relevante de fitoesteroles
(40.77%). En cuanto al perfil de acidos grasos, se identificaron nueve compuestos,
destacando el acido linoleico (78.87%) como el componente mayoritario, seguido del
acido oleico (9.69%), palmitico (7.83%) y estearico (3.61%). La semilla de GF mostr6
una composicién rica en fibra, acidos grasos poliinsaturados y fitoesteroles,
compuestos asociados con efectos benéficos en el metabolismo lipidico y la salud
cardiovascular. Estos hallazgos resaltan la posibilidad de valorizar este subproducto
agroindustrial como ingrediente funcional o nutracéutico, ademas de proporcionar
informacion base para compararla con Psidium guajava L. y seleccionar la especie
mas adecuada para su aplicacién en modelos bioldgicos enfocados en el estudio de

alteraciones metabdlicas.
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Abstract

Strawberry guava is a species native to Brazil, but widely distributed in the Americas,
including Mexico, whose fruit is distinguished by its high content of vitamin C and the
presence of polyphenols with antioxidant activity. Although the fruit has been studied
for its beneficial effects, such as reducing total cholesterol, LDL and oxidized LDL, as
well as for its antimicrobial, anti-inflammatory and anticancer properties, there is little
information on the composition of its seeds in Mexican varieties, despite the fact that
these represent between 6 and 12% of the weight of the fruit and constitute a by-
product with potential for use in health. For the study, the fruits were collected in
Xicotepec de Juarez, Puebla, which were washed, separated, dried and ground their
seeds, to determine their proximal chemical composition, phytosterol content and the
identification and quantification of fatty acids by gas chromatography with flame
ionization detector (GC-FID).

The results showed that the main component of the seed was raw fiber, with
approximately 72%, followed by fat (8.54%), protein (5.16%), moisture (11.59%) and
ash (2.68%), in addition to a relevant content of phytosterols (40.77%). Regarding the
profile of fatty acids, nine compounds were identified, highlighting linoleic acid
(78.87%) as the major component, followed by oleic acid (9.69%), palmitic acid
(7.83%) and stearic acid (3.61%). Mexican strawberry guava seed showed a
composition rich in fiber, polyunsaturated fatty acids and phytosterols, compounds
associated with beneficial effects on lipid metabolism and cardiovascular health.
These findings highlight the possibility of valuing this agro-industrial by-product as a
functional or nutraceutical ingredient, as well as providing basic information to
compare it with Psidium guajava L. and select the most suitable species for its

application in biological models focused on the study of metabolic alterations.
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1.1 Introduccién

La guayaba fresa (GF) (Psidium cattleianum S.) es un fruto nativo de Brasil; sin
embargo, se localiza también en otros paises de América, como México, ya que es
muy resistente y adaptable a climas subtropicales (Dantas et al., 2013). Sus frutos
tienen un diametro de 2.2 a 5 cm, con un peso inferior a 20 g; contienen un gran
numero de semillas, su pulpa es translucida y con un sabor muy semejante a la fresa
(Biegelmeyer et al., 2011). En cuanto a su composicion nutrimental, la guayaba fresa
es considerada una fuente rica en vitamina C y, en sus semillas, en acidos grasos
poliinsaturados (Luximon-Ramma et al., 2003; Biegelmeyer et al., 2011). Algunos de
estos acidos grasos presentes en el aceite de semilla de GF son necesarios para un
equilibrio en la salud fisiolégica y estan asociados a una reduccién en el riesgo de

desarrollar enfermedad cardiovascular y aterogénesis (Biegelmeyer et al., 2011).

Sin embargo, no hay muchos estudios sobre el efecto fisiologico de la GF, las
investigaciones se enfocan principalmente en su caracterizacion. Entre los principales
estudios encontrados, se reporta una disminucién en los niveles de colesterol total y
LDL, asi como reduccion de la proliferacion de células de cancer (Nora et al., 2014;
Im et al., 2012; Moon et al., 2011). De igual forma, se ha relacionado el contenido
polifendlico de la GF con efectos antiobesogénicos, anticancerigenos,
antimicrobianos y antiinflamatorios (Dos Santos et al., 2018; Pereira et al., 2021;
Medina et al., 2011).

Por lo que, el objetivo de este capitulo fue caracterizar la semilla de la GF de una
variedad mexicana mediante un analisis quimico proximal y perfil de acidos grasos,
con la finalidad de compararla con la composicion de la semilla de Psidium guajava
L. Lo anterior permitid seleccionar qué fruto resultaba mas conveniente para la
extraccion y suplementaciéon de sus semillas en un modelo bioldgico de ratas
ovariectomizadas, considerando criterios como el contenido de acidos grasos, asi

como el nivel de consumo, produccién y disponibilidad en México.
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1.1.1 Generalidades de la guayaba fresa

La GF (Psidium cattleianum Sabine), es un fruto perteneciente a la familia Myrtaceae,
se cultiva en huertos domésticos (Figura 1). Es una especie nativa de Sudamérica,
que se encuentra desde el noreste hasta el sur de Brasil, asi como en otros paises
de América (Franzon et al., 2009). Se consume fresca o procesada como en
mermeladas y jugos (Reissig et al., 2016; Santos et al., 2007). El fruto puede llamarse
de diversas formas, dependiendo de la zona donde se consuma; es conocido como
"araca" en Brasil y en otros paises de Latinoamérica, como GF, guayaba china,
guayaba purpura, guayaba roja, guayaba de cereza, entre otros (McCook-Russell et
al., 2012). El arbol de la GF es un pequefio arbusto perenne fructifero de 1-4 m de
altura, con forma ovoide u oblonga (Figura 1) y un peso inferior a 20 g, contiene un
gran numero de semillas, su pulpa es translucida, muy jugosa y con un sabor muy

semejante a la fresa (Biegelmeyer et al., 2011).

Hlllllllll

1|lfl|l‘ll‘”

2

inches l
centimeters 5

Figura 1. Fotografias de los frutos, hojas, tallo y flor de Psidium cattleianum Sabine.

1.1.1.1 Composicion y valor nutrimental

La GF destaca por su composicion quimica rica en diversos compuestos bioactivos.
Los estudios relacionados con el fruto han destacado el contenido nutricional en peso
fresco (Tabla 1) de la GF.
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Tabla 1. Composicion nutrimental de la GF por 100 g de fruto fresco.

Componentes Contenido

Contenido energético 26.8 kcal
Proteina 0.75-1.03 g
Lipidos 0.42-0.55¢g
Carbohidratos 4.32-10.01 g
Fibra dietética 3.87-6.14 g
Minerales 0.63-1.50 g
Agua 81.73-84.9 g

Fuente: Dos Santos Pereira et al., 2018.

La GF es considerada una fuente rica en vitamina C (200-242 mg/g) (Luximon-
Ramma et al., 2003); se ha demostrado que el consumo de 15 g de fruto total
proporciona mas de cuatro veces la ingesta diaria recomendada de vitamina C en
adultos (Dos Santos et al.,, 2018). También se ha destacado el alto contenido de
polifenoles (501.33 mg/100 g), en el que, ademas de flavonoides (100.20 mg/100 g),
el extracto presenta un alto contenido de proantocianidinas (2561 mg de cloruro de
cianidina/g). En cuanto a las semillas de GF, se puede encontrar un importante aporte
de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) (86.25%), entre los cuales destaca el acido
linoleico (75.42%), con potencial para la industria alimentaria y farmacéutica (Patel,
2012).

1.1.1.2 Efectos benéficos de la guayaba fresa en la salud

La guayaba es un fruto muy apreciado en México, sin embargo, el procesamiento de
los frutos resulta en la eliminacion de material considerado como residuo, tales como
cascaras y semillas (Qdais et al., 2010). Las semillas de guayaba corresponden al 6
al 12% del peso total del fruto y representan la mayor parte de los residuos, lo que
lleva a problemas relacionados con la contaminacion ambiental.

Los extractos de cascara y pulpa de GF han sido estudiados en el control de la
diabetes, enfocandose principalmente en su capacidad inhibitoria de la a-glucosidasa
después de la digestidon gastrointestinal (Vinholes et al., 2018) y su actividad
antioxidante (Ribeiro et al., 2014). Las hojas de P. cattleianum se utilizan en la

medicina popular como un agente antihemorragico, antiespasmadico y antidiarreico
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(Dos Santos Pereira et al., 2018). En modelos animales con hipercolesterolemia, se
ha reportado una disminucion de los niveles de colesterol total, LDL y del colesterol
LDL oxidado (c-LDLox) en plasma tras el consumo de guayaba fresa (Nora et al.,
2014). Por otra parte, se ha demostrado que el consumo de extracto de hojas reduce
la proliferaciéon de células de cancer de pulmén y de cancer gastrico humanas
mediante la induccion de apoptosis (Im et al., 2012; Moon et al., 2011). Otro estudio
donde se comprobd la funcionalidad de extractos de pulpa, encontrando una
reduccion en las tasas de supervivencia de las células de cancer probado en células
cancerosas humanas MCF-7 (mama) y Caco-2 (colon) (Medina et al., 2011).
Igualmente, en otro estudio se observd que el extracto de GF mostré un efecto
antifungico en aislados del género Candida spp. (Munieweg et al., 2023). Asimismo,
se ha relacionado el contenido polifendlico de la GF con efectos antiobesogénicos,
antimicrobianos y antiinflamatorios (Dos Santos et al., 2018; Pereira et al., 2021).
Entre sus compuestos polifendlicos, destaca la presencia de acido elagico, acido
galico, epicatequina, catequina y quercetina, asi como flavonoides, como las
antocianinas (Mallmann et al., 2020).

Sin embargo, este subproducto del procesamiento de los frutos puede ofrecer una

ventaja, ya que contiene aceite con diversas aplicaciones.
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1.2. Metodologia

1.2.1 Muestra

Los frutos maduros de GF y que no presentaron danos fisicos fueron recolectados
manualmente de la region de Xicotepec de Juarez, Puebla (20°16'35.6"N
97°57'48.7"W). Los frutos recolectados y seleccionados fueron congelados y
transportados, posteriormente se lavaron y desinfectaron, para realizar la separacién
de las semillas. Las semillas se lavaron con agua potable para eliminar la pulpa que
pudiera quedar adherida. Una vez limpias, se secaron a temperatura ambiente
durante 24 h, se molieron en un molinillo comercial de café y se almacenaron en un

congelador a -40 °C hasta su posterior utilizacion.

1.2.2 Identificacion botanica

Para llevar a cabo la identificacion de la GF, se proporcionaron muestras de flor, fruto,
hojas, cortezas y tallos, asi como fotografias de los arboles al personal del Herbario
HGOM en el Departamento de Biologia de la Universidad Auténoma del Estado de
Hidalgo, quienes apoyaron a la identificacion de las muestras proporcionadas, a
través de la revision de descripciones y claves botanicas, para posteriormente llevar

a cabo el montaje de ejemplares.

1.2.3 Analisis quimico proximal

La composicién quimica de las semillas de GF se determinaron por triplicado,
utilizando las metodologias oficiales de la AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) (AOAC, 2005). Los métodos utilizados fueron: humedad (método 925.09B),
grasa cruda (método 920.39), cenizas (método 942.05), proteina cruda (método
954.01), fibra cruda (método 978.10) y fibra dietética (método 985.29). El contenido
de carbohidratos (CHO) se estimé mediante un calculo simple de la diferencia de

peso.

1.2.4 Contenido de fitoesteroles

Para la determinacion de fitoesteroles se prepard un extracto, para lo cual se pesaron
2.5 g de muestra y 5 mL de una solucion 2:1 de diclorometano:metanol en un tubo de
ensayo Yy se llevaron a refrigeracion durante 12 h. Posteriormente, se tomaron 500 uL
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del extracto, se afadieron 200 yL de acido acético anhidro, agitandose durante 30 s
en un vortex, a continuacion, se afiadieron 25 pL de acido sulfurico concentrado y se
agité continuamente durante un minuto. La mezcla se dejo reposar durante 5 min a
temperatura ambiente y se llevd a un volumen de 5 mL con cloroformo. Antes de 20
min, se determind la absorbancia a una longitud de onda de 640 nm en un

espectrofotometro UV-vis (Araujo et al., 2013).

1.2.5 Extraccion de acidos grasos

La metodologia seguida para la extracciéon de los acidos grasos fue la reportada por
Anorve-Morga et al., (2015) con algunas modificaciones. Los lipidos se extrajeron
colocando 2.5 g de muestra y 5 mL de una solucion 2:1 de diclorometano:metanol en
un tubo de ensayo y se llevaron a refrigeracion durante 12 h. Una vez transcurrido el
tiempo, se utilizaron tubos de ensayo los cuales se llevaron a masa constante, para
afadir 1 mL del extracto y posteriormente se llevaron a evaporacion los solventes en
bafio de Maria durante una hora a una temperatura de 45 °C. De cada tubo se
tomaron alicuotas de 500 pL del extracto etéreo y se transfirieron a otro tubo para su

posterior metilacion.

1.2.5.1 Metilacion de los acidos grasos

Con el fin de obtener los ésteres metilicos de acidos grasos, el extracto lipidico
concentrado se sometio a una transesterificacion acida. Para lo cual, a cada tubo que
contenia 500 uL de extracto etéreo, se adiciond 1 mL de BF3:MeOH (12.5:100; v/v) y

se calentd en un bafio termostatizado aproximadamente a 100 °C durante 10 min.

Posteriormente, el contenido se lavd 2 veces adicionando 1 mL de hexano y 1 mL de
agua saturada de hexano, con el fin de obtener los ésteres metilicos de acidos grasos
con mayor pureza; de esta manera, se cambid la polaridad de la mezcla para separar

los compuestos hidrofilicos de los hidrofdbicos.

Los tubos se agitaron enérgicamente con la ayuda de un vortex durante 2 min,
después se centrifugaron durante 10 min, obteniendo asi dos fases; la fase acuosa
(inferior) la cual fue desechada, ya que alli se encontraban extraidas las impurezas
de la mezcla, y la fase lipidica (superior), donde se encontraban los ésteres metilicos

de acidos grasos, se lavaron con 2 mL de agua saturada de hexano para eliminar de
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manera total los compuestos hidrofilicos, nuevamente se desecho la fase acuosay la
fase lipidica se mantuvo en congelacion (-40 °C) aproximadamente durante 5 h con
el fin de eliminar los restos de agua generados en la mezcla por medio de la

congelacion.

Luego de retirar los tubos del congelador, se vacié el contenido liquido (ésteres
metilicos de acidos grasos) en un vial de inyeccion de 1.5 mL con fondo V y se
completé el volumen con 500 uL de diclorometano (CH2Cl2), para redisolver los

ésteres metilicos de acidos grasos.

1.2.5.2 Identificacion y cuantificacion de acidos grasos

La identificacion y cuantificacion de los acidos grasos se llevo a cabo por
cromatografia de gases, inyectando 1 uL de la solucién previamente obtenida en un
cromatégrafo (Perkin Elmer, modelo autosystem XL) equipado con un detector de
ionizacion de flama (FID), la columna utilizada para el analisis fue de capilar polar (SP
TM-2560, 75 m x 0.18 mm de diametro interno x 0.14 mm grosor de Supelco®). La
inyeccion se realizé en modo splitless, utilizando nitrégeno como gas portador a un
flujo de 1 mL/min. La temperatura del inyector se mantuvo en 230 °C y la del detector
en 250 °C.

El gradiente fue de 4 °C/min desde una temperatura inicial de 150 °C hasta 214 °C,
manteniendo esta condicion durante 2 min; posteriormente, se incrementé a 2.5

°C/min hasta 244 °C y finalmente se mantuvo por 5 min.

La identificaciéon de los acidos grasos se realiz6 mediante la comparacion de los
tiempos de retencion de una mezcla comercial patron de acidos grasos (FAMEMix
C4-C24, Supelco®) de concentracion previamente conocida, inyectada con la
muestra correspondiente. La cuantificacion se realizd mediante una curva de

calibracion y por interpolacion.
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1.3 Resultados y discusién

1.3.1 Identificaciéon botanica

Se llevo a cabo la identificacion de las muestras de flor y fruto de la GF, en la que se
corrobord que ambas corresponden a Psidium cattleianum Sabine (Myrtaceae). Una
muestra de flor y una de fruto, se depositaron en el Herbario HGOM, con nombre del

colector y numero de voucher como: L.M. Ramirez-Melo #1 (fruto) y #2 (flor) (HGOM).

| Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo
| Herbario del Centro de Investigaciones Bloﬁéglws

suplementacid can Psidium cattleianurm,..

Psidium cattleianum
[ Myrtaceae
México Edo: Puebla Mpio: Xicotepec de Judrez
Xicotepec
Latitud: 20"16°35.5"  Longitud: 97°57°48.3"  Altitud: 800 m
Bosque mesdfilo de montana

| Arbol perennifolio, corteza desprendible; hojas verdes brillantes en
haz ry verde mas claro y opaco en envés; flores son blancas: olor %
sabor de fruto caracteristico a guayaba con acidez semejante a fresa
Ejemplar en fruto

L.M. Ramirez-Melo 4 2
Fecha col.: 04/03/2023 g, colecta: LM. Ramirez-Melo

verif.: Claudia Hornung Leon

Det.: Lisette Monsibaez R
-

Figura 2. Identificacién botanica del fruto de Psidium cattleianum Sabine.
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1.3.2. Caracterizacion de las semillas de GF

En la Tabla 2, se muestran los resultados del analisis de la composicidon quimico
proximal de la variedad GF recolectada en Xicotepec de Juarez, Pue., la cual tiene
como componente principal la fibra cruda, en una proporcién aproximada del 72%.
Estos resultados de la variedad mexicana fueron diferentes a los hallazgos en un
estudio de semillas de guayaba (Psidium myrtaceum) (El Anany, 2013), que reportd
valores bajos para fibra cruda (46.2£10.27%), humedad (8.06+£0.31%), ceniza
(1.43£0.05%) y niveles altos de proteina (8.4110.24%) y extracto de éter
(15.35+0.41%).

Cabe resaltar que no hay estudios sobre los compuestos de la GF en México;

unicamente hay estudios realizados sobre la variedad de Brasil.

Tabla 2. Analisis quimico proximal y fitoesteroles de la semilla de GF.

Componentes Contenido (%)
Proteina 5.161£0.17
Grasa 8.54+0.27
Fibra Cruda 71.96+1.38
Humedad 11.5940.13
Cenizas 2.68+0.09
Fitoesteroles 40.77+1.61

Media + desviacion estandar. SGF: Semilla de guayaba fresa.

1.3.3 Identificacion y cuantificacion de acidos grasos

En la Figura 3 se observa el cromatograma obtenido del analisis por cromatografia de
gases (GC-FID), donde se aprecian nueve picos de acidos grasos identificados como:
acido palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1n9c), linoleico (C18:2n6c),
araquidonico (C:20), gamma linolénico (C18:3n6c¢c), linolénico (C18:3n3c),

heneicosanoico (C21:0) y eicosanoico (C20:2).
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Figura 3. Cromatograma de los acidos grasos de las semillas de guayaba fresa obtenido mediante
cromatografia de gases (GC-FID).

En cuanto a la cuantificacion de los cuatro acidos grasos mas abundantes del aceite
de semilla de GF (Tabla 3), esta compuesto por AGPI, predominantemente, acido
linoleico (C18:2n6c; omega-6) y acidos grasos monoinsaturados (AGMI)
principalmente acido oleico (C18:1n9c; omega-9). Los AGPI se encuentran en
cantidades grandes en los aceites de semillas de arboles y presentan una alta
actividad antioxidante lipofilica que es altamente susceptible a la oxidacion, lo que

conduce a la autooxidacion o rancidez (Prommaban et al., 2020).

Tabla 3. Composicion de acidos grasos del aceite de las semillas de GF.

Acido graso Contenido (%)
Palmitico (C16:0) 7.83+0.14
Estearico (C18:0) 3.61+0.04
Oleico (C18:1n9c) 9.69+0.11

Linoleico (C18:2n6c¢) 78.87+0.66

Media + desviacion estandar.

24



Dos Santos Pereira et al., (2018) reportaron resultados similares en una variedad
brasilefia de guayaba fresa roja, observando valores ligeramente mas altos en el
acido palmitico (9.12+2.12%), estearico (4.63+0.40%) y oleico (10.83£0.99) y mas
bajos en el linoleico (75.42+3.50%) en comparacion con la muestra mexicana en este
estudio. Estas diferencias pueden deberse a la ubicacion geografica de origen, el
tiempo de cosecha, el clima, los procesos de secado y la técnica de extraccion

empleada, principalmente (Heryanto et al., 2017).

Las semillas de guayaba pueden tener entre el 10 y el 16% de aceite, dependiendo
de las condiciones de crecimiento del fruto y de su procesamiento (Nicanor et al.,
2001; Nicanor et al., 2006). La presencia de compuestos bioactivos como AGPI y
fitoesteroles en estos aceites extraidos de semillas de frutos, en conjunto, puede tener
una funcién biolégica importante o un papel relevante en ciertas patologias; ademas,
puede utilizarse para mejorar las caracteristicas reoldgicas y sensoriales de algunos

productos alimenticios (Kapoor et al., 2020b).
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1.4. Conclusiones

La variedad mexicana de GF presenta una diferencia particularmente notable
respecto de la brasilefia por su alto contenido de fibra en sus semillas, lo que podria
sugerir aplicaciones como la elaboraciéon de un suplemento con aporte de acidos
grasos insaturados y posibles efectos benéficos para la salud. Sin embargo, existe
una limitacién ya que la produccion de este fruto en México aun es baja y poco
conocida. Por lo anterior, sus posibles efectos en condiciones fisioldgicas especificas

no han sido ampliamente explorados.
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Capitulo 2. Efectos biologicos
mediados por HDL en ratas
ovariectomizadas suplementadas

con semillas de Psidium guajava L.
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Resumen

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) se consideran particulas cardioprotectoras
debido a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, entre otras, que, a su vez,
estan relacionadas con la calidad y la cantidad de sus componentes. Estos
componentes pueden verse modificados por diversos factores, entre los que destacan
la dieta y el género, este ultimo, asociado a las hormonas sexuales. El cese en la
secrecion de estrogenos esta caracterizado por cambios fisiolégicos, metabdlicos y
bioquimicos que aumentan el riesgo de desarrollar enfermedades marcadas por una
desregulacion de procesos inflamatorios y metabdlicos, como el metabolismo de la
glucosa y de los lipidos. Por otra parte, Psidium guajava L., guayaba, es un fruto
ampliamente cultivado en México que tiene un alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados y de fibra dietética insoluble en sus semillas, pero existen escasos
estudios sobre su efecto en la salud. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
de la suplementacion con semillas de guayaba sobre el peso corporal, presion arterial,
perfil lipidico, cambios en la composicion de HDL y actividad arilesterasa de
paraoxonasa-1 (PON1) en un modelo de ratas ovariectomizadas. Cuatro grupos de
seis ratas Wistar adultas se clasificaron de la siguiente forma: grupo SHAM: ratas con
ovariectomia simulada; grupo OVX: ratas con ovariectomia; grupo OVX+SG: ratas
suplementadas con 6 g de semillas de guayaba; grupo OVX+SDG: ratas
suplementadas con 6 g de semillas de guayaba desgrasadas. Se determinaron los
parametros bioquimicos, el tamafo y la concentracion lipidica de las subclases de
HDL, la composicion proteica de las HDL y la actividad de PON1. Después de un mes
de suplementacion con 6 g de SG, se observd una disminucién de la ganancia de
masa corporal, de la presion arterial sistdlica y media, y de la concentracion
plasmatica de triglicéridos y fosfolipidos. Estos resultados podrian atribuirse al
contenido de fibra dietética y a la composicién lipidica de las semillas, lo que sugiere
un efecto protector frente al riesgo de desarrollar enfermedades en la etapa de la

menopausia o en condiciones de bajos niveles plasmaticos de estrégenos.
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Abstract

High-density lipoproteins (HDLs) are considered cardioprotective molecules,
associated with antioxidant and anti-inflammatory properties, among others, which are
related to the quality and quantity of their components, which can be modified by
factors such as diet and gender. Menopause is a stage in a woman'’s life characterized
by the cessation of ovarian estrogen secretion, accompanied by physiological,
metabolic, and biochemical changes that increase the risk of diseases caused by
deregulation of inflammatory and metabolic processes, such as glucose and lipid
metabolism. Guava, a fruit widely grown in Mexico, contains high levels of
polyunsaturated fatty acids and insoluble dietary fiber in its seeds, yet few studies have
examined its health effects. The aim of the study was to evaluate the effect of guava
seed supplementation on body weight, blood pressure, lipid profile, HDL composition,
and paraoxonase-1 (PON1) activity in an ovariectomized rat model. Four groups of six
adult Wistar rats were classified as follows: SHAM group: rats with simulated
ovariectomy; OVX group: rats with ovariectomy; OVX+SG group: rats supplemented
with 6 g of guava seeds; OVX+SDG group: rats supplemented with 6 g of defatted
guava seeds. The biochemical parameters, size, and lipid concentration of HDL
subclasses, protein composition of HDL and PON1 activity were determined. At the
end of the experiment, the supplemented groups showed decreases in body weight
gain, systolic blood pressure, mean blood pressure, plasma triglycerides, and
phospholipids. Supplementation with 6 g of guava seeds for 30 days reduced
biochemical parameters in ovariectomized rats; these results could be attributed to the
seeds' composition, suggesting a protective effect against disease risk in menopausal

stage or reduction of plasma levels of estrogens.
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2.1 Introduccién

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares, que son medios de transporte
para los lipidos en el torrente sanguineo, y se clasifican principalmente de acuerdo
con su densidad de flotacion en 5 tipos: quilomicrones (Qm), lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Ramirez-Melo et al.,
2025; Estrada-Luna et al., 2018). Para este estudio, son de interés las HDL, ya que
se han considerado durante mucho tiempo particulas cardioprotectoras, atribuido a
sus propiedades asociadas a su composicion quimica (Riggs & Rohatgi, 2019). En
este sentido, se han identificado cinco subpoblaciones de HDL que pueden
clasificarse segun su tamafo y densidad, siendo las mas grandes y menos densas
las HDL2b y HDL2a, y las subpoblaciones mas pequefias y densas, las HDL3a,
HDL3b y HDL3c (Camont et al., 2013).

Se ha descrito que la composicion estructural de las HDL y sus subpoblaciones
pueden ser modificadas por la interacciéon con compuestos bioactivos de alimentos
funcionales, mejorando su papel cardioprotector (Dorantes-Morales et al., 2020). Por
otra parte, en estudios poblacionales en mujeres que atraviesan la menopausia, se
ha observado un incremento del riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares
asociado a la deficiencia de estrogenos (Nappi & Simoncini, 2021; Pan et al., 2022).
Asimismo, se ha observado que la introduccién de componentes bioactivos en la dieta
de estas mujeres tiene efectos beneficiosos en la salud (Tardivo et al., 2015),
principalmente en el metabolismo lipidico, aumentando la concentracion plasmatica
de HDL (Oh et al., 2024). De igual forma, el lipidoma y el proteoma de las HDL también
se ven afectados por la deficiencia de estrogenos, lo que puede comprometer las
propiedades cardioprotectoras de estas lipoproteinas, sugerir su disfuncionalidad y
afectar su calidad (ElI Khoudary et al., 2021; Lehti et al., 2025). En este sentido, uno
de los alimentos con alto contenido de compuestos bioactivos con efectos positivos
en la salud, es el fruto de la guayaba (Psidium guajava L.). La guayaba es un fruto
perteneciente a la familia Myrtaceae y es altamente producida en México, ocupando
el tercer lugar a nivel mundial (SIAP, 2024). Durante el procesamiento de este fruto
se obtiene como producto primario la pulpa y como subproductos las semillas y
cascara (Martinez et al., 2012), las cuales pueden representar hasta el 30% del
volumen del fruto fresco (Hidalgo et al., 2015). Por sus propiedades sensoriales y un
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alto contenido de compuestos bioactivos, todas las partes de este fruto tienen el
potencial de integrarse en alimentos procesados saludables (da Silva Lima et al,,
2019). En su composicion, el fruto de la guayaba destaca por su alto contenido de
vitamina C, mientras que, en sus semillas, sobresale su contenido de AGPI (Uchba-
thomaz et al., 2014). Se sabe que los AGPI (especificamente omega-3) se han
probado en estudios controlados para reducir el riesgo de cancer (Saini & Keum,
2018), enfermedades cardiovasculares (ECV) (Keaney & Rosen, 2019), debido a su
capacidad para disminuir la inflamacion (Saini & Keum, 2018), colesterol de LDL (c-
LDL) (Mensink et al., 2003), resistencia a la insulina, presion arterial e indice de masa
corporal (Simopoulos, 2016). Sin embargo, existen pocos estudios sobre el efecto de
la semilla de guayaba en las enfermedades cardiometabdlicas. Por lo tanto, el objetivo
de este estudio fue evaluar los cambios en la composicion quimica de las HDL en

ratas ovariectomizadas suplementadas con semillas de guayaba.
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2.1.1 Generalidades de las lipoproteinas

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares pseudomicelares compuestos por
un nucleo de lipidos no polares, como ésteres de colesterol, triglicéridos y cantidades
pequeias de vitaminas liposolubles, que hacen que el nucleo sea altamente
hidrofébico, y una superficie que se compone de lipidos anfipaticos como el colesterol
libre, fosfolipidos y por un conjunto de proteinas llamadas apolipoproteinas (apo) que
estabilizan las lipoproteinas (Estrada-Luna et al., 2018; Segrest et al., 2001). La forma
mas comun de clasificar las lipoproteinas es por su densidad: quilomicrones (Qm)
(<0.94 mg/mL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL,1.006-1.019 mg/mL),
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, 1.019-1.063 mg/mL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL, 1.063-1.12 mg/mL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL,1.12-1.21
mg/mL); sin embargo, también pueden ser clasificadas por su movilidad
electroforética y tamafio (Ramirez-Melo et al., 2025). Dentro de estas lipoproteinas,
las LDL son importantes transportadores de colesterol, las cuales se unen a
aproximadamente el 60% del colesterol sérico total y es transportado a los tejidos
extrahepaticos. El colesterol forma parte de la membrana plasmatica o puede
convertirse en varios metabolitos, como las hormonas esteroides (Liang et al., 2023).
El c-LDL se considera uno de los principales factores de riesgo para trastornos
cardiovasculares, principalmente debido a su acumulacion de particulas en el
subendotelio de las arterias, formando una placa que es un depdsito grueso y duro
que puede obstruir las arterias, comprometiendo asi su flexibilidad, proceso fisiolégico
clave en la formacion de aterosclerosis (Knuuti et al., 2020; Khatana et al., 2020;
Nichols, 2013). Por el contrario, las HDL juegan un papel clave en la prevencién de la
aterosclerosis, relacionado a su tamafio y composicion fisicoquimica (Khatana et al.,
2020).

2.1.1.1 Estructura y composicion de las HDL

Las HDL son particulas complejas que se han considerado durante mucho tiempo
como lipoproteinas cardioprotectoras, por sus propiedades antiaterogénicas (Riggs &
Rohatgi, 2019). Estas particulas tienen un tamafo medio de 8-10 nm, y
apolipoproteinas, principalmente apo Al y apo All (Estrada-Luna et al., 2018; Ramirez-
Melo et al., 2025).
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Las HDL poseen una remodelacion intravascular por accion de enzimas como la
lecitina: colesterol aciltransferasa (LCAT), y por proteinas de transporte como la
proteina de transporte de fosfolipidos (PLTP) y la proteina de transporte de ésteres
de colesterol (CETP), lo que da lugar a varios tipos de HDL con diferentes formas,
tamafos, composiciones y cargas (Zannis et al., 2015). Se han identificado cinco
subpoblaciones de HDL que pueden clasificarse de acuerdo con su tamafio y
densidad, siendo las mas grandes y menos densas las HDL2b (9.7-13.0 nm; 1.063-
1.100 g/mL), HDL2a (8.8-9.7 nm; 1.100-1.125 g/mL), y las subpoblaciones mas
pequefas y densas que son las HDL3a (8.2-8.8 nm; 1.125-1.147 g/mL), HDL3b (7.8-
8.2 nm; 1.147-1.154 g/mL) y HDL3c (7.2-7.8 nm; 1.154-1.203 g/mL) (Warnick et al.,
2006). Estas cinco subpoblaciones presentan patrones distintos en la distribucion de
sus compuestos proteicos y lipidicos. Se ha descrito que su composicion
fisicoquimica, podria predecir su papel ateroprotector (Badimon & Vilahur, 2014;
Boyce et al., 2017). Existe una controversia entre cuales de estas subpoblaciones son
mas cardioprotectoras, ya que algunos estudios previos han reportado que la familia
de las HDL3 esta asociada con propiedades vasoprotectoras y son las principales
responsables de la asociacion inversa entre colesterol de HDL (c-HDL) y ECV, en
contraste a las particulas HDL2 (Chen et al., 2024; Joshi et al., 2016). Mientras que
otros trabajos, han sugerido que los niveles de particulas pequefias de HDL3
aumentan significativamente en individuos hipertrigliceridémicos y se correlacionan
directamente con el grado de hipertrigliceridemia (Murakami et al., 1995). Igualmente,
se han reportado alteraciones en la distribucion de las subpoblaciones de HDL en
pacientes con infarto de miocardio o accidente cerebrovascular isquémico, asi como
en mujeres con obesidad, con mayores niveles de particulas pequefias y menores de
particulas grandes (Zeljkovic et al., 2010; Stadler et al., 2021). Una posible explicacion
de la inconsistencia en los resultados es que las HDL no solo cambian de forma y
tamafno a medida que se metabolizan en el organismo, sino que las proteinas y los
lipidos que transportan también se transfieren entre diferentes particulas (Chen et al.,
2024).

Las particulas de HDL consisten en aproximadamente 85-95 proteinas distintas y en
cientos de subtipos de lipidos (Shah et al., 2013). Una proteina clave presente en la
mayoria de las particulas HDL es la apolipoproteina Al (apo Al), que constituye el 70%
de su contenido proteico y es responsable de proporcionar una considerable

integridad estructural a las particulas HDL. En conjunto con la apo All, Cll y CIII,
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actuan como cofactores para las enzimas involucradas en el metabolismo de los
lipidos (Davidson & Thompson, 2007; Murphy, 2013). Apo E y apo J también son
componentes estructurales de la particula HDL y desempefian papeles importantes
(Bonizzi et al., 2021).

Las principales clases de lipidos que se encuentran en la HDL incluyen en gran
medida fosfolipidos, los cuales cubren del 20-25% de su masa, seguidos por ésteres
de colesterol, esfingolipidos como la esfingomielina, triglicéridos y colesterol libre
(Kontush & Lhomme, 2015). Entre los fosfolipidos que se encuentran en mayor
proporcion estan la fosfatidilcolina, seguida de la lisofosfatidilcolina y de los
plasmaldgenos, y, en menor abundancia, la fosfatidiletanolamina, el fosfatidilinositol,
la fosfatidilserina, la fosfatidilglicerol, el acido fosfatidico y las cardiolipinas (Kontush,
Lhomme & Chapman, 2013). El lipidoma humano es altamente dinamico y esta
influenciado por factores intrinsecos como la genética, regulacion hormonal y
envejecimiento, y extrinsecos como la dieta, la microbiota intestinal y el estilo de vida
(Casas et al., 2025). La ingesta dietética es un factor importante y modificable que
proporciona directamente precursores de lipidos y modula las vias metabdlicas. En
particular, los acidos grasos y los alimentos ricos en lipidos alteran significativamente
los perfiles lipidomicos humanos al modificar la composicion y el metabolismo de
varias especies de lipidos, como triglicéridos, esfingolipidos y AGPI (Quehenberger &
Dennis, 2011; Beloribi-Djefaflia et al., 2016). En conjunto, todos estos componentes

presentan diversas propiedades, como las que se describen a continuacion.

2.1.1.2 Funciones de las HDL

La regulacion de la respuesta inflamatoria por parte de las HDL se asocia a su
capacidad de HDL para limitar la expresion de las moléculas de adhesién endotelial
en respuesta a la inflamacion como la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1),
la molécula de adhesion de células vasculares-1 (VCAM-1), y una variedad de
selectinas, asi como para prevenir la migracién de monocitos y células T en la pared
vascular (Chiesa et al., 2019; Pirillo et al., 2019; Keul et al., 2019). Asimismo, las HDL
poseen actividad antitrombdtica debido a sus efectos sobre la via de sefalizacion
prostaciclina (PGlz2), la cual previene la desgranulacion, la activacion y la agregacion
de plaquetas mediante la activacion del adenilato ciclasa (Vane & Corin, 2003; Mineo

et al., 2006). Las particulas HDL promueven la expresién de la ciclooxigenasa-2
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(COX-2), que, a su vez, aumenta considerablemente la sintesis de prostaciclina en
las células endoteliales (Karathanasis et al., 2017). Mediante la inhibicion de la
induccion de proteasa similar a CPP32, el HDL reduce la actividad del factor-alfa de
necrosis tumoral (TNF-a) y disminuye la apoptosis de las células endoteliales (Sugano
et al., 2000). lgualmente, las HDL exhiben actividad antidiabética y participan en la
regulacion de la homeostasis de la glucosa, estimulando la secrecién de insulina por
las células de los islotes (Yalcinkaya et al., 2020; Ganijali et al., 2017; Siebel et al.,
2015). Ademas, las particulas HDL promueven el transporte reverso de colesterol
(TRC), definido como el proceso por el cual el colesterol sale de las células de los
tejidos periféricos (incluidas las células espumosas en las placas ateroscleréticas),
entra en la circulacion y se excreta en las heces. El efecto protector cardiovascular de
HDL se ha atribuido convencionalmente a su capacidad para actuar como aceptor del
colesterol en las células y como portador del colesterol en la via TRC, incluida la
entrega al higado (Ouimet et al., 2019).

Otra propiedad importante de las HDL es su actividad antioxidante, ya que inhiben la
oxidacion de las LDL en el espacio subendotelial mediante la enzima paraoxonasa-1,
la cual se asocia fisicamente con las HDL circulantes y con la apo Al (Litvinov, Mahini
& Garelnabi, 2012).

La PON1 es una esterasa sintetizada en el higado y secretada en la sangre, asociada
principalmente a las HDL, que posee la capacidad de neutralizar fosfolipidos oxidados
e hidroxiperoxidos presentes en las LDL oxidadas y en las mismas HDL (Zanini et al.,
2021).

La actividad de la PON1 esta influida por varios factores, entre ellos la alimentacion.
Estudios in vivo han mostrado un aumento de la actividad y/o expresion de la PON1
tras la suplementacion con vitamina C (Kunes et al., 2009), polifenoles (Rosenblat et
al., 2015; Sirca et al., 2024) y acidos grasos poliinsaturados (Calabresi et al., 2004).
Otro factor importante es el género, ya que la actividad de esta enzima es mayor en
las mujeres que en los hombres, lo cual se atribuye a los esteroides sexuales (Sirca
et al., 2024). El estradiol aumenta la actividad de PON1 independientemente de la
sintesis de proteinas PON1 en el higado (Ahmad & Scott, 2010), por lo que, al
disminuir esta hormona en las mujeres en la etapa de menopausia, se incrementa el
riesgo de desarrollar enfermedades (Ritta et al., 2019). El cese de la secrecion de
estrégenos, relacionado con la edad y el desarrollo del foliculo ovarico (menopausia),

y la extirpacién quirurgica de los ovarios (ooforectomia) generan cambios en el
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metabolismo de moléculas de importancia fisiologica (Stuenkel et al., 2015). En
algunos estudios, se han utilizado modelos animales, principalmente roedores
ovariectomizados, que se asemejan a las mujeres posmenopausicas con mayor
riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas (Lee et al., 2025; Ajaghaku et al.,
2025; Silva et al., 2025; Choi et al., 2025).

2.1.2 Cambios durante la menopausia

La menopausia es un periodo en la vida de la mujer, entre los 45 y los 55 afos, que
se caracteriza por el cese permanente de la menstruacion (Ko & Kim, 2020) y la
disminucién de la produccidon de estrogenos (Cervellati & Bergamini, 2016). La
menopausia esta precedida por una etapa en la que las mujeres experimentan un
ciclo menstrual irregular, conocida como perimenopausia, que implica el cese de la
produccion de ovocitos en los ovarios (Potter et al., 2018). Durante esta transicion,
las mujeres presentan numerosos signos y sintomas, asi como cambios fenotipicos,
metabdlicos y bioquimicos que aumentan el riesgo de desarrollar enfermedades del
sistema musculoesquelético, cutaneas y cardiovasculares, asi como trastornos
relacionados con el sistema nervioso central, entre otros, ocasionados por la pérdida
de foliculos ovaricos que segregan estrogenos (Nappi & Simoncini, 2021; Pan et al.,
2022). Las hormonas sexuales (estrégenos, andrégenos y progestagenos) modulan
el metabolismo de los lipidos, lo que influye en la sintesis, distribucion y depuracién

de las especies lipidicas (Casas et al., 2025).

2.1.2.1 Estrégenos

Existen cuatro formas de estrogenos enddégenos: estrona (E1), estradiol (E2), estriol
(E3) y estetrol (E4) (Dong et al., 2025). Durante la vida fértil de una mujer, el nivel
promedio de estrégeno total en sangre es de 100-250 pg/mL; sin embargo, la
concentracion de E2 disminuye hasta 10 pg/mL en la postmenopausia, mientras que
E1 se convierte en el estrégeno enddégeno predominante (Cervellati & Bergamini,
2016). Sin embargo, en esta etapa, la E2 sigue produciéndose en sitios
extragonadales a partir de la aromatizacion de andrégenos, donde actua localmente
de manera autécrona o paracrina (Simpson et al., 2005; Xu et al., 2022). Se ha
reportado que existe una relacion entre el E2 y el control de varias funciones
metabdlicas como la sensibilidad a la insulina, el transporte de lipidos, los procesos

inflamatorios y protrombdticos, y la presion arterial en mujeres menopausicas (Lobo
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et al., 2014; Patel, 2017). Se sabe que el estrégeno promueve la vasodilatacion y una
presién arterial mas baja, por lo que, tras la pérdida de estrégeno durante la
menopausia, se incrementa el riesgo de hipertension en las mujeres

posmenopausicas (Marimoto & Ichihara, 2023).

2.1.2.2 Estrogenos y HDL

Otro efecto bioldgico de los estrogenos se encuentra relacionado con el perfil lipidico,
en un estudio comparativo en mujeres premenopausicas y posmenopausicas se
encontré que el primer grupo presentd una concentracion baja de los niveles de
colesterol total y c-LDL, asi como una concentracion mas elevada de HDL (Zaw et al.,
2018), el tener niveles bajos de estrégenos, se asocia con un cambio hacia un
lipidoma mas aterogénico (Nogueira et al., 2018). Sin embargo, la evidencia con
respecto a la relacion entre el estado menopausico y las lipoproteinas,
especificamente sobre las HDL ha sido inconsistente; algunos autores mencionan un
aumento en los niveles de c-HDL, otros describen una disminucion, mientras que
otros informan que no hay cambio (Li et al., 2021; Collins, 2008; Zhou et al.,
2010). Varios estudios han sugerido que las mujeres posmenopausicas presentan un
nivel mas alto de apo Al, a pesar de la disminucién de c-HDL (Matthan et al., 2005;
Matthews et al., 2009; Matthews et al., 2017). Estos resultados sugieren que la
menopausia es un evento critico en la vida de una mujer que puede modificar la
concentracion y la calidad del HDL, y que puede ser altamente heterogénea e
interindividual (Li et al., 2021; El Khoudary et al., 2018).

Habitualmente, se sugiere iniciar la terapia de reemplazo hormonal en las mujeres

menopausicas y postmenopausicas para aliviar los efectos de estas etapas.

2.1.2.2 Tratamientos farmacoldgicos y no farmacolégicos para la menopausia

Algunos de los signos y sintomas de la menopausia se tratan comunmente con terapia
de reemplazo hormonal, que consiste en el uso de estrégeno para las mujeres con
ovarios y utero extirpados, o de estrégeno combinado con una progestina para
aquellas cuyo endometrio permanece. Se ha descrito que los beneficios de la terapia
hormonal sobre las concentraciones plasmaticas de lipidos generalmente son muy
rapidos y satisfactorios (Naftolin et al., 2019), sin embargo, existe controversia en
cuanto a estos resultados. Previamente se ha reportado que las mujeres que reciben

terapia de reemplazo hormonal tienen aproximadamente una reduccién del 50% en
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las enfermedades cardiovasculares (Stampfer et al., 1991), sin embargo, actualmente
no se ha esclarecido el papel sobre los efectos adversos desarrollados tras su
consumo, como el incremento en la tasa de cancer de mama y otros tipos de cancer,
asi como eventos cardiovasculares (Bhupathiraju et al., 2017; Reslan & Khalil, 2012;
Rossouw et al., 2002). Debido a los riesgos para la salud asociados a la terapia
hormonal, muchas mujeres no pueden o deciden no usarla (Paciuc, 2020). Como
consecuencia, muchas mujeres se han inclinado hacia la medicina complementaria y
alternativa (CAM) para aliviar los sintomas relacionados con la menopausia (Posadzki
et al., 2013). CAM se refiere a un amplio conjunto de practicas sanitarias que no
forman parte del sistema sanitario actual (Dehghan et al., 2022). Los estudios han
demostrado que tratamientos con productos a base de hierbas como la manzanilla
(Khalesi et al., 2019), curcumina (Ataei-Almanghadim et al., 2020), toronijil (Melissa
officinalis) (Shirazi et al., 2021), germen de trigo (Ataollahi et al., 2015), hinojo
(Foeniculum vulgare) (Lee et al., 2018), raiz de valeriana (Mirabi & Mojab, 2013),
jengibre (Taavoni et al., 2017), semillas de lino (Ghazanfarpour et al., 2016), e
isoflavonas de soya (Ahsan & Mallick, 2017) afectaron los sintomas fisicos y
psicologicos, ademas de reportar tasas mas bajas de enfermedades

cardiovasculares.

2.1.4 Psidium guajava L.

La guayaba es un fruto perteneciente a la familia de las Mirtaceas (Myrtaceae), del
género Psidium y especie guajava, muy resistente debido a su adaptabilidad (Begum
etal., 2002). En México se cultivan distintas variedades como la guayaba china, media
china y criolla (SIAP, 2024).

La composicion de la guayaba ha sido ampliamente descrita, y se ha mencionado que
depende significativamente de la variedad, su fase de madurez y estacion en que se
recolecta (Jimenez-Escrig et al., 2001; Joseph & Priya, 2011; Naseer et al., 2018;
Fontaneri et al., 2008; Uchba-thomaz et al., 2014; El Anany, 2015). La guayaba tiene
un contenido bajo de carbohidratos (4.2-13.2%), grasas (0.4-0.7%) y proteinas (0.8-
1.5%), ademas de un contenido alto de agua (74-87%) (Jiménez-Escrig et al., 2001;
Medina & Pagano, 2003). En cuanto a minerales, destaca el contenido de hierro,
potasio, fosforo y calcio, asi como su alto valor de las vitaminas Ay C (Naseer et al.,
2018). El contenido de vitamina C va de 180 a 300 mg por cada 100 g de fruto, lo que
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es mucho mayor que el de los frutos citricos (Correa et al., 2016). Ademas, la guayaba
contiene otros compuestos como polisacaridos, carotenoides, taninos, lectinas,
triterpenos, flavonoides, aceites esenciales, saponinas, carotenoides y fenoles
(Jimenez-Escrig et al., 2001; Joseph & Priya, 2011). Entre los compuestos fendlicos
mas comunes que contiene la guayaba, se encuentra el acido galico, el acido

clorogénico, el acido elagico, la catequina y la rutina (Dos Santos et al., 2017).

2.1.4.1 Composicion de la semilla de guayaba

En la Tabla 4, se enlistan los componentes de la semilla de la guayaba. Las semillas
alcanzan hasta el 4% del peso del fruto, y contienen aproximadamente 92% de
materia seca. De acuerdo con estas investigaciones su composicion lipidica se basa
principalmente en 79% de linoleico, 8% de palmitico, 7% de oleico y 5% de estearico,
siendo estos acidos grasos poliinsaturados los que se encuentran en mayor
proporcion (Opute, 1978; Uchbda-thomaz et al., 2014). Asimismo, se ha descrito la
presencia de fitoesteroles en aceite de semilla de guayaba, predominantemente el -
sitosterol (297.61 mg/100 g), el estigmasterol (0.22 mg/100 g) y el campesterol (11.04
mg/100 g) (Prommaban et al., 2020). Su contenido de vitamina C es de 87.431£5.72
mg/100g y de compuestos fendlicos totales de 344+3.77 mg EAG/100 g (Shabbir et
al., 2020).

La semilla de guayaba contiene entre un 64-67% de fibra dietética total, la cual
comprende ~0.4% de fibra dietética soluble, mientras que la fibra dietética insoluble
cubre la mayor parte entre 46-63% (Fontaneri et al., 2008; Uchba-thomaz et al., 2014;
El Anany, 2015). Previamente se ha reportado sobre los efectos de la fibra en la salud,
debido a su participacion en diversos mecanismos que disminuyen la ganancia de
masa corporal previniendo la obesidad, principalmente (Kabisch et al., 2021), ademas
que mejora el perfil lipidico, debido a su efecto en la absorcion de colesterol (Morel et
al., 2015), regula el proceso de saciedad por lo que disminuye la ingesta de alimentos
(Luo et al., 2017), modifica la microbiota intestinal positivamente debido a su
capacidad de fermentacion (Isken et al., 2010). Asimismo, tiene efectos sobre
patologias como la diabetes mellitus, mejorando la absorcién de la glucosa y la
sensibilidad a la insulina (Cheng et al.,, 2017, Bangoura et al., 2013), entre otras

funciones.
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Tabla 4. Composicion quimica de la semilla de guayaba.

Componentes (% base seca) Contenido

Proteinas (%) 11.19+0.28

Lipidos totales (%) 13.93+0.03

Carbohidratos (%) 3.08

Fibra dietética total (g/100 g) 63.94+£0.10
Fibra dietética soluble (g/100 g) 0.39£0.02

Fibra dietética insoluble (g/100 g) 63.55+0.12
Almidon (g/100 g) 0.17+0.00
Fructosa (g/100 q) 0.29+0.01
Cenizas (%) 1.18+0.02
Humedad (%) 6.68+0.00

Fuente: Uchbda-thomaz et al., 2014.

2.1.4.2 Actividad biolégica de la guayaba

La guayaba es conocida por sus amplios beneficios a la salud para los que se ha
utilizado el fruto entero (Lin & Yin, 2012), o sus componentes, ya sean las hojas (del
Carmen Juarez-Vazquez et al., 2013; Kumar et al., 2021), las flores, corteza, raices y
el tallo (Shiva et al., 2017) y las menos estudiadas son las semillas (Pelegrini et al.,
2008).

Por sus propiedades sensoriales y la presencia de compuestos bioactivos, este fruto
y sus subproductos tienen el potencial de integrarse en alimentos procesados
saludables (da Silva Lima et al., 2019), debido a su perfil de acidos grasos, con alto
porcentaje de acidos grasos insaturados y bajo porcentaje de acidos grasos
saturados, puede ser considerado como aceite comestible en frio (Malacrida & Jorge,
2013), pero no para cocinar, debido a su baja estabilidad a la oxidacion lipidica
(Narvaez-Cuenca et al., 2020).

A lo largo de la historia, se han utilizado los diferentes componentes de la guayaba
en la medicina tradicional, siendo las hojas las mas utilizadas por sus efectos

terapéuticos: hepatoprotectores, antioxidantes, antiinflamatorios, antimicrobianos,
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inmunomoduladores, antihiperglicémicos, anticancerigenos, antihipertensivos y
antihiperlipidémicos (Roy et al., 2006; Chen & Yen, 2007; Deguchi & Miyazaki, 2010;
Diaz de Cerio et al., 2017; Lok et al., 2023).

Por otra parte, las semillas y el aceite de la semilla de guayaba se han caracterizado,
pero han sido menos estudiados sus efectos en la salud. Algunos estudios han
encontrado que las semillas de la guayaba inhiben el crecimiento de células de cancer
de prostata PC-3 mediante inmunoterapia in vitro a través de polisacaridos presentes
en las semillas (Lin & Lin, 2021). También se ha reportado su efecto sobre el perfil
lipidico; colesterol total, LDL vy triglicéridos, asi como un incremento en la
concentracion de las HDL en un modelo de ratones diabéticos y suplementados con
extracto de semillas de guayaba (Shabbir et al., 2020). Ademas, se ha descrito que el
aceite de semilla de guayaba posee actividad antioxidante (Prommaban et al., 2020),
actividad inhibidora contra la peroxidacion de lipoproteinas de baja densidad y
bacterias Gram-negativas (Huang et al., 2004; Pelegrini et al., 2008), asi como su
actividad inhibitoria de la proliferaciéon de células de leucemia y antiplasmodium
(Prommaban et al., 2019).
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Obtencion de semilla

Para la realizacion del estudio, se recolectaron 65 kg de fruto de las cosechas de
diciembre de 2024 y enero de 2025, formando un solo lote. Los frutos maduros de
guayaba fueron obtenidos en un mercado local de la ciudad de Pachuca, Hgo.,
procedentes del estado de Michoacan. Aquellos frutos que no presentaron dafos
fisicos se seleccionaron manualmente, se lavaron, desinfectaron y, posteriormente,
se separaron las semillas del resto de los componentes (piel y pulpa). Las semillas se
lavaron con agua potable para eliminar la pulpa que pudiera quedar adherida y, una
vez limpias, se colocaron sobre papel absorbente para deshidratarse a temperatura
ambiente durante 24 h. A continuacion, un total de 2.2 kg de semillas secas se
molieron en un molinillo comercial de café (Hamilton Beach®, China) durante un
minuto, con intervalos de encendido de 10 s y apagado de 5 s, y se almacenaron a
temperatura ambiente en bolsas herméticas, en la oscuridad, hasta su posterior

utilizacion.

2.2.1.1 Desgrasado de la semilla

Se utilizé la mitad de la semilla previamente molida para la extraccion de lipidos con
diclorometano (1:10 p/v), manteniendo la mezcla bajo agitaciéon constante a 100 rpm
y 35 °C durante 8 h. Después de transcurrido el tiempo, se centrifugé a 5000 rpm
durante 30 min para separar el disolvente, luego se secd en horno a 60 °C durante 40
min para eliminar por completo el disolvente y se almaceno en bolsas herméticas, en
la oscuridad, a temperatura ambiente hasta su uso posterior (Chaiklahan et al., 2008;
Aguilar-Hernandez et al., 2022).

2.2.2 Animales de estudio

Se utilizaron 24 ratas Wistar adultas hembra, de masa corporal alrededor de 250 g y
edad de 3 meses, adquiridas del bioterio de la Universidad Autbnoma del Estado de
Hidalgo. El protocolo experimental fue aprobado por el comité de ética de la misma
universidad, con numero de folio CICUAL/-V-1/02/2025. Los animales se mantuvieron
en condiciones controladas de temperatura, con ciclos de luz-oscuridad (12 h),

recibieron alimento comercial y agua ad libitum hasta el comienzo del tratamiento.
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El dia 5 de la adaptacion de las ratas al sistema CODA, se realizé una prueba de toma
de presion arterial en la cola de las ratas, después del calentamiento, mediante un
método no invasivo, y los datos se registraron en el sistema CODA TM de Kent
Scientific Corporation (Torrington, Connecticut), con al menos 6 registros de presion

arterial por animal. Los datos fueron obtenidos para su posterior tratamiento.

Los animales se dividieron en 4 grupos previo a la intervencién quirurgica, cada grupo
conformado por una n=6, los cuales se clasificaron de la siguiente forma: Grupo
SHAM: control negativo, ratas con simulacion de la ovariectomia; Grupo OVX: control
positivo, ratas ovariectomizadas; Grupo OVX+SG: ratas ovariectomizadas
suplementadas con 6 g de semilla de guayaba; Grupo OVX+SDG: ratas

ovariectomizadas suplementadas con 6 g de semilla de guayaba desgrasada.
2.2.2.1 Procedimiento quirdrgico

La ovariectomia se realizd segun los protocolos descritos por Brower, Gardner &
Janicki, 2003 y Wronsky, 1992. Previo a la cirugia, se administr6 a las ratas 1.5 mg/kg
de peso de meloxicam como analgésico preoperatorio. La extirpacion de los ovarios
se realizd mediante ovariectomia bilateral con una sola incisién en las 18 ratas
hembras. Las ratas fueron anestesiadas para la cirugia mediante inyeccion
intraperitoneal de 2.5 mg/kg de peso de las ratas de hidrocloruro de xilacina (20
mg/mL) y 20 mg/kg de Zelazol® (50 mg/mL), con un volumen final de 0.08 mL, los
cuales fueron mezclados en una sola jeringa. Una vez anestesiadas, las ratas se
rasuraron en la zona a intervenir. La cirugia de ovariectomia se realizé a través de
una incision lateral izquierda, en la que se aplicd un analgésico local (0.1 mL de
lidocaina disuelta en 0.4 mL de solucion salina) por via topica. Para la extirpacion de
los ovarios, se identificaron los cuernos uterinos, se establecié la ligadura de ambos
ovarios y se seccionaron y extirparon los mismos. Una vez extirpados los ovarios, se
suturd la incision. Mientras que el resto de los animales, pertenecientes al grupo
SHAM (n=6), se sometid a una cirugia simulada en la que se examinaron los ovarios
bilaterales y se regresé a la posicion original. Posterior a la cirugia, se administré a
las ratas 1.5 mg/kg de peso de meloxicam durante 4 dias cada 24 h, asi como una
solucion topica de uso veterinario (Derma Vet®, numero de registro Q-0964-080) con

propiedades antiinflamatorias y antibioticas, cada 24 h durante 5 dias.
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2.2.2.2 Citologia vaginal directa

Transcurrido un mes de la cirugia (recuperacion) y tras la suplementacién (previa al
sacrificio), se realizd una citologia vaginal directa para confirmar el cese de la
secrecion de estrogenos, lo cual se logré mediante un lavado vaginal en las ratas,
siguiendo el protocolo de Fernandez Romero et al., (2021) con modificaciones.
Brevemente, para la obtencion de la muestra del contenido vaginal se tomaron 200
ML de solucidn salina, se sujetd a la rata y se introdujo suavemente la punta de la
pipeta en la vagina, expulsando y aspirando el liquido 3 veces. Posteriormente, el
liquido se extendid en un portaobjetos, se tifid con azul de metileno y se observo la
muestra en un microscopio a 100X de aumento. Una vez confirmada la ausencia de
estrégenos, los animales se encontraron en condiciones para llevar a cabo la

suplementacion.

2.2.3 Diserio experimental

Para los grupos SHAM y OVX, se les administraron 20 g de alimento comercial
(LabDiet 5008) y agua ad libitum, mientras que a los grupos con tratamiento se les
suplementd con 6 g de semilla de guayaba desgrasada o sin desgrasar, adicionada
en pellets reformulados con alimento comercial del animal (14 g), con un peso total
de ambos componentes de 20 g de alimento por dia (Figura 4). El experimento se
llevé a cabo durante 30 dias. Al inicio y durante los dias de suplementacion (una vez

cada semana) se realiz6 la toma de masa corporal y presion arterial de los animales.

Figura 4. Fotografia de los pellets reformulados con semilla de guayaba.

Al finalizar el estudio, los animales fueron sacrificados en ayuno de 12 h mediante
exanguinacion derivada de la puncién cardiaca, tras anestesiarlos con las mismas
dosis previamente mencionadas. Se extrajo sangre total y tejidos como higado,
corazon, rinones, aorta toracica y tejido adiposo abdominal. Las muestras sanguineas
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se centrifugaron a 3,500 rpm durante 15 min para obtener el plasma, el cual se
almacend en tubos Eppendorf de 1,500 yL. Las muestras de sangre y tejidos se

congelaron y almacenaron a -40 °C hasta su procesamiento.

2.2.4. Analisis de las muestras

2.2.4.1 Concentracion plasmatica de glucosa y perfil lipidico

Los niveles de glucosa, colesterol total y triglicéridos en el plasma, asi como los
niveles de HDL-c, triglicéridos de HDL (HDL-Tg) y fosfolipidos de HDL (HDL-FFL), se
determinaron utilizando métodos enzimaticos colorimétricos comerciales (Randox®,
Crumlin, UK; Wako, Ltd., Osaka, Japdn). La absorbancia se leyd a una longitud de
onda de 505 nm para glucosa, el colesterol y los triglicéridos, y 600 nm para los
fosfolipidos en un espectrofotometro (BECKMAN COULTER
DU®UV/VisSpectrophotometer, Krefeld, Alemania). Para la composicién lipidica de
HDL, se utiliz6 la fase que contiene la fraccion HDL del plasma tras

ultracentrifugacion, siguiendo la metodologia descrita a continuacion.

2.2.4.2 Composicion proteica y lipidica de las HDL

Las HDL plasmaticas fueron separadas por ultracentrifugacion secuencial en una
ultracentrifuga de mesa (Beckman Coulter®, Optima MAX-XP, USA) a 100,000 rpm y
a 10 °C, en tubos de policarbonato de 1 mL, a partir del plasma (Huesca-Gomez et
al., 2002). Primero, se ajusté la densidad de este a 1.063 g/mL con bromuro de potasio
soélido (KBr), y se ultracentrifugd durante 2 h y 30 min para separar las lipoproteinas
que contienen apo B. Después, se ajusto la densidad a 1.21 g/mL con KBr sélido y se
ultracentrifugd durante 3 h; enseguida, se ajusté nuevamente la densidad a 1.25 g/mL
con KBr sdlido y se ultracentrifugd durante 3 h mas para aislar las HDL. Bajo estas
condiciones, se recupera entre el 80 y el 85% de la apo Al del plasma total (Huesca-
Gomez et al., 2004). Posteriormente, las HDL se dializaron en solucién amortiguadora
de Tris 0.09 M/acido bérico 0.08 M/EDTA 3 mM pH 8.4 (amortiguador TBE). Para
determinar la composicién quimica de las subclases de HDL, se emplearon métodos
enzimaticos colorimétricos en fase gel que permitieron cuantificar los lipidos de las
diferentes subclases de HDL en este modelo, como se describe a continuacion.

Una vez aisladas las HDL, se separaron sus subpoblaciones por tamafo mediante

electroforesis en gel con gradiente de 3-30% de poliacrilamida en condiciones nativas.
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Los geles fueron tefiidos inicialmente para detectar colesterol, triglicéridos y
fosfolipidos, segun se describe mas adelante para cada uno de ellos (Huesca-Gémez
et al., 2004; Toledo-lbelles et al., 2010). Enseguida, se obtuvieron los densitogramas
de las bandas correspondientes a los lipidos considerados en este trabajo.
Posteriormente, se realizé la decoloracion de la tincidn de lipidos con una mezcla de
agua/acido acético/metanol, para luego tefiir los geles de poliacrilamida para proteina
con una solucién de azul de Coomassie R250, de los cuales se obtuvieron los
densitogramas correspondientes a la proteina de las HDL. La proporcion y distribucion
del tamafio de cada una de las subpoblaciones de HDL se estimaron mediante
densitometria optica de las bandas correspondientes a los lipidos y la proteina de las
HDL en cada uno de los geles. El radio hidrodinamico de las subclases de HDL se
analizaron (HDL2b 10.58-12.36 nm, HDL2a 9.94-10.58 nm, HDL3a 8.98-9.94, HDL3b
8.45-8.98 nm, HDL3c 7.90-8.45 nm) separadas en el gel usando como referencia
marcadores de alto peso molecular (tiroglobulina de 17 nm, ferritina de 12.2 nm,
catalasa de 10.4 nm, lactato deshidrogenasa de 8.2 nm y albumina de 7.1 nm, kit
Pharmacia, UK) (Huesca-Gémez et al., 2004; Toledo-lbelles et al., 2010).

2.2.4.2.1 Tincién enzimatica de colesterol total, triglicéridos y fosfolipidos de las
subclases de HDL

Para la deteccion selectiva de colesterol total (colesterol libre + colesterol esterificado)
sobre el gel de poliacrilamida, se empledé una mezcla enzimatica compuesta por
colesterol esterasa, colesterol oxidasa y peroxidasa en solucién amortiguadora de
fosfatos 10 mM, pH 7.4. También se agregd colato de sodio y Triton 100X para
exponer al colesterol embebido en la estructura de las lipoproteinas. Se uso
carboximetilcelulosa como agente espesante para evitar la difusion de los reactantes
y productos de reaccién, ademas para garantizar un contacto homogéneo del reactivo
con la superficie del gel de poliacrilamida (Garcia-Sanchez et al., 2011). El H202,
producto final de la secuencia de reacciones enzimaticas, es estequiométricamente
proporcional al colesterol total en la muestra y se puso en evidencia con la peroxidasa,
azul de tetrazolio (MTT) y metasulfato de fenazina (FMS) como aceptores de
electrones (Kaysen, 1999). El producto de reaccion que precipita en el gel fue
analizado por densitometria Optica, considerando que el area bajo la curva del
densitograma representa el 100% del colesterol de la muestra. El porcentaje de la

integracion parcial en los intervalos de tamafo correspondientes a cada subclase de
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HDL representd la proporcién relativa de cada una de ellas. Se construyen intervalos
de tamano correspondientes a las 5 subclases de HDL con base en marcadores de
diametro conocido. El analisis densitométrico e integracion parcial en cada uno de los
intervalos permite la estimacion de la proporcion relativa de cada una de las subclases

de HDL expresadas como % de la proteina HDL total (Garcia-Sanchez et al., 2011).

2.2.4.3 Determinacion de apolipoproteinas

La composicion de apolipoproteinas se determind mediante electroforesis en
condiciones desnaturalizantes con SDS, en un gradiente de poliacrilamida del 4-21%.
Las bandas de cada apo fueron tefiidas con azul de Coomasie y posteriormente,
analizadas por densitometria. Los resultados se expresan como porcentaje de cada
apo con respecto al total de proteina de HDL. Las apo Cl y Cll son reportadas como

porcentaje de apo C (Laemmli, 1970).

2.2.4.4. Actividad enzimatica de paraoxonasa-1

PON1 se determin6 segun el método de Gan et al.,, (1991). La mezcla de ensayo
incluyé 1 mM de fenilacetato como sustrato y 0.9 mM de CaClz en 20 mM de Tris HCI,
pH 8 y 10 uL de plasma de rata (diluido a 1:10). La cinética se midiod
espectrofotométricamente a 270 nm (UVVIS Beckman Coulter, Brea, CA, USA). La
absorbancia a 270 nm de la reaccion fue de 1310/M-cm. Como control, se utilizd suero
humano. La actividad enzimatica se expresa como el numero de pmoles de

fenilacetato hidrolizados por minuto por mililitro de plasma.

2.2.4.5. Anélisis estadistico

La distribucion normal de todos los datos se verifico utilizando la prueba de Shapiro-
Wilk. Dado que estos datos se distribuian normalmente, se presentan como media *
desviacion estandar (DE). Las diferencias entre el grupo SHAM y OVX, se
determinaron a través de una prueba t de Student, mientras que las diferencias entre
cada grupo se determinaron mediante ANOVA y analisis post hoc. Un valor de p<0.05
se considero estadisticamente significativo. Todos los analisis se realizaron utilizando
el software estadistico SPSS version 24 (SPSS Inc. IBM, Chicago, IL, USA).
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2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Comprobacion del modelo

La menopausia inducida por ovariectomia quirurgica proporciona una herramienta
adecuada para estudiar los trastornos de la menopausia en modelos animales. Una
pérdida de hormonas ovaricas aumenta la ingesta alimentaria y el peso corporal en
humanos y roedores, este proceso contribuye al aumento de los niveles de glucosa,
masa del tejido adiposo y se asocia con cambios proaterogénicos en el perfil lipidico
(Kozakowski et al., 2017; Leeners et al., 2017; Malinska et al., 2021; Torosyan et al.,
2022; Markova et al., 2024; Koubaa-Ghorbel et al., 2021).

Durante el ciclo estral de los animales, se observan cambios en el reemplazo
extracelular y en la infiltracién de leucocitos, que pueden evaluarse mediante citologia
vaginal. Por lo tanto, la deficiencia de estrogeno en ratas ovariectomizadas también
puede evaluarse mediante este método, también descrito como eficaz y accesible. La
Figura 5 muestra una imagen representativa de los resultados obtenidos de la
citologia vaginal de ratas en los grupos SHAM (Figura 5a) y OVX (Figura 5b), donde
se observa la presencia de células epiteliales cornificadas correspondientes a la
transicion del estro del ciclo estral de los animales (Aritonang et al., 2017; Sanabria
et al., 2019). En la Figura 5b se observan predominantemente leucocitos, mucosidad
y células epiteliales nucleadas aisladas. Segun Malaivijitnond et al., (2006), la
aparicion de células cornificadas se considera un indicador de actividad estrogénica,

lo que confirma una deficiencia de estrégenos enddgenos en el grupo de ratas OVX.
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Células epiteliales cornificadas Leucocitos y mucosidad

Figura 5. Micrografia 6ptica de citologia vaginal directa en ratas (100x). a) Ratas SHAM (n=6), b) Ratas

OVX (n=6), ambos grupos después de 30 dias de cirugia. Tincién de azul de metileno.

Con respecto a las determinaciones bioquimicas de marcadores de dafio hepatico;
en el grupo OVX se observé un aumento de la actividad enzimatica del aspartato
aminotransferasa (AST) y lactato deshidrogenasa (LDH), asi como una disminucién
de la lipoperoxidacién hepatica (LP), en contraste con el grupo SHAM (Tabla 5).
Ademas de contribuir a mantener la homeostasis del metabolismo lipidico hepatico,
los estrogenos ejercen un efecto antiesteatético en los hepatocitos, un efecto
antiinflamatorio en las células de Kupffer, asi como que participan en la reparacion
del dafo hepatico, ya que cuando el higado esta lesionado, se ha observado que la
produccion de estrogenos aumenta, acelerando la sintesis del ADN en los
hepatocitos, promoviendo la proliferacion y diferenciacion de los hepatocitos
(Venetsanaki & Polyzos, 2019; Palmisano et al., 2016; Uebi, Umeda & Imai, 2015;
Kao et al., 2018). Asimismo, se ha mencionado que las especies reactivas del oxigeno
(ROS) pueden ser absorbidas por los antioxidantes enddgenos. La ovariectomia
indujo una alteracién en la actividad de las enzimas antioxidantes en el higado de las
ratas (Candelario-Jalil et al., 2001; Al-Majed et al., 2006; Koubaa-Ghorbel et al., 2021).
Algunos marcadores presentaron elevaciones, pero no de manera estadisticamente

significativa.
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Tabla 5. Glucosa y perfil hepatico en plasma de ratas posterior a la cirugia.

Parametros SHAM ovX
Glucosa (mg/dL) 165.77+33.54 201.59+35.04*
TGP/ALT (U/L) 31.35+10.45 30.9249.34
TGO/AST (U/L) 54.95+17.00 82.48+23.92*
LDH (U/L) 180.77+54.38 323.08+108.50*
ALP (U/L) 39.84+13.30 53.12+12.67
LP (nmol MDA/mg) 1.57+0.42 0.29+0.06*
CK (U/L) 184.80+63.51 212.02452.31

Media * desviacion estandar. n=6. SHAM: ratas con simulacién de ovariectomia; OVX: ratas
ovariectomizadas. Prueba T-student. *p<0.05 entre los grupos OVX y SHAM. ALT: alanina
aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; LDH: lactato deshidrogenasa; ALP: fosfatasa

alcalina; LP: lipoperoxidacion; CK: creatina quinasa.

Cuando los animales fueron sacrificados, al hacer la exploracion fisica de los 6rganos,
se observo un aumento significativo de la adiposidad central en las ratas OVX (Figura
6b) en comparacion con el grupo SHAM (Figura 6a). Todos los parametros mostrados
permitieron confirmar que el modelo animal de ovariectomia utilizado se realizé

correctamente.

Figura 6. Fotografia de un animal representativo de cada grupo a) SHAM y b) OVX, del tejido adiposo
observado en el sacrificio
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2.3.2 Ganancia de masa corporal

Los resultados de la ganancia de masa corporal de los grupos de ratas al final del
tratamiento se observan en la Tabla 6, los cuales muestran efectos significativos, con
una disminucién del 50% de este parametro en el OVX+SG en contraste al grupo OVX

sin suplementacion.

Es bien sabido que el modelo de ratas ovariectomizadas incrementan de peso
comparado con ratas control (Kim et al., 2020; Morgan et al., 2021; Mishima et al.,
2021), lo que se atribuye a que durante la menopausia se genera una pérdida de
estradiol, hormona implicada en el control de la masa corporal, este efecto causa un
incremento en la ingesta de alimento, un cambio de almacenamiento de grasa
subcutanea a visceral, trastornos en la capacidad de respuesta lipolitica e incremento
de la resistencia a la insulina (Tummina et al., 2018; Vigil et al., 2022), asimismo, los
estrogenos reducen la ingesta de alimentos e incrementa el consumo de energia en
el cuerpo, lo que esta relacionado con la prevencion de la obesidad (Leeners et al.,
2017)

Un efecto similar al este estudio también fue hallado tras la administraciéon de polvo
de semilla de chia (Barakat et al., 2022), asi como en la suplementacion de extracto
de semilla de calabaza, alto en su contenido de omega-6 (Oh et al., 2024). En este
sentido, en el grupo suplementado con SG, los resultados pueden atribuirse a que las
semillas de guayaba tienen un alto contenido de fibra insoluble que podria actuar
reduciendo especificamente los procesos de inflamacion en el tejido adiposo visceral
disminuyendo la obesidad (Kabisch et al., 2021). Asimismo, los AGPI pueden ejercer
sus efectos sobre el metabolismo de la grasa y la termogénesis mediante la regulacion
de la transcripcion de las proteinas de desacoplamiento mitocondrial y/o la
transcripcion de los genes que codifican las proteinas implicadas en la oxidacion de
acidos grasos, alterando simultdneamente las que participan en la sintesis de lipidos
(Clarke et al., 2002). Igualmente, se ha descrito la termogénesis inducida por AGPI
en el tejido adiposo pardo (BAT, por sus siglas en inglés), que implica la activacion
del sistema nervioso simpatico (SNS), y, por lo tanto, el eje SNS-BAT-UCP1 (Monnard
& Dulloo, 2021). Otro mecanismo en la reduccién de la masa corporal y masa grasa
relacionado a los AGPI, se asocia a la mejora de la expresién de los factores de
transcripcion de la familia de los receptores activados por el proliferador del

peroxisoma (PPARs) (PPAR-alfa y PPAR-delta), que aumentan la biogénesis y
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oxidacion mitocondrial en el tejido adiposo blanco (Flachs et al., 2005; Flachs et al.,
2009).

2.3.3 Presioén arterial

Los resultados de la toma de la presion arterial (Tabla 6) muestran que hubo un
aumento significativo en el grupo OVX en la presion arterial sistolica y en la presion
arterial media al finalizar el experimento, en contraste a los grupos con tratamiento,

obteniendo los valores mas bajos en el grupo administrado con semilla desgrasada.

La ovariectomia induce un aumento en la presion arterial, debido a que disminuye el
tono basal de las arteriolas, eleva el estrés oxidativo, disminuye la biodisponibilidad
del 6xido nitrico, incrementa la actividad de los canales de calcio y contribuye a la
desregulacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona provocado por el déficit
de estrégenos (Patki et al., 2013; dos Santos et al., 2014; Gersh et al., 2021).

Uno de los componentes de la SG es la fibra dietética insoluble, de la cual existen
escasos articulos sobre los mecanismos potenciales por los cuales reduce la presiéon
arterial, sin embargo, se ha propuesto que pueden incluir niveles reducidos de
inflamacion (Ma et al., 2006; Krishnamurthy et al., 2012) y una funcion endotelial
mejorada (Brock et al., 2006). Otro componente que pudo contribuir a este efecto es
el acido linoleico presente en las semillas de guayaba, que es precursor del acido
araquidonico que se utiliza en la sintesis de prostaglandinas, especialmente de la
serie 2 (PGl2), y que tiene funciones en la vasodilatacion y regulacion del flujo
sanguineo (Mitchell & Kirkby, 2019; Das, 2022).

Tabla 6. Masa corporal y presion arterial de grupos de animales post suplementacion.

Parametros oVvX OVX+SG OVX+SDG

Ganancia de masa 63.00+25.16 ° 32.83+3.82 57.20+23.73
corporal (g)

Presion arterial 166.9419.35 @ 149.38+10.80 138.89+17.78
sistolica (mmHg)

Presion arterial 144.31+10.35 2 122.70+12.01 102.42+21.22
media (mmHg)
Media + desviacion estandar. n=6. OVX: ratas ovariectomizadas; OVX+SG: ratas ovariectomizadas +

semillas de guayaba; OVX+SDG: ratas ovariectomizadas + semilla de guayaba desgrasada. Prueba
Tukey (p<0.05). OVX vs. 20VX+SDG; OVX vs. POVX+SG; OVX+SDG vs. COVX+SG.
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2.3.4 Concentracion de glucosa y lipidos en plasma

En cuanto a los niveles de glucosa, estos disminuyeron con la suplementacion de la
semilla de guayaba, un 38.2% en el grupo OVX+SG y 57% en el grupo OVX+SDG,
con respecto al grupo sin tratamiento (Tabla 7). Se ha demostrado que las
concentraciones de glucosa sérica aumentan debido a la disminucién de los niveles
estrogénicos, lo que promueve el desarrollo de resistencia a la insulina (Min et al.,
2018; Wellons, Matthews & Kim, 2017). Sin embargo, una disminucion de los niveles
en los grupos suplementados puede estar asociada a que la celulosa contenida en
las semillas podria inhibir la digestion del almidén mediante la unién a la a-amilasa
(Dhital et al., 2015), lo que reduce la absorcion de glucosa y mejora la resistencia a la
insulina (Quesada et al., 2021).

Especificamente en el grupo con suplementado con SG, una mayor disminucién de
los niveles de glucosa puede estar asociado a la accién del acido linoleico (acido
graso predominante) y sus metabolitos, ya que en bajas proporciones con el omega-
3, el omega-6 puede actuar como agonista de los receptores activados por el PPAR,
mejorar la fluidez de la membrana celular y funciones como la translocacién de
GLUT4, la union y afinidad del receptor de insulina, la sefalizacion celular y la
permeabilidad ionica, efectos sensibilizadores a la insulina, reductores de lipidos y
antiinflamatorios (Belury, 2023; Zong et al., 2019; Sivri & Akdevelioglu, 2025).

En cuanto a los resultados del perfil lipidico en el plasma de los grupos suplementados
en comparacion con el grupo OVX, el grupo OVX+SDG tuvo un 48.4% menos de
triglicéridos en plasma, mientras que en el grupo OVX+SG fue de 32%. Ademas, hubo
un aumento significativo del 68.9% en c-no-HDL en el grupo de OVX+SDG vs
OVX+SG. Asimismo, los resultados mostraron que la suplementacion con semilla de
guayaba desgrasada se asocié con una reduccién del 60% en los niveles plasmaticos
de c-HDL en comparacion con los otros grupos. Determinamos, ademas, las
proporciones de HDL-Tg/HDL-PPL y HDL-c/HDL-PPL como marcadores de la
composicién lipidica de HDL, cuyos resultados mostraron una disminucién
significativa del 20.5% en el grupo OVX+SDG en la relacion HDL-c/HDL-PPL después
de la suplementacién (Tabla 7), lo que hace referencia a que las particulas de HDL
analizadas en este trabajo, tienen un menor contenido de colesterol en su estructura.
Otros estudios en ratas OVX, han reportado niveles estadisticamente significativos

mayores de triglicéridos y colesterol total en plasma, en comparacién con el grupo
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SHAM (Nanashima et al., 2020; Yeh et al., 2021). Algunos autores atribuyen estos
efectos en ratas ovariectomizadas al cese de los estrogenos que disminuyen la
expresion o actividad de los genes receptores de LDL (Palmisano et al., 2021),
ademas del incremento en la absorcidn intestinal de los lipidos y la elevacion de
biosintesis de colesterol (Mahdy-Ibrahim et al., 2020; Kilim & Chandala, 2013).

Los resultados del perfil de lipidos del grupo suplementado sugieren que compuestos
como la fibra dietética contenida en la semilla de la guayaba, esta involucrada en
algunos mecanismos fisiolégicos, como el retraso del vaciamiento gastrico asociado
al aumento del péptido 1 tipo glucagon (GLP-1) (Serrano et al., 2016); retraso de la
digestion/absorcion de triglicéridos y del colesterol al reducir la accion de la lipasa
pancreatica (enzima clave en la digestion de triglicéridos) y sales biliares (McRorie &
McKeown, 2017); reduccion de la sintesis hepatica de colesterol y triglicéridos
(Macho-Gonzalez et al., 2018). Ademas, las fibras insolubles pueden constituir una
barrera fisica que acelera el transito intestinal y, en consecuencia, disminuye la
absorcion de lipidos (Wu et al., 2020).

Tabla 7. Perfil de lipidos en plasma post suplementacion.

Parametros ovX OVX+SG OVX+SDG
Glucosa (mg/dL) 201.59+35.04 2 124.50+23.90 86.66+11.71*
Colesterol (mg/dL) 40.8815.59 32.42+6.18 33.77+2.84
Triglicéridos (mg/dL)  55.63+10.04 &P 37.8316.95 28.72+5.25
c-no-HDL (mg/dL) 7.56+£3.92 @ 4.86+4.09 15.64+1.17 *
c-HDL (mg/dL) 33.32+2.42° 27.55+6.90 18.13+2.31*
Tg-HDL (mg/dL) 10.42+1.88 7.3212.57 8.48%1.35
PPL-HDL (mg/dL) 64.71+4.38 61.66+12.68 52.0645.31
Proporcién de c- 0.52+0.05 2 0.52+0.06 0.351+0.04 *

HDL/PPL-HDL

Proporcion de Tg- 0.161£0.04 0.141£0.04 0.17+0.03
HDL/PPL-HDL
Media + desviacion estandar. n=6. OVX: ratas ovariectomizadas; OVX+SG: ratas ovariectomizadas +

semillas de guayaba; OVX+SDG: ratas ovariectomizadas + semilla de guayaba desgrasada. Prueba
Tukey (p<0.05). OVX vs. 20VX+SDG; OVX vs. POVX+SG; OVX+SG vs.*OVX+SDG.
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2.3.5 Tamario y composicion lipidica de las subclases de HDL

Después de 30 dias de suplementacién, se observé una disminucion significativa en
la composicién proteica en la subclase HDL3c en comparacion con el grupo OVX+SG
(Tabla 8). Ademas, se encontré un aumento del colesterol en el grupo SDG en las
pequefias subclases 3b y 3c, en comparacion con el grupo OVX.

Se ha mencionado que los niveles de estradiol no solo estan relacionados con el
tamano de las subclases de HDL, sino también con el contenido lipidico y la funcién
de las HDL. Se ha observado que durante los primeros 2 afios después de la aparicion
de la menopausia, la concentracion y el tamafo de subclases HDL2 se han visto
disminuidos, mientras que las HDL3 y los triglicéridos de HDL se han visto
incrementados (El Khoudary et al., 2021). Estos hallazgos sugieren que E2 juega un
papel en el remodelado de las subclases HDL y la funcion de las HDL de promover el
flujo de colesterol de macrofagos en mujeres que atraviesan la menopausia, asociado
a la participaciéon de los estrogenos y sus receptores (ERa, por sus siglas en inglés)
en el metabolismo lipidico hepatico (ElI Khoudary et al., 2021; Della Torre et al., 2016).
Asimismo, una reduccion de los estrégenos plasmaticos como resultado de la
transicibn menopausica, aumenta la actividad de la lipasa hepatica, que convierte las
particulas grandes de HDL en particulas mas pequefias (Berg et al., 2001).

E2 se correlaciona positivamente con las CETP, estas proteinas promueven la
transferencia de ésteres de colesterol de HDL a lipoproteinas ricas en triglicéridos
(TRL, por sus siglas en inglés) que permiten la formacion de particulas HDL ricas en
triglicéridos, por lo consiguiente, existe una asociacién positiva entre el contenido de
E2 y triglicéridos de HDL (Tg-HDL) en mujeres de mediana edad. Estos resultados se
asocian con que el E2 puede contribuir indirectamente a la capacidad de eflujo de
colesterol de las HDL (CEC-HDL) (Kunitake et al., 1992; El Khoudary et al., 2021). Sin
embargo, en los resultados de este trabajo, no se observaron diferencias estadisticas
en la composicion de triglicéridos y fosfolipidos.

Existe controversia sobre cual de las subclases son mas ateroprotectoras si las
particulas mas grandes (HDL2) o mas pequefias (HDL3). Sin embargo, se ha
mencionado que las HDL3 son la principal forma de HDL, estas particulas
desempefian un papel central en el TRC, extrayendo el colesterol de la periferia y
madurando en particulas HDL2 a través de lipidacion progresiva por accion de la
LCAT (Martin et al., 2015).
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Tabla 8. Tamaro y composicion de las subclases de HDL.

Subclases de HDL ovX OVX+SG OVX+SDG
Proteina (%)
HDL 2b 46.56+2.08 43.19+5.06 48.12+1.64
HDL 2a 12.03+1.20 12.23+2.28 13.2612.12
HDL 3a 14.39+1.06 15.10+2.11 14.84+1.21
HDL 3b 8.23+0.73 8.29+1.14 7.48+1.21
HDL 3c 18.51+1.74 21.1943.75 16.31+1.07 *
Colesterol (%)
HDL 2b 43.46+2.33 39.741+2.93 36.82+1.60
HDL 2a 11.77+0.44 11.7940.82 11.04+1.38
HDL 3a 15.65+2.10 17.1941.63 19.71+4.05
HDL 3b 8.42+1.19 9.77+1.29 11.38x1.92
HDL 3c 20.69+2.26 23.83+2.52 27.18+1.30 @
Triglicéridos (%)
HDL 2b 36.9412.34 36.50+2.75 39.53+3.08
HDL 2a 11.15+0.65 10.58+1.28 11.75+0.53
HDL 3a 17.29+1.58 17.05+1.42 16.53+0.44
HDL 3b 9.28+0.95 9.63+1.19 9.00+0.54
HDL 3c 25.33+2.93 26.25+3.05 23.37+2.62
Fosfolipidos (%)

HDL 2b 40.54+3.64 41.42+6.00 39.701£0.94
HDL 2a 10.3940.78 10.01+0.88 11.97+1.06 *
HDL 3a 15.64+1.03 15.47+1.34 17.21+0.39
HDL 3b 9.27+0.80 9.00+0.78 8.92+0.74
HDL 3c 24.79+1.64 24.11+3.49 22.20+0.93

Media * desviacion estandar. n=6. OVX: ratas ovariectomizadas; OVX+SG: ratas ovariectomizadas +

semillas de guayaba; OVX+SDG: ratas ovariectomizadas + semilla de guayaba desgrasada. Prueba
Tukey (p<0.05). OVX vs. 20VX+SDG; OVX+SG vs.*OVX+SDG.
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2.3.6 Apolipoproteinas

La composicion de las apolipoproteinas en los grupos experimentales se presenta en
la Tabla 9, donde se observa una disminucion significativa del contenido de apo E y
un aumento significativo de la concentracion de apo C en el grupo OVX+DGS en
comparacion con los otros grupos de prueba. Las apolipoproteinas son el grupo
proteico mas abundante de HDL. Apo E se considera una proteina ateroprotectora,
elimina mas lipidos saturados que los insaturados y las placas aterogénicas y
amiloides son ricas en lipidos saturados y colesterol (Touboul & Gaudin, 2014; Kiskis
et al., 2015). En el sistema periférico, apo E sirve para el transporte de triglicéridos,
fosfolipidos y colesterol a las células, ademas, las particulas de HDL que contienen
apo E, promueven el eflujo del colesterol de las células extrahepaticas por los
procesos dependientes de ABCA1 y ABCG1 (Kypreos & Zannis, 2007). Este proceso
es antagonizado por la presencia de apo Clll que puede afectar adversamente las
propiedades antiaterogénicas de las HDL (Morton et al., 2018; Jensen et al., 2018),
incrementando el riesgo de desarrollar hipertrigliceridemia, sindrome metabdlico y
diabetes mellitus (Olivieri et al., 2003; Lee et al., 2003).

Tabla 9. Composicion de apolipoproteinas en HDL.

Apolipoproteinas ovX OVX+SG OVX+SDG
Apo AlV 18.22+3.64 21.01£3.12 22.76+3.13
Apo E 18.95+1.85 21.68+3.33 13.70+3.38 &*
Apo Al 45.6015.38 39.93+8.10 41.7947.65
Apo All 8.99+1.58 9.18+1.30 8.34+3.28
Apo C 6.75+0.88 8.20+0.93 13.41+£5.03 @~

Media * desviacion estandar. n=6. OVX: ratas ovariectomizadas; OVX+SG: ratas ovariectomizadas +

semillas de guayaba; OVX+SDG: ratas ovariectomizadas + semilla de guayaba desgrasada. Prueba
Tukey (p<0.05). OVX vs. 20VX+SDG; OVX+SG vs.*OVX+SDG.
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2.3.7. Actividad enzimatica de paraoxonasa-1

Se determin6 la actividad enzimatica de PON1, encontrando una disminucién
significativa en el grupo OVX+SDG en comparacion con los otros grupos de estudio
(Figura 7). Los resultados de la actividad de PON1 en la literatura son inconsistentes,
ya que algunos autores no reportan diferencias en la actividad de PON1 entre mujeres
premenopausicas y postmenopausicas (Ritta et al., 2019; Butorac et al., 2014), y otros
informaron una actividad significativamente menor de la PON1 en mujeres
posmenopausicas (Topguoglu et al., 2005; Kumru et al., 2005), este efecto puede
estar atribuido a que se ha reportado que el estradiol incrementa la actividad de PON1
(Ahmad & Scott, 2010). Se ha reportado que el aumento de la actividad PON1 en
mujeres en edad reproductiva contribuye a los efectos ateroprotectores atribuidos a
su actividad antioxidante, reduciendo el riesgo de ECV (Ritta et al., 2019). Ademas,
una disminucion de esta actividad en los grupos ovariectomizados, podria ser
inducida por un entorno prooxidante y podria dar lugar a un aumento de la unién de
los radicales libres al PON1, lo que resulta en una disminucién de la actividad de
PONH1 en la circulacion (Parra et al., 2007). Se ha descrito que factores como la dieta,
que tienen un efecto significativo en la actividad de PON1, especificamente los acidos
grasos poliinsaturados (Calabresi et al., 2004), esto posiblemente debido a la
actividad lactonasa de PON1, donde los AGPI se convierten en estructuras similares
a la lactona después de la oxidacién, por lo que se han propuesto como posibles
sustratos de PON1 (Chistiakov et al., 2017). De acuerdo con esto ultimo, el efecto
observado entre los grupos con tratamiento puede estar asociado con una mayor
actividad en el grupo suplementado con semilla sin desgrasar, en comparacion con el

grupo suplementado con semilla desgrasada.
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Figura 7. Actividad enzimatica de PON1 en plasma. Los datos se expresan como mediana (lineas
horizontales) y rango intercuartilico (cajas). n=6. OVX: ratas ovariectomizadas; OVX+SG: ratas
ovariectomizadas + semillas de guayaba; OVX+SDG: ratas ovariectomizadas + semilla de guayaba
desgrasada. Prueba Tukey (p<0.05). OVX vs. 20VX+SDG; OVX+SG vs.*OVX+SDG.

62



2.4 Conclusiones

Los resultados de este trabajo sugieren que la suplementacion con SG durante 30
dias podria regular los cambios en los parametros bioquimicos en ratas
ovariectomizadas. Mientras que la SDG no presenta un efecto sobre la ganancia de
masa corporal, podria encontrarse comprometida la propiedad ateroprotectora de las
HDL debido a las modificaciones en su composicion proteica. Todo esto nos lleva a
proponer que no basta con un alto consumo de fibra dietética, sino que, junto con una
dieta rica en AGPI, podria disminuir algunos de los efectos causados por los bajos
niveles de estrégenos y disminuir factores de riesgo para el desarrollo de

enfermedades cardiovasculares.
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