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RESUMEN

La saciedad permite reducir voluntariamente la ingesta de alimento y se ha visto que puede
modificarse por una regulacion hormonal, llevada a cabo tras la ingesta de compuestos fenolicos
(CFs). Anteriormente, el aguacate ha sido evaluado como inductor de saciedad; por su
composicion, se destina a la obtencion de aceite, donde la industria aceitera genera como
subproducto la pasta desgrasada de aguacate (PDA), compuesta de céscara, semilla y pulpa,
conservando el 90% de los CFs. Para conocer su efecto sobre la saciedad, es necesario el uso de
pruebas como la evaluacion de la secuencia de conducta de saciedad (SCS) y la cuantificacion de
hormonas relacionadas, como colecistoquinina (CCK) y ghrelina. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto agudo de la administracion de un extracto rico en CFs provenientes de PDA cv.
‘Hass’, sobre la SCS y concentracion sérica de CCK y ghrelina, en un modelo murino. Se midieron
la capacidad antioxidante, CFs totales y perfil fendlico de la PDA, mediante cromatografia liquida
(UPLC-DAD). Para el bioensayo se utilizaron 22 ratas Wistar macho (=135 g). La evaluacion de
la SCS se llevo a cabo semanalmente, durante seis semanas; se monitoreo la conducta de 12 ratas
durante los 40 min posteriores a la administracion del extracto (50 mg/kg) o agua (control). Se
cuantifico el alimento ingerido y el tiempo destinado a las conductas de alimentacion, actividad,
acicalamiento y descanso. Para la cuantificacion de hormonas, se muestre6 sangre de 10 ratas a
diferentes tiempos (0-45 min), después de administrar el extracto (50 mg/kg) o control (agua). La
concentracion de CFs totales y la capacidad antioxidante sugiere que la PDA es fuente de
compuestos bioactivos utilizables. El perfil de CFs presentdé compuestos flavonoides y acidos
fenolicos. La administracion del extracto de PDA provocd un patrén interrumpido de la SCS,
generado por una mayor actividad, motivaciéon para comer y falta de una SCS completa. La
concentracion sérica de CCK no mostrd diferencias significativas (p>0.05) debidas al tratamiento,
pero existid una tendencia a aumentar 15 min después de consumir el extracto, siendo
correlacionable con la SCS a partir de 15 min. En el caso de la ghrelina, no se observaron cambios
cuantificables en su concentracion sérica. El extracto de PDA contiene compuestos bioactivos que
modifican la sensacion de la saciedad de forma aguda pudiendo aprovecharse para su uso en la

formulacion de alimentos funcionales y nutracéuticos.

Palabras clave: Persea americana Mill, secuencia de conducta de saciedad, regulacion hormonal,

subproductos agroalimentarios, ingesta de alimento.
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ABSTRACT

Satiety induces a voluntary reduction in food intake, and it has been proved that phenolic
compounds (PCs) can modify it by affecting some satiety-inducing hormones. Avocado is a fruit
that has been evaluated as a satiety inducer; due to its composition, it is used as a source of
vegetable oil. Its industrial processing generates avocado paste (AP), a by-product composed of
peel, seed and defatted pulp, which retains approximately 90% of PCs. The use of objective tests
is necessary to study the effects of AP on satiety, such as evaluating the behavioral satiety sequence
(BSS) and quantifying serum concentration of hormones like cholecystokinin (CCK) and ghrelin,
after its consumption. The aim of the present work was to evaluate the acute effects of consuming
an AP-derived PC-rich extract, on BSS and serum concentration of CCK and ghrelin, in a murine
model. Antioxidant capacity and total PCs of AP were quantified; PCs were also identified by
UPLC. For the bioassay, a total of 22 male Wistar rats (=135 g) were used. BSS was measured by
monitoring the behavior of twelve rats during 40 min after the extract (50 mg/kg) or the control
(water) were administered; this test was performed weekly for a total of six weeks. During this
period, food consumption and time destined to eating, activity, grooming and resting behaviors
was quantified. For hormone quantification, a blood sample was drawn at different times (0-45
min), from 10 rats that were administered either the extract (50 mg/kg) or control (water). Total
PC concentration and antioxidant capacity suggests that AP retains usable bioactive compounds.
Its PC profile contained flavonoids and phenolic acids. Intake of AP extract exerted an effect on
BSS, causing an interrupted pattern due to increased activity, motivation to eat and lack of full
satiety. Serum CCK concentration did not show significant differences (p<0.05) due to treatment,
but there was a tendency to increase 15 min after PDA extract was administered. In addition, its
concentration was similar to BSS after 15 min, suggesting a correlation between these variables.
In the case of ghrelin, no measurable changes were detected on its serum concentration. AP extract
contains bioactive compounds that have an acute effect on satiety induction; this property of PCs

can be used in the design of functional food or nutraceuticals.

Key words: Persea americana Mill, satiety sequence behavior, hormonal regulation, agricultural

by-products, food intake.
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1. INTRODUCCION

Actualmente, existe a nivel mundial una epidemia de sobrepeso y obesidad. Para
combatirla, la OMS (2018) declar6 que es necesario un cambio en el estilo de vida de las personas,
implicando un aumento en la actividad fisica y disminucion de la ingesta caldrica. Sin embargo,
llevar a cabo un cambio en el estilo de vida, puede resultar complicado de lograr si no se tiene la
fuerza de voluntad del sujeto y un programa sistematico para tal propdésito. Es ahi donde entra el
uso de estrategias para detener la ingesta calérica de manera voluntaria, por ejemplo, a través de la
induccion de saciedad. Existe una amplia gama de farmacos destinados a inducir saciedad por
activacion de diversos receptores entéricos y neuroldgicos, sin embargo, se ha demostrado que
estos pueden generar efectos secundarios severos, que pueden resultar en la muerte (Rosa-
Gongalves y Majerowicz, 2019). Para evitar los efectos secundarios de los fArmacos inductores de
saciedad, se han buscado compuestos de origen natural que puedan ayudar al organismo a detener
o mitigar la ingesta de alimentos de manera voluntaria, sin sufrir efectos colaterales. Una posible
opcidn viable son los alimentos y subproductos de origen vegetal. En la busqueda de alternativas
que lleven a la regulacion de saciedad, es necesario conocer el sistema y el posible mecanismo por
el cual ésta se regula. Es conocido que los receptores de las células enteroenddcrinas pueden
interaccionar con los CFs y otros compuestos (Steinert y col., 2017), e inducir asi la secrecion de
mediadores circulantes de saciedad.

Los CFs han sido ampliamente estudiados, siendo reconocidos por su efecto antioxidante,
antimicrobiano, antiproliferativo y antiobesogénico, entre otros. Sin embargo, un efecto sobre el
organismo que esta tomando importancia en los ultimos afios, es su efecto como regulador de la
saciedad (Josic y col., 2010, Al Shukor y col., 2014, Gonzalez-Abuin y col., 2014, Boix-Castejon
y col., 2018, Fernandes y col., 2018, Haldar y col., 2018a, Haldar y col., 2018b). Gonzéalez-Abuin
y col. (2014) probaron el consumo de una mezcla de catequina, epicatequina, acido galico y dimero
B2 de procianidina en un modelo murino, encontrando que estos compuestos contribuyen en
diferente medida a la secrecion de GLP-1 (por sus siglas en inglés, glucagon-like peptide 1).
Ademas, en un estudio realizado con CFs de jamaica (Hibiscus sabdariffa) administrado a mujeres
con sobrepeso, se encontrd que incrementaron la secrecion de GLP-1 y disminuyeron la de ghrelina

(Boix-Castejon y col., 2018). Por lo que el estudio de los CFs sobre las hormonas implicadas en la
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regulacion de la saciedad es un area de oportunidad, ya que muchos de los frutos consumidos en
nuestro pais, como los frutos tropicales (mango, papaya, pifia y aguacate), contienen una variedad
y cantidad de CFs (Ruiz-Pardo, 2014, Pacheco-Ordaz y col., 2018, Villa-Rodriguez y col., 2020).
En el caso particular del aguacate, se conoce muy poco sobre el posible efecto que tiene su consumo
en la regulacion de la saciedad y su relacion con los CFs.

En México, el consumo per capita de aguacate alcanza los 8 kg al afio (Romo, 2016). A pesar de
que el fruto es consumido como tal, es posible darle un valor agregado al generar diversos
productos a partir de este. Durante el procesamiento del aguacate se generan tres subproductos
principales: céscara, semilla y pulpa (Rodriguez-Carpena y col., 2011). Debido a la composicion
del aguacate, uno de los principales productos generados a partir de ¢l es el aceite. Una vez que
este es extraido, se genera un subproducto compuesto de cascara, semilla y pulpa desgrasada, que
representa mas del 60% del peso del fruto (USDA, 2018). En 2016, las cifras de produccion de
aceite de aguacate superaron las 600 millones de toneladas (Mdt), por lo que se desecharon 1200
Mdt de subproducto (Technavio, 2017). Se ha reportado que los subproductos de frutas representan
una fuente de compuestos bioactivos, en ocasiones mas importante que la porcion comestible
(Ayala-Zavala y col., 2011). Es por ello que el aprovechamiento del subproducto generado por la
industria del aceite de aguacate representa un area de oportunidad para la formulacion de alimentos
funcionales y nutracéuticos.

La composicion de aguacate es principalmente lipidica, sin embargo, algunos autores aseguran que
también representa una fuente de CFs importante, la cual se ha estudiado muy poco (Villa-
Rodriguez, 2011, Kosinska y col., 2012, Lopez-Cobo y col., 2016, Figueroa y col., 2018a, Figueroa
y col., 2018b). Aunque una porcion de estos CFs son extraidos durante la produccion de aceite, la
mayoria permanecen en la PDA, donde la proporcion de 4cidos fendlicos puede ser de hasta un 90
%, con respecto a la pulpa integra (Lopez-Cobo y col., 2016, Santana y col., 2019). De esta forma,
la PDA generada durante la extraccion de aceite contiene CFs que podrian ser utilizados por su
funcionalidad para distintos propodsitos, entre ellos, su uso como reguladores de saciedad.
Algunos estudios han evaluado el efecto del aguacate sobre hormonas y sensaciones de saciedad,
administrando pulpa de aguacate a adultos con sobrepeso (Naveh y col., 2002, Sabaté y col., 2015).
Se comprobo que el consumo de aguacate genera una modificacion en la concentracion sérica de
hormonas anorexigénicas, asi como una mayor saciedad y una reduccion en el deseo de comer,

logrando mantener la saciedad por un tiempo de hasta por dos horas (Naveh y col., 2002, Sabaté¢ y
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col., 2015). A pesar de los buenos resultados obtenidos, los autores no reportan una correlacion
entre las sensaciones de saciedad, con respecto a concentracion sérica de las hormonas de los
individuos después de dos horas de haberlo consumido. Esto sugiere que el aguacate es una fuente
potencial de compuestos bioactivos que pueden ser utilizarse en la formulacion de alimentos
destinados a la regulacion de saciedad. Sin embargo, es necesario el uso de métodos objetivos, tales
como la cuantificaciéon de hormonas relacionadas con la saciedad, complementado con el estudio
conductual en animales de experimentacion.

La medicion de una sensacidon, como es la saciedad en humanos, puede llevar a resultados muy
subjetivos segun el método de evaluacion utilizado. Una alternativa viable para la medicion de la
saciedad es la SCS, que estd ampliamente caracterizada en roedores y se ve modificada por
farmacos o moléculas externas (Oliveira y col., 2011). Algunos farmacos como la sibutramina y el
rimonabant, asi como moléculas opioides y cannabinoides, pueden modificar la sensacion de
saciedad, lo cual se ve reflejado en los tiempos destinados a comer o descansar, lo que puede ayudar
a comprender en qué punto se puede inducir la saciedad (Tallett y col., 2008, Tallett y col., 2009).
Con base a lo anterior, se sugiere estudiar la posible relacion entre la composicion de la PDA y la
induccion de saciedad en modelos in vitro y murino. Debido a que este subproducto es una fuente
de compuestos bioactivos, como CFs y flavonoides, su administraciéon a un modelo murino podria
resultar en alteraciones en la concentracion sérica de hormonas reguladoras de saciedad. Estos
cambios se podrian ver reflejados en la SCS, al modificar algunas de las conductas, conllevando a
una reduccién en el consumo de alimento de manera voluntaria y provocar cambios en los habitos

de alimentacion y en la cantidad de alimento consumido.
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2. ANTECEDENTES

2.1. La Falta de Saciedad Puede Desencadenar Problemas de Salud

El aumento en las cifras de obesidad y sobrepeso en la poblacion mundial es considerado un
problema de salud publica actual. Estas enfermedades son ocasionadas por un desbalance entre la
ingesta calorica y el gasto energético. De la misma forma, el ambiente moderno y sedentario
pueden favorecer el incremento del peso corporal (OMS, 2018). Cuevas Garcia-Dorado y col.
(2019) afirman que la globalizacion ha tenido un efecto negativo en los patrones nutricionales, ya
que se ha potenciado la produccion y consumo de alimentos de menor precio, pero con mayor
contenido de lipidos, aztcares simples y densidad energética. El consumo descontrolado de estos
alimentos conlleva al incremento del peso corporal, por lo que es necesario generar cambios en el
estilo de vida y la forma de alimentacion, con el fin de disminuir las cifras de obesidad y sobrepeso.
La Organizaciéon Mundial de la Salud (2018) propone que para combatir el sobrepeso y la obesidad,
es necesario generar cambios en el estilo de vida, que incluyen una alimentacion balanceada y una
actividad fisica adecuada. Sin embargo, llegar a un cambio en los hébitos alimenticios de las
personas, requiere un compromiso muy grande por parte del interesado, lo que dificulta el seguir
un régimen alimenticio (Rosa-Gongalves y Majerowicz, 2019). Es por ello, que surge la necesidad
de disenar alternativas que colaboren con el consumidor, para mantener hdbitos alimenticios
adecuados.

Los hébitos alimenticios inadecuados pueden ser ocasionados por una interacciéon compleja entre
factores fisiologicos, psicologicos, sociales y genéticos, los cuales intervienen directamente en
aspectos como el horario de comida, la cantidad de alimento ingerido y la preferencia de los
alimentos (Grimm y Steinle, 2011). Tener malas conductas alimentarias puede llevar a un
desarrollo de la sensacion de saciedad poco eficiente, lo que resulta en la sobre-ingesta de
alimentos, tanto para la comida del momento como para las siguientes (Halford y col., 2010).
Cuando la sensacion de hambre no es inhibida de manera natural o se incrementa por una situacion
de estrés emocional, se genera hambre excesiva, pudiendo llevar a una regulacion de peso

deficiente (Das y col., 2009). De tal forma que una conducta de alimentacidon inapropiada puede
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llevar a desordenes alimenticios como la obesidad y sus comorbilidades (Magni y col., 2009). El
consumo de alimentos debe ser regulado de forma eficiente, ya sea de manera natural por el
organismo, o, en caso de ser necesario, utilizar la ayuda de fuentes externas.

Una manera de regular la cantidad y tipo de alimentos ingeridos es a través de una adecuada
induccién de saciedad. La saciedad es definida como la sensacion de satisfaccion después de comer
que ocasiona la detencion voluntaria en el consumo de alimento, siendo crucial para mantener una
ingesta calorica diaria estable (Njike y col., 2016). La generacion de saciedad es un proceso
complejo que depende de multiples estimulos, como son hormonas, sefializaciones nerviosas e
integracion neurolédgica, que convergen en la supresion del deseo de comer, y, por lo tanto, detener
la ingesta de alimentos. El proceso de ingerir alimentos depende del equilibrio entre los ciclos de
hambre y saciedad, los cuales son regulados por control neurohormonal que radica en secciones
especializadas del hipotdlamo (Ochoa y Mufoz, 2014). La cascada de sefiales reguladoras de
saciedad inicia previo al consumo de alimento, y persiste mientras este realiza su recorrido por el

tracto gastrointestinal (TGI).

2.2 La Saciedad es un Proceso Fisiologico, Estrictamente Regulado por Marcadores Hormonales

Entéricos, Sefiales Nerviosas Periféricas y Neurotransmisores

La sefializacion que lleva a la saciedad es regulada tanto por hormonas entéricas, como por
neurotransmisores; la secrecion hormonal varia con la peristasis del TGI, ya que estos movimientos
determinan qué células de este sistema estaran expuestas a los nutrientes y por cudnto tiempo
(Steinert y col., 2017). La senalizacion de las hormonas entéricas puede llevarse a cabo por tres
mecanismos diferentes: 1) por sefalizacion paracrina, la cual se da antes de la absorcion de
nutrientes; 2) por sefial neuroendocrina, con un efecto en los aferentes neurales de las células
vecinas, y el 3) la sefializacion en los axones por medio de neurdpodos (Matzinger y col., 1999,
Bohorquez y Liddle, 2011). Estas sefializaciones se integran en el cerebro para concluir en la
saciedad, de esta forma, se detiene la conducta de la ingesta de alimento y facilita mejorar la toma
de decisiones alimentarias.

Algunas hormonas entéricas encargadas de regular los ciclos de hambre y saciedad son la ghrelina,

17



colecistoquinina (CCK), péptido similar al glucagon-1 (GLP-1), péptido inhibidor géstrico (PIG)
y péptido tirosina-tirosina (PYY). Estas hormonas son secretadas por distintas células localizadas
a lo largo del TGI y pueden ser de caracter orexigénico o anorexigénico. Las principales hormonas
con caracter anorexigénico son CCK, GLP-1 y PYY, y son producidas en el intestino delgado y
colon. La hormona orexigénica mas estudiada es la ghrelina, la cual es secretada por el estomago
(Benelam, 2009). El conjunto de las interacciones entre estas y otras hormonas lleva a la saciedad,
pero dos de las mas estudiadas debido a su secrecion rapida y efecto cuasi inmediato, son CCK y
ghrelina.

La ghrelina es un péptido de 28 aminoacidos, secretado por células del tipo X/A presentes en la
capa submucosal del estdbmago y en el nucleo arcuato del hipotdlamo (Kojima y col., 1999). Esta
hormona puede encontrarse con o sin una esterificaciéon en la Cys-3, catalizada por la enzima
ghrelina-O-aciltransferasa, siendo la forma acetilada la que presenta actividad biologica (Trivedi y
col., 2017). La concentracion de ghrelina total y acetilada incrementa antes de comer, disminuye
de manera abrupta después del consumo de alimentos para incrementar gradualmente hasta la
proxima comida (Hill y col., 2012). Su vida media en sangre es de aproximadamente 30 min y es
regulada por la farmacodinamica de su forma acetilada (Vestergaard y col., 2007). De ahi el interés
por el estudio de esta hormona en estudios de sensaciones de saciedad agudas. Por lo que, la
reduccion de la secrecion o acetilacion de ghrelina podria ser utilizada para provocar una
disminucién en la sensacion de hambre, promoviendo una menor ingesta de alimento.

La concentracion sérica de nutrientes puede inhibir la sintesis y acetilacion de ghrelina, mientras
que su secrecion es inhibida por las sefiales nerviosas que son enviadas de manera inmediata al
momento del consumo de alimento (Steinert y col., 2017). Las células secretoras de esta hormona
expresan una gran cantidad de receptores sensibles a nutrientes, de forma que la secrecion se ve
inhibida cuando estos estan presentes (Miiller y col., 2015). Estos receptores (Figura 1) son el
CASR sensible a calcio, FFAR2 y FFAR3 para acidos grasos libres de cadena corta y larga
(FFARA4), de gustoducina (GNAT3), de lactato (GPRS81), de acidos hidroxicarboxilicos (HCARI)
y de somatostatina (SSTR) (Steinert y col., 2017). La disminucion en la secrecion de ghrelina
depende de la carga caldrica y la composicion de macronutrientes, siendo los lipidos los de menor
efecto sobre los receptores y las proteinas las de mayor efecto, por lo que la deteccion de nutrientes
en el estobmago lleva a una reduccion de ghrelina sérica (Hass y col., 2010). Debido a lo anterior,

la estimulacion de los receptores inhibidores para la secrecion de ghrelina, puede ser una alternativa
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que genere la sensacion de saciedad de manera voluntaria.

La CCK es una hormona peptidica encargada de inducir la sensacion de saciedad. Esta compuesta
por un conjunto de péptidos con la secuencia Gly-Trp-Met-Asp-Phe en el extremo amino terminal,
ademas, se caracteriza por una sulfatacion en los residuos de tirosina (Pathak y col., 2018). Su
precursor es una cadena de 115 aminoacidos, que posteriormente es procesado a diversas formas,
entre las cuales destacan CCK-8, CCK-33 y CCK-58 (Rehfeld, 2017). Las células productoras de
CCK son las células I encontradas en el intestino delgado, las cuales tienen una estructura del tipo
abierta, lo que provoca una conexion entre el lumen intestinal y el interior del enterocito (Steinert
y col., 2017). Estos péptidos son reconocidos por los receptores CCK1Rs y CCK2Rs, presentes en
la vesicula biliar, pancreas y piloro, asi como en las neuronas vagales del TGI, donde son
importantes para la regulacion del apetito (Moran y col., 1987). La estimulacion de la secrecion de
CCK, o sus receptores, podrian ser una alternativa para la regulacion de la saciedad y propiciar
buenas decisiones alimentarias.

La presencia de nutrientes en el TGI estimula los receptores para la secrecion de CCK, de manera
que a lo largo de su recorrido se va incrementando la produccion de la misma, generando una
sensacion de saciedad. La presencia de proteinas y triacilgliceroles en el TGI es necesaria para
lograr la secrecion de CCK, ademads, los acidos grasos de cadena larga llevan a una mayor
secrecion, mientras que la digestion de carbohidratos no tiene un efecto sobre los receptores de esta
hormona (En¢ y col., 2001, Feinle-Bisset y col., 2014, Steinert y col., 2014). Los nutrientes
presentes en el lumen intestinal estimulan a las células I mediante diferentes receptores, tales como
CASR, de trombospondina (CD36), FFAR1, FFAR4, GNATS3, de 4cido lipofosfatidico (LPARS),
y del gusto tipo 1, 2 y 3 (GT1, GT2, GT3) (Steinert y col., 2017). Algunos estudios relacionados
con polimorfismos en los receptores de esta hormona han obtenido resultados que indican la
relacion entre estas modificaciones y la obesidad, ocasionada por una mala regulacion de la ingesta
alimentaria (de Krom y col., 2007). De manera que estimular positivamente estos receptores para

la secrecion de CCK, parece ser una alternativa para favorecer la induccion de saciedad.
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Figura 1. Representacion de las células secretoras de a) ghrelina y b) CCK, asi como sus receptores
en el epitelio gastrico e intestinal, respectivamente. En las células X/A (moradas) se encuentran los
receptores: sensible a calcio (CASR), de 4cidos grasos libres de cadena corta (FFAR2 y FFAR3) y
larga (FFAR4), de gustoducina (GNATS3), de lactato (GPRS81), de 4cidos hidroxicarboxilicos
(HCARI1) y de somatostatina (SSTR). En las células I (azules) estan presentes los receptores
CASR, de trombospodina (CD36), FFAR1, FFAR4, GNATS3, de 4cido lisofosfatidico (LPARS), y
del gusto tipo 1, 2 y 3 (GT1, GT2, GT3).

La simple presencia de estas hormonas no es suficiente para generar la sensacion de saciedad, por
lo que es necesario traducir la concentracion sérica de las mismas a una respuesta neurologica, tal
como se representa en la Figura 2. Todas las sefiales enviadas por la presencia de estas hormonas
se integran en el hipotalamo, que es considerado el centro de control del apetito (Morgane y Jacobs,
1969). Dentro del hipotdlamo se encuentra el ntcleo arcuato, el cual contiene receptores especificos
para diversas sefiales neuronales y permite la regulacion de la saciedad (Ueno y Nakazato, 2016).
Las sefiales producidas por las hormonas viajan a través de las neuronas vagales, que terminan
siendo enviadas al ntcleo arcuato. Este nicleo puede separarse en dos secciones, una ubicada en
la parte ventral central y otra en el centro del nucleo. La primera se caracteriza por la presencia de
neuronas que, al activarse, generan la sensacion de hambre, mientras que la segunda es conocida
por producir la sensacion de saciedad y el rechazo hacia el alimento (Uher y Treasure, 2005,
Goldstone, 2006, Ochoa y Mufioz, 2014). Debido a que el cerebro integra las sefiales de saciedad,

es importante que los estimulos lleguen a este, por lo que una correcta sefializacion hormonal puede
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contribuir al estado de saciedad general.

Ueno y Nakazato (2016) aseguran que para proponer un método seguro y efectivo que lleve al
control de peso corporal, es necesario entender el mecanismo a través del cual las sefiales
hormonales son integradas en sensaciones. Como se menciond con anterioridad, dentro del
hipotadlamo se encuentra en nicleo arcuato, el cual contiene neuronas que promueven el hambre o
la saciedad. En el caso del aumento del hambre, las neuronas encargadas son aquellas que sefializan
con neuropéptido Y (NPY) y la proteina relacionada con Agouti (AgRP), mientras que las
supresoras del hambre son aquellas que contienen y sefalizan con proopiomelanocortina (POMC)
(Ollmann y col., 1997, Cowley y col., 1999, Elmquist y col., 1999). La regulacién del hambre y la
saciedad en el cerebro se da, basicamente, por una interaccion de estas moléculas con sus
receptores. De tal forma que cuando el NPY se encuentra con el receptor de NPY y la AgRP
interacciona con el receptor de melanocortina 4 (MC4R), se genera hambre; sin embargo, la
presencia de POMC puede competir contra AgRP por el receptor MC4R para inhibir el hambre
(Ueno y Nakazato, 2016). El balance en la activacion de estos receptores es el encargado de regular
los ciclos de hambre y saciedad, por lo que manipular su activacion puede ser una manera de

potenciar la sensacion de saciedad.
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Figura 2. Representacion grafica de la transformacion de hormonas en torrente a sefiales nerviosas.
A) Flechas negras indican secrecion de hormonas por distintos 6rganos: en el estobmago, ghrelina;
en pancreas insulina y péptido pancredtico (PP); en intestino colecistoquinina (CCK), péptido
similar al glucagon-1 (GLP-1), péptido tirosina-tirosina (PYY), péptido inhibidor gastrico (P1G);
en tejido adiposo, leptina. B) Flecha roja indica entrada directa al cerebro a través del torrente
sanguineo; flechas amarillas indican sefiales nerviosas por una estimulacion de aferentes vagales
que llegan hasta el hipotalamo (indicado con color verde). C) Posicion del nicleo arcuato dentro
del hipotalamo, aqui convergen y se integran las sefiales nerviosas para ser interpretadas. D) Los
neurotransmisores neuropéptido Y (NPY) y proteina relacionada a Agouti (AgRP) interaccionan
con sus receptores Y1 y Y5 para incrementar la sensacion de hambre; mientras que el transmisor
proopiomelanocortina (POMC) interacciona con los receptores M3C y M4C para incrementar la
sensacion de saciedad.

Cada hormona entérica tendra un efecto sobre el cerebro, pudiendo resultar en una integracion de
las sefiales enviadas por el nervio vago, tal es el caso de ghrelina, GLP-1, PYY y CCK, o bien,
entrar directamente al cerebro y ejercer un efecto, como la hormona leptina. Se ha reportado que
la leptina producida por el tejido adiposo tiene la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica y activar las neuronas con POMC, asi como inhibir las que contienen NPY y
AgRP (Zhang y col., 1994, Cowley y col., 1999, Pinto y col., 2004). A diferencia de la leptina, el

resto de las hormonas de saciedad sefializan a través del nervio vago, esto se logra al unirse a sus
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receptores encontrados en las fibras terminales de este nervio, las cuales se extienden a través de
la mucosa del TGI (Ueno y Nakazato, 2016). En el caso de la ghrelina, esta estimula los aferentes
vagales y el nucleo del tracto solitario (NTS) por una supresion de la descarga del aferente vagal;
las senales llegan al cerebro para activar las neuronas NPY y AgRP, ademds de suprimir la
actividad de las neuronas POMC (Nakazato y col., 2001, Date y col., 2002, Date y col., 2006). La
CCK, en vez de generar una supresion de la descarga del aferente vagal, genera la activacion de la
misma; su mecanismo de accion es por la activacion del factor de crecimiento EGR-1, generando
una regulacion positiva en la expresion del transcrito regulador de cocaina y anfetaminas (CART)
que provoca la inhibicion del hambre (de Lartigue y col., 2010). La comprension de la regulacion
de un sistema tan preciso como la saciedad facilita generar modificaciones en el mismo, con el fin
de propiciar las buenas decisiones alimentarias, sin embargo, es necesario medir que estos cambios

se estén llevando a cabo.

2.3 Es Posible Medir la Sensacion de Saciedad Haciendo Uso de Diferentes Tipos de

Evaluaciones

Un estudio que evalue la regulacion de la saciedad es complejo de realizar; para determinar si esta
sensacion esta presente, asi como su intensidad, es necesario cuantificar las sensaciones producidas
por los alimentos. La escala andloga visual (VAS por sus siglas en inglés) es utilizada en la mayoria
de los estudios relacionados a sensaciones en humanos. Esta es un instrumento de medidas
psicométricas utilizado para documentar de manera rapida y reproducible los sintomas en pacientes
con diversos tratamientos (Benelam, 2009). A pesar de que estas escalas fueron disefiadas
inicialmente para cuantificar dolor, pueden utilizarse también para cualquier tipo de sensacion. Por
ejemplo, en los estudios de saciedad se suelen hacer preguntas como “; Qué tan hambriento estas?”,

3

“rqué tan satisfecho te sientes?”, “;qué tan lleno te sientes?”, entre otras, y sus respuestas
generalmente se numeran de 0 a 10 (Benelam, 2009). Sin embargo, el uso de solo escalas de
sensaciones es poco objetivo y tiende a irregularidades, por lo cual es necesario realizar otras
mediciones o ensayos que complementen y que arrojen resultados mas objetivos, como son la

medicion de las hormonas relacionadas con estas sensaciones.
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Una manera de complementar los resultados obtenidos con las VAS es mediante la concentracion
sérica de hormonas reguladoras de saciedad, la cual es otra herramienta utilizada en la mayoria de
las investigaciones realizadas con este fin. Entre las hormonas mas estudiadas destacan ghrelina,
CCK, GLP-1, leptina y PYY (de Krom y col., 2007, Boix-Castejon y col., 2018, Fernandes y col.,
2018, Haldar y col., 2018a, Haldar y col., 2018b, Pathak y col., 2018). De esta manera, es posible
comprobar los efectos de los compuestos evaluados para la generacion de la sensacion de saciedad
de una manera objetiva.

La SCS en animales es un proceso controlado por sistemas tanto fisiol6gicos como psicobiologicos,
que puede considerarse como un conjunto de operaciones naturales que llevan a la saciedad. El
estudio de este proceso es una opcion viable para probar compuestos que provoquen saciedad,
debido a que esta ampliamente caracterizado y reportado (Goodson y col., 2004). En ratas, el orden
que sigue la SCS es la ingesta de alimento, acicalamiento, un periodo de actividad y termina en el
descanso, indicando que el animal ha llegado al punto de saciedad (Oliveira y col., 2011). En
general, los estudios realizados en conductas de saciedad van dirigidos al uso de moléculas con
efectos conductuales especificos, como pueden ser generar o inhibir la saciedad. Este tipo de
estudios, junto con la cuantificacion sérica de las hormonas relevantes, permiten precisar la
medicion de la saciedad de una manera objetiva y evitando subjetividades que los sujetos de estudio
podrian ocasionar.

Para el estudio de la SCS, los animales de experimentacion son sometidos a un ayuno parcial, para
posteriormente administrarles el tratamiento por via oral o peritoneal segin se requiera.
Inmediatamente después, los animales son colocados en la jaula de experimentacion y se
monitorean las conductas llevadas a cabo en los minutos siguientes, asi como el consumo de
alimento durante dicho periodo (Goodson y col., 2004, Lievens y col., 2009). Para la interpretacion
de los datos, el tiempo destinado a la medicion de la SCS se divide en periodos de 5 min cada uno,
de forma que se cuantifican los segundos que el animal dedica a cada una de las conductas durante
esos 5 min. A continuacidn, las conductas son clasificadas dentro de una categoria, como son:
alimentacion, acicalamiento, descanso, actividad, entre otras, dependiendo de los criterios del
investigador (Lievens y col., 2009). El tiempo (en s) destinado a cada conducta se grafica como
aparece en la Figura 3, para su posterior analisis y comparacion. Se considera que la saciedad llega
en el momento en que el tiempo dedicado a la alimentacidn se iguala al destinado al descanso, y se
denomina “punto de transiciéon” (Goodson y col., 2004). Sin embargo, no todos los compuestos

ejercen el mismo efecto sobre la SCS, pudiendo modificar los patrones conocidos como regulares.
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Figura 3. Ejemplo de resultados para la evaluacion de la SCS. En el eje de las abscisas se presenta
el periodo de 5 min correspondientes (40 min total) y en las ordenadas el tiempo (en s) destinado
a cada actividad durante el periodo. El punto de transicion se indica con una linea vertical en la
interseccion del descanso y la alimentacion. Tomado y adaptado de Goodson y col. (2004).

La SCS se ve modificada por diversas moléculas, como pueden ser farmacos u hormonas, y
dependiendo de donde tenga su absorcidon y su receptor diana, sera el efecto que ejercera esta
molécula sobre los patrones de conducta. Se han caracterizado los efectos ejercidos por algunas
moléculas sobre la SCS, como los fairmacos antidepresivos, bloqueadores de algun receptor en
especifico en el cerebro y drogas como las anfetaminas y los alcaloides (Oliveira y col., 2011).
Algunos farmacos que anteriormente se utilizaban como parte del tratamiento para la obesidad,
como fenfluramina y sibutramina, han sido evaluados respecto a su efecto sobre el patrén de la
SCS, encontrando que este incrementa, es decir, que contribuyen a que los animales lleguen a la
saciedad de forma répida (Halford y col., 1998). Sin embargo, se han documentado multiples
efectos secundarios, algunos de ellos graves, ocasionados por su consumo, lo que incentiva la

busqueda de alternativas seguras que induzcan saciedad en el consumidor.
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2.4 La Generacion de la Sensacion de Saciedad Puede Darse por Moléculas Diferentes a los

Macronutrientes

Debido a que algunas moléculas en especifico contribuyen a la regulacion de la secrecion de
hormonas, es necesario identificarlas para llevar a cabo una correcta estimulacion de los receptores.
A pesar de que los macronutrientes son los principales activadores de estos receptores, existen otras
moléculas que también pueden estimularlos, por ejemplo, la secrecion de ghrelina se ve inhibida
por la presencia de acidos hidroxicarboxilicos (Hass y col., 2010, Steinert y col., 2017). De esta
manera, queda abierta la posibilidad de que otras moléculas activen receptores que provoquen la
secrecion de CCK o inhiban la de ghrelina; algunas de estas moléculas son los farmacos destinados
a generar la saciedad.

Un ejemplo de un farmaco inductor de saciedad es la sibutramina. Este compuesto incrementa los
niveles de serotonina en el organismo, activando las sefiales nerviosas de caracter anorexigénico,
a la vez que inhibe las orexigénicas, generando la inhibicion del hambre y deteniendo la ingesta de
alimento (Rosa-Gongalves y Majerowicz, 2019). Sin embargo, el uso de farmacos puede ocasionar
efectos secundarios adversos sobre el organismo, tales como incremento en la presion arterial,
riesgo de padecer un infarto al miocardio, derrames, y en caso de un consumo prolongado, cancer
por su genotoxicidad (Araldi y col.,, 2015, Siebenhofer y col.,, 2016). Rosa-Gongalves y
Majerowicz (2019) aseguran que es necesario el desarrollo de alternativas a los farmacos
destinados a la saciedad. Una posible alternativa viable, efectiva y segura es el uso de plantas y sus
extractos, ya que se ha demostrado que sus componentes pueden activar varios procesos
fisiologicos, tales como la saciedad (Vasileva y col., 2018). Por lo cual, se requiere indagar si el
uso de productos de origen vegetal, pueden ayudar a generar un cambio en el estilo de vida,
reduciendo, o bien, evitando asi el uso de farmacos.

Un conjunto de moléculas que han sido estudiadas en la regulacion de saciedad son los CFs (Josic
y col., 2010, Al Shukor y col., 2014, Gonzalez-Abuin y col., 2014, Boix-Castejon y col., 2018,
Fernandes y col., 2018, Haldar y col., 2018a). Estos se encuentran distribuidos ampliamente en el
reino vegetal, y destacan en la composicion de las plantas comestibles, relacionadas con resultados
en el incremento de la saciedad. Sin embargo, el papel de estos sobre la saciedad es un tema de

reciente estudio, por lo que son un area de oportunidad para indagar en este ambito.
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El té verde es una de las bebidas més estudiadas por su efecto sobre la regulacion de la saciedad,
tal como lo ha reportado Josic y col. (2010). En este estudio se administrd una taza de té¢ verde
como acompainamiento de una comida, y se obtuvo un aumento en la sensacion de saciedad desde
los 60 hasta los 120 min con respecto al control, sin embargo, no existi6 diferencia significativa
(p>0.05) en los deseos de comer de nuevo ni en la sensacion de hambre, con respecto al control.
Al realizarse un andlisis de los principales compuestos encontrados en el té verde, se encontraron
como mayoritarios los CFs, destacando epicatequina, galato de epicatequina, epigalocatequina y
galato de epigalocatequina (EGCG) (ademas de compuestos de otros tipos como la cafeina). A
pesar de que estos resultados fueron prometedores, no son objetivos, debido a las discrepancias
entre las sensaciones de hambre y saciedad, por lo que surge la necesidad de utilizar otras
metodologias para estudiar la induccion de saciedad.

De manera similar a lo realizado con el té verde, se llevaron a cabo un par de investigaciones
(Haldar y col., 2018a, Haldar y col., 2018b) utilizando curry en dos concentraciones diferentes en
una comida. Las especias utilizadas en el curry han sido reportadas como una rica fuente de CFs.
En este caso, se observo una disminucion del hambre del 54 % y 51 % usando 6 y 12 g de curry,
respectivamente. Ademas, se redujo el deseo de comer en un 62 % y 60 %, con respecto al control,
al consumir la dosis de 6 y 12 g, respectivamente, asi como un aumento en la sensacion de lleno
del 20 % al consumir ambas dosis. Los autores reportaron un aumento en la concentracion sérica
de GLP-1 del 7 y 32 % en quienes consumieron 6 y 12 g de curry, respectivamente, pero no en la
concentracion de ghrelina. Esto sugiere que el curry puede incrementar la saciedad por su
influencia sobre las hormonas entéricas, corroborando lo encontrado en la evaluacion de las
sensaciones. Asimismo, es posible atribuir estos efectos a los compuestos encontrados en el curry,
que este caso son en su mayoria CFs.

En un estudio realizado por Dominguez-Avila y col. (2019) se administr6 una dieta con fibra, CFs
y pulpa de mango en un modelo murino. Los autores reportan que los tratamientos generaron una
reducciéon en la cantidad de alimento ingerido. Los CFs del mango ejercieron un efecto
significativamente mayor (p>0.05) a la pulpa del fruto, lo que indica su posible potencial para
generar la saciedad, siendo incluso mayor que el atribuido a la fibra del mismo fruto. Los autores
proponen que este efecto parece estar modulado por la secrecion del GLP-1 y la hormona leptina.
Estos resultados demuestran la efectividad del consumo de mango y sus CFs, para inducir la

sensacion de saciedad en las ratas.
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El sorgo es otro de los alimentos alto en CFs, que ha sido evaluado para la induccion de saciedad
en adultos sanos. Stefoska-Needham y col. (2016) realizaron una evaluacion de los efectos de
bizcochos de sorgo sobre la secrecion de ghrelina, GLP-1, PYY y PIG en adultos sanos. Los
voluntarios consumieron bizcochos con sorgo de diferentes colores (rojo, blanco y café) y un
control elaborado con trigo. La sensacion de hambre y el deseo de comer se vieron disminuidos
alrededor de 5 unidades sobre 100, mientras que la satisfaccion y el sentimiento de lleno
incrementaron entre 5 y 6 unidades, cuando se consumieron bizcochos con sorgo. Asimismo, la
concentracion sérica de GLP-1, PYY y PIG, increment6 significativamente (p<0.05) en los
individuos que consumieron el sorgo, con respecto a los que consumieron el control de trigo. Sin
embargo, la concentracion de ghrelina no se vio afectada al consumir sorgo. Ademas, existe una
tendencia en los resultados de la concentracion sérica de hormonas a obtener un incremento
directamente proporcional al contenido total de CFs. De acuerdo con estos resultados, se concluy6
que los CFs presentes en el sorgo, tuvieron un efecto positivo tanto en las sensaciones como en la
concentracion de las hormonas de saciedad.

Debido al potencial de los CFs y a la creciente demanda de alimentos funcionales y nutracéuticos,
la investigacion en el ambito de la saciedad puede dirigirse al uso de extractos naturales. La
evaluacion de un nutracéutico a base de jamaica y cedron (Aloysia citrodora) fue realizada por
Boix-Castejon y col. (2018), el cual presentaba un contenido de 3.5 % de antocianinas y 15 % de
verbascoésido. La sensacion de hambre se redujo 3.34 unidades, una hora después de comer al tomar
el tratamiento, mientras que en el control aument6 0.23 unidades. Por otro lado, la estimacion de
lo que podria comer, asi como las ganas de comer disminuyeron. Los autores realizaron el anélisis
de las hormonas entéricas; en el caso de la ghrelina, se aprecié un aumento en el grupo control, con
respecto al tratado con el nutracéutico. Respecto a las hormonas anorexigénicas, hubo un aumento
en la concentracion de GLP-1 en el grupo tratado y una disminucion en el control, mientras que la
concentracion de leptina disminuy6 para el grupo tratado. Estos resultados sugieren que el uso de
CFs fuera de la matriz alimentaria podria presentar un efecto mas potenciado sobre las hormonas
reguladoras de saciedad, posiblemente debido a su mayor biodisponibilidad.

En un estudio realizado por Gonzalez-Abuin y col. (2014) se administr6 extracto de semilla de uva
rico en procianidinas (GSPE, por sus siglas en inglés) a ratas Wistar hembra de 200 a 225 g, con el
fin de probar su efecto sobre las hormonas GLP-1, PIG e insulina. A las ratas se les administrdé 1 g

de extracto/kg de peso corporal, a los 40 min se les aliment6 con glucosa y se sacrificaron 20 min
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después. El extracto consistié principalmente de una mezcla de catequina, epicatequina, dimeros
de procianidina y acido galico. Los autores encontraron un incremento significativo (p<0.05) sobre
la concentracion de GLP-1 e insulina, asi como una reduccién en la concentracion de PIG y glucosa
circundante. Esto demuestra que los compuestos presentes en el GSPE ejercen un efecto sobre las
hormonas reguladoras de saciedad, lo que puede resultar importante para la generacion de
alimentos funcionales basados en flavonoides.

Una de las hormonas encargadas de suprimir la sensacion de hambre de manera inmediata es la
CCK, sin embargo, existen pocos estudios del efecto de los CFs sobre esta hormona, ya que la
mayoria estdn enfocados a los macronutrientes. Para la evaluacion del efecto de los CFs sobre la
concentracion sanguinea de la CCK, Panda y Shinde (2017) utilizaron un extracto fendlico de
espinaca compuesto especificamente de 12 flavonoides. En este caso, el extracto fue administrado
a ratas Sprague-Dawley en dosis baja (200 mg/kg) y alta (400 mg/kg) por via intraperitoneal. Los
autores realizaron una cinética de concentracion sérica de CCK, encontrando que la dosis alta de
extracto de espinaca es comparable, y tiende a ser mayor que el control positivo (fluoxetina),
después de 30 y 60 min de la ingesta. Ademas, se aprecid que con el consumo créonico se obtiene
una disminucion del peso de 8 y 10 % para la dosis baja y alta, respectivamente. Esto indica una
regulacion hormonal por parte del extracto de espinaca atribuida a los compuestos de tipo
flavonoide presentes en este.

Debido a lo anterior, es posible sugerir que existe evidencia que algunos alimentos ricos en CFs
generan un cambio en las sensaciones de saciedad. Sin embargo, como se menciond con
anterioridad, el consumo de ciertos alimentos esta regulado por algunos factores, dentro de los
cuales estan los sociales y culturales. Lo que sugiere la busqueda de alimentos dentro de la dieta

regular del mexicano que puedan inducir la sensacion de saciedad.

2.5 Los Subproductos de Aguacate Pueden Ser una Fuente de CFs con un Efecto de Saciedad

Uno de los frutos que genera una disminucion en la ingesta calérica después de su consumo, y que
ademas forma parte de la dieta regular de los mexicanos, es el aguacate. En 2016, el consumo per

capita mexicano fue de 7.2 kg, lo cual representa 0.87 Mdt de las 1.89 Mdt producidas en el pais
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durante ese afio (Romo, 2016, SAGARPA, 2017). Entre los beneficios del consumo de este fruto,
destacan aquellos que se asocian con una mejora en la ingesta de nutrientes en la dieta (Fulgoni y
col., 2013). La adicidn de hojas y pulpa de aguacate a una dieta alta en grasa, demostraron un efecto
positivo sobre la reduccion del peso corporal, en un modelo murino con hipercolesterolemia
inducida (Naveh y col., 2002, Brai y col., 2007). De estos dos tratamientos probados, solamente la
inclusion de la pulpa de aguacate en la dieta tuvo un efecto sobre la ingesta de alimento a lo largo
del bioensayo, lo que sugiere que los compuestos presentes en la pulpa de aguacate, pero que no
estan presentes en las hojas, podrian estar influenciando de manera positiva la regulacion de
saciedad, al disminuir la ingesta de alimento. Por lo cual, el consumo de aguacate podria ser
utilizado como un modelo de estudio para evaluar dietas ricas en ¢l, en estudios cuyo objetivo sea
el aumento de saciedad y una disminucion del alimento ingerido, utilizando este fruto de importante
consumo en la poblacion mexicana.

El aguacate es un fruto tropical y subtropical, dependiendo de la variedad, de origen mexicano y
centroamericano que actualmente estd tomando mucha popularidad y aceptacion a lo largo del
mundo, debido a sus beneficios en la salud del consumidor (Aratjo y col., 2018). Su forma es oval,
su pulpa es de color verdoso y tiene una consistencia cremosa. Es utilizado en la gastronomia
mexicana como complemento de diversos platillos tipicos, debido a su alto contenido de proteinas,
vitaminas y minerales (SAGARPA, 2017). Entre sus componentes bioactivos se encuentran
algunos capaces de prevenir y disminuir enfermedades cardiovasculares y diversos tipos de cancer
(Villa-Rodriguez, 2011). Debido a sus propiedades nutricionales, disponibilidad y valor
econdémico, el aguacate es uno de los frutos tropicales mas importantes en México. Por lo que su
aprovechamiento integral, incluyendo el de sus subproductos generados durante el procesamiento,
es de gran importancia y relevancia economica. Los componentes de estos subproductos podrian
ser aprovechados con el fin de obtener ingredientes funcionales para su adicion a suplementos
alimenticios, nutracéuticos y alimentos funcionales.

El fruto se compone de semilla, cascara y pulpa, y es rico en compuestos bioactivos, por lo que es
considerado como un alimento funcional. La pulpa abarca alrededor del 68 % del fruto, mientras
que la cascara y la semilla conforman el 11 y 18 %, respectivamente (Wang y col., 2010). La
cantidad de lipidos en la pulpa de aguacate representa un porcentaje importante de su composicion
de macronutrientes, rondando el 55 % en base seca (Galvao y col., 2014, USDA, 2018). Aunado a

su composicion de macronutrientes, el aguacate también contiene compuestos bioactivos, como
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son los acidos fenodlicos y flavonoides, acidos grasos mono- y poliinsaturados, algunos compuestos
fitoquimicos, fibra, vitaminas y minerales (USDA, 2018). Debido a la naturaleza de la pulpa de
aguacate, los compuestos bioactivos mayoritarios son los acidos grasos insaturados, sin embargo
eso no indica una falta de compuestos hidrofilicos, destacando los CFs como los mas
representativos (Donetti y Terry, 2014). La Figura 4 muestra los principales compuestos bioactivos
presentes en la cascara, semilla y pulpa de aguacate.

Un estudio realizado por Wang y col. (2010) evalu6 el contenido de CFs en la pulpa de diferentes
variedades de aguacate. De acuerdo con la variedad estudiada, el contenido de CFs y su capacidad
antioxidante presentaron valores diferentes, siendo mayoritarios en los aguacates del cv. ‘Hass’. El
contenido de CFs en la pulpa varié de 0.6 a 4.9 mg equivalentes de 4cido galico (EAG)/g, lo cual
se correlaciond con la capacidad antioxidante. Ademas, los autores demostraron la presencia de
procianidinas en la pulpa de aguacate de la variedad ‘Choquette’, siendo mayores las del tipo B,
respecto al tipo A. Se comprobd la existencia de mondmeros, dimeros, trimeros y tetra-hexameros
(0.3, 0.3, 0.3, 0.2 mg/g, respectivamente) en la pulpa de aguacate. Esto indica que la pulpa de

aguacate es una fuente rica en CFs.
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Figura 4. Compuestos bioactivos presentes en el aguacate. Con color gris se encuentran los
principales compuestos bioactivos en la cascara, con color café en semilla y con verde en la pulpa.
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Lopez-Cobo y col. (2016), evaluaron el contenido de CFs presentes en la pulpa de aguacate por
medio de cromatografia liquida de alta resolucion (UPLC), identificando 23 compuestos, entre los
cuales incluyen acidos organicos, hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos, aminoacidos, azlcares,
nucledsidos, alcoholes fenolicos y monoterpenos. Los acidos fendlicos presentes fueron acido
sinapico, p-cumarico y su rutindsido, glucésidos de 4acido p-cumérico, fertlico, y cafeico, asi como
galato de octilo, e isémeros del 4cido feruloilquinico, variando de 0.7 a 8.5 mg/100 g de peso seco
(PS). Ademas, se encontré la presencia de mondémeros de catequina y epicatequina, reportandose
0.071 mg de catequina/g PS. Respecto a las proantocianidinas evaluadas, se encontraron las del
tipo B, en forma de dimeros, trimeros y tetramerosa, con una concentracion total de 39.4 pg/g PS.
Cabe destacar que el acido p-cumadrico es el de mayor proporcidon en la pulpa de aguacate,
alcanzando valores de casi 15 mg/100 g PS. Estos resultados indican que la mayoria de los CFs
presentes en la pulpa de aguacate se encuentran como acidos fenolicos, pero es posible encontrar
algunos flavonoides y sus polimeros.

El contenido de CFs presentes en la pulpa del aguacate es menor que el encontrado en otras partes
del fruto, como son la semilla y la cdscara. Ayala-Zavala y col. (2011) afirman que el contenido de
compuestos bioactivos en subproductos agroalimentarios, tales como la cascara y semilla, supera
el presente en la porcion comestible de los frutos. El contenido de CFs totales presentes en la
semilla alcanza los 9.51 mg de equivalentes de catequina/g PS (Kosinska y col., 2012). La
identificacion de los CFs presentes en la semilla de aguacate fue realizada por Figueroa y col.
(2018b), en donde los autores encontraron un total de 84 compuestos diferentes, siendo los mas
destacados los taninos condensados, acidos fendlicos y flavonoides. Ademas, la presencia de acidos
hidroxicindmicos, derivados de alcoholes fendlicos, catequinas y procianidinas, podrian estar
contribuyendo considerablemente a la actividad antioxidante. Por lo tanto, la semilla de aguacate
representa una fuente de compuestos con actividad biolodgica con potencial para ser utilizada en la
industria alimentaria.

Para el caso de la céscara, Kosinska y col. (2012) evaluaron tanto el contenido de CFs totales como
su composicion por HPLC acoplado a masas. Respecto al contenido de CFs totales, se reporta que
alcanza los 25.32 mg de equivalentes de catequina/g PS. Los autores identificaron 11 compuestos
diferentes, siendo el compuesto mayoritario la catequina, con 148.8 ug/g PS. Asimismo, se
encuentran derivados de quercetina, dimeros de procianidinas A y B y 4cidos fenolicos. De manera

que la céscara de aguacate representa una fuente importante de CFs que, al no verse aprovechados
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después del consumo de la fruta, pueden explotarse para darles un segundo uso.

El procesamiento del aguacate incrementa el valor agregado y contribuye a la rentabilidad del
cultivo (Rodriguez-Carpena y col., 2011). Aprovechar el fruto entero es una tarea complicada para
la industria alimentaria, lo que genera subproductos en cantidades que pueden significar una fuente
de contaminacion ambiental (Salmerén-Ruiz, 2014). La industrializacion del procesamiento de
aguacate genera tres subproductos: céscara, semilla y parte de la pulpa, cuyos porcentajes del peso
total del fruto se reportan entre el 11-16%, 14-24% y 5-10%, respectivamente (Bressani y col.,
2009, Rodriguez-Carpena y col., 2011). De acuerdo con estas cifras, los subproductos de aguacate
representan un area de oportunidad para la busqueda de compuestos bioactivos, con el fin de
utilizarlos como nutracéuticos o ingredientes funcionales.

Por su composicion, el aguacate es utilizado para la produccion de aceite, generando un residuo
que contiene todos los compuestos hidrofilicos que no son extraidos. De acuerdo con la USDA
(2018), la pasta seca y libre de lipidos representa alrededor del 12.3 % del peso de la pulpa, ademas,
si se suma el porcentaje de semilla y cascara que se desecha para obtener la pulpa del aguacate,
esta cifra aumenta hasta alrededor del 60 %. La produccion de aceite de aguacate en 2016 alcanzo,
tan solo en América, las 600.3 Mdt, lo cual puede traducirse a una produccion de alrededor de 1200
Mdt de PDA que no fueron aprovechadas (Technavio, 2017). Por lo que es de gran importancia
resaltar que esta pasta atin puede ser procesada para aprovechar al maximo compuestos bioactivos,
como CFs y fibra, los cuales podrian ser utilizados como ingredientes funcionales.

Debido al caracter anfipatico de los CFs, una fraccion puede ser extraida al momento de obtener el
aceite, sin embargo, otra porcion permanece en el subproducto resultante. En un estudio realizado
por Santana y col. (2019) se evalu6 el contenido de CFs presentes en el aceite de aguacate. El
principal acido fendlico encontrado en el aceite de aguacate es el dcido p-cumarico (1.29 mg/100
g), seguido del acido ferulico (0.72 mg/100 g), ademas se reportd la presencia de acido galico,
acido 3,4 di-OH-p-fenilacético y quercetina. Los autores reportan un contenido de CFs totales de
3.15 mg/100 g, demostrando que existe la presencia de CFs en el aceite de aguacate, y que estos
no permanecen en su totalidad en el residuo obtenido de su procesamiento.

Si se comparan las cifras obtenidas por Lopez-Cobo y col. (2016) y Santana y col. (2019), es
posible establecer una relacién de cuantos son los CFs residuales en la PDA. Respecto al acido p-
cumarico, el principal acido fenolico contenido en el aguacate, en la pasta se encuentra el 91.27 %

del total, ya que el porcentaje extraido en el aceite es del 8.73 %. Otros acidos importantes, como
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los 4cidos caféico y protocatéico, permanecen intactos en la PDA obtenida, esto puede ser debido
a que su polaridad es mayor que la del acido p-cumérico, lo que explicaria por qué no pueden
solubilizarse en el aceite. La PDA tiene un remanente de acido gélico y acido fertlico del 42.26 %
y 63.08 %, respectivamente, lo cual indica que estos acidos si son extraidos en el aceite con mayor
facilidad. De esta manera, es posible apreciar que en la PDA queda una cantidad importante de CFs
que estan siendo desperdiciados, pudiendo aprovecharse en la formulacion de alimentos
funcionales o nutracéuticos.

Uno de los efectos benéficos de la pulpa de aguacate que ha sido estudiado por diversos autores es
la reduccion del peso corporal. Como se menciond con anterioridad, actualmente se buscan
estrategias para controlar el sobrepeso y obesidad a nivel mundial; una de las opciones relevantes
para la poblacion adulta es el consumo de una comida completa que pueda producir saciedad de
manera prolongada (Sabaté y col., 2015). Debido a su composicion de macronutrientes, el aguacate
puede afectar algunos factores biologicos y prolongar de manera favorable la sensacion de saciedad
(Sabaté y col., 2015, Campbell y col., 2017). Por lo cual, se han realizado estudios en los que se
evalta el efecto de la ingesta de aguacate sobre patrones y hormonas de saciedad, asi como de
biomarcadores, con el fin de encontrar un efecto en la reduccion del hambre y prolongar la
saciedad.

En un estudio realizado por Sabaté y col. (2015) se evalu6 el efecto de la inclusion y adicion de
aguacate a una comida sobre las hormonas encargadas de la regulacion en la sensacion de saciedad.
Los autores administraron medio aguacate en la comida de participantes con sobrepeso, y evaluaron
la expresion de cinco hormonas géstricas después de tres horas. Los tratamientos evaluados fueron
uno con aguacate incluido dentro de las calorias de la comida, uno con el aguacate anadido sobre
las calorias totales y un grupo control. Se presenté un incremento de la concentracion sérica de
leptina en ambos grupos tratados con aguacate, pero en el grupo con adicion, hubo también un
descenso en la concentracion de GLP-1 asociado a la cantidad de calorias presentes en la porcion
de aguacate. Se concluyd que es necesario realizar mas estudios debido a las inconsistencias
reportadas en la secrecion de hormonas, ya que los autores reportan que en otros estudios no sucede
lo encontrado en sus resultados.

En un estudio complementario al anterior (Wien y col.,, 2013), a los mismos sujetos de
investigacion se les solicitd rellenar encuestas respecto a sus sensaciones de saciedad y hambre. Se

determind que después de tres horas de su consumo, el grupo con el aguacate incluido mostré un
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incremento del 22 % en la satisfaccion, mientras que, en el grupo con aguacate afiadido, su
satisfaccion aument6 un 26 % y el deseo de comer se redujo en un 40%. Se evalu6 el contenido
calorico de la siguiente comida, sin embargo, no se observo ningun efecto por el aguacate, lo cual
se asociod a que a las cinco horas después de la ingesta los resultados arrojan que las sensaciones
de los tratamientos convergen con el control. Los autores concluyeron que la inclusion y adicion
de aguacate reduce el deseo de comer y aumenta la sensacion de saciedad, debido a los azlicares y
la fibra presentes en el fruto. Sin embargo, no se propuso ningiin mecanismo respecto a de qué
manera la composicion del aguacate influye en la secrecion de hormonas ni en la sensacion de

saciedad.

2.6 Mecanismo de Induccion de Saciedad de los CFs y su Relacion con los Cambios en la

Secrecion de Hormonas que Regulan este Proceso

Para llegar al mecanismo por el cual los CFs presentes en el fruto, o los subproductos de éste,
podrian llegar a regular la generacion de saciedad, es necesario conocer el efecto de los CFs sobre
diferentes receptores para la secrecion de hormonas, asi como la influencia de estos compuestos
sobre las funciones de los drganos del TGI. Estos efectos se describen en la siguiente seccion, con
el fin de explicar los posibles mecanismos de accion de los CFs sobre la induccion de saciedad.

Debido a los beneficios multiples asociados al té verde, la investigacion de sus componentes en
forma de compuesto puro ha resultado de importancia en los ultimos afios. En un estudio realizado
por Fernandes y col. (2018) se evaluo el efecto de la EGCG, sobre las sensaciones de saciedad,
hormonas reguladoras y su capacidad para reducir la velocidad del vaciamiento gastrico. En el caso
de la sensacion de hambre no existi6é una diferencia significativa (p<0.05) al administrar capsulas
de EGCG, sin embargo, los voluntarios si indicaron una mayor saciedad a los 90 min. Los autores
también evaluaron las hormonas leptina y adiponectina; la primera resultd sin cambios durante el
ensayo, mientras que la segunda increment6 60 % a los 150 min. Ademas, se evalu6 el efecto de la
EGCG sobre el vaciamiento gastrico, encontrando que a los 30 y 90 min de consumir la capsula
con EGCG el vaciamiento disminuy6 su velocidad, mientras que a los 150 min se igual6 con el

control. De manera que al alentar el vaciamiento géstrico, los macronutrientes y CFs tienen mayor
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oportunidad de interaccionar con los receptores de las células secretoras de hormonas y generar
una mayor sensacion de saciedad como consecuencia a la ingesta de EGCG.

Los receptores encargados de la secrecion de CCK son estimulados, en su mayoria, por los
macronutrientes, y los resultados son la secrecion y sintesis de esta hormona. En un estudio
realizado por Al Shukor y col. (2014), se evalud el efecto de ocho CFs (4cido tanico, acido galico,
acido benzdico, acido hidroxibenzodico, acido protocatéico, quercetina, kaempferol y resveratrol)
sobre los receptores CCK1R. Los autores encontraron que los receptores del tipo 1 no se ven
estimulados por la presencia de los CFs, a excepcion del 4cido tanico, cuya interaccion llevo a
bloquear los receptores, evitando la secrecion de la hormona. Ademads, discutieron que el bloqueo
de los receptores puede deberse a que las concentraciones utilizadas fueron excesivas en
comparacion con lo ingerido regularmente. Los autores concluyeron que a pesar de que los CFs no
presentan efecto sobre los receptores tipo 1, los de tipo 2 no han sido estudiados, y su estimulacion
positiva por CFs si podria estarse llevando a cabo. De manera que es necesario realizar mas estudios
respecto al efecto de los CFs, sobre los receptores de hormonas entéricas.

Debido a la complejidad de sus componentes, los extractos naturales no ejercen un solo mecanismo
de accion sobre el organismo, por ello se puede suponer que los CFs no siempre intervienen en la
secrecion hormonal de manera directa sobre las células diana. Algunos CFs han sido evaluados
respecto a su capacidad para incrementar la lipolisis y la f-oxidacion por una modulacion hormonal
y epigenética de diversas enzimas encargadas del metabolismo de lipidos (Rupasinghe y col.,
2016). Los compuestos con capacidad de generar estas modificaciones epigenéticas sobre los genes
de las enzimas de la ruta de la B-oxidacion, son flavonoides de frutas citricas, galato de
epicatequina, resveratrol, capsaicina y curcumina (Rupasinghe y col., 2016). Entre los receptores
de las células que generan hormonas entéricas se encuentran, los de acidos grasos libres, por ello,
al existir una mayor cantidad de éstos se puede estimular la secrecion de CCK e inhibir la de
ghrelina.

Por lo anterior, en la Figura 5 se propone el posible mecanismo de accion de los CFs sobre las
células secretoras de hormonas reguladoras de saciedad. Al ingerir los CFs, éstos comienzan a
generar un efecto en los diferentes 6rganos del TGI. En el epitelio gastrico (Figura 5a), los CFs
pueden llevar a cabo una accion directa sobre los receptores de la célula, al existir receptores para
los acidos hidroxicarboxilicos, y algunos de estos compuestos cuentan con una estructura adecuada

para interactuar con ellos y activarlos. Ademads, también pueden llevar un efecto indirecto, debido
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a que en los adipocitos se activa la B-oxidacion por accion de estos compuestos. En este caso, los
acidos grasos libres generados pueden interaccionar con los receptores de las células X/A. También
sucede que debido a que la mayoria de los CFs se encuentran en la naturaleza en forma glicosilada,
el carbohidrato unido a la molécula puede generar un estimulo sobre las células, similar al generado
por los azucares presentes en los alimentos. Con este mecanismo, es posible establecer la posible
relacion que tienen los CFs sobre la inhibicion de la secrecion de ghrelina.

Durante el trayecto por el TGI, los CFs ejercen efecto sobre el epitelio intestinal (Figura 5b). En el
caso de la EGCQG, al generar un transito intestinal mas lento, promueve la interaccion entre los
macronutrientes con las células enteroendrécrinas, provocando una mayor oportunidad de
estimular las células I y que se dé la estimulacion en la secrecion de CCK. De manera similar a lo
mencionado con el estomago, los acidos grasos libres generados por la estimulacion de los
adipocitos pueden interactuar con los receptores de las células I y promover la secrecion de CCK.
En el caso de los CFs glicosilados, también mimetizan la accion de los carbohidratos sobre las
células intestinales. Por esta evidencia, es posible entender que los CFs también pueden generar un

efecto para promover la secrecion de CCK y llevar a una sensacion de saciedad.
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Figura 5. Propuesta del mecanismo de accion de los CFs sobre las células secretoras de hormonas
reguladoras de saciedad. La seccidn a) presenta el efecto de los CFs sobre las células X/A (moradas)
ubicadas en la capa submucosal del estdbmago; la seccion b) presenta el efecto de los CFs sobre las
células I (azules) del intestino delgado. Al ingerirse, los CFs llevan a cabo efectos directos o
indirectos a lo largo del TGI, tanto en otros tejidos como sobre las células secretoras de hormonas
reguladoras de saciedad: Flechas sdlidas representan un efecto directo sobre el 6rgano, tejido o
célula; flechas punteadas representan estimulacion indirecta de los CFs sobre las células secretoras
de hormonas.
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Lo anterior resalta la importancia de la presencia de los CFs en las diferentes partes del aguacate y
su efecto sobre la regulacion de la saciedad, sin embargo, el efecto del consumo del subproducto
agroindustrial de aguacate no ha sido estudiado en este &mbito. La falta de resultados contundentes
y correlacionables en el estudio de hormonas de saciedad y VAS sugiere que es necesario su estudio
por métodos més objetivos, abriendo un area de oportunidad para el desarrollo de alimentos

funcionales y nutracéuticos que ayuden a la regulacion del peso corporal.
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3. HIPOTESIS

La administracion de un extracto rico en CFs de pasta de aguacate cv ‘Hass’ a un modelo
murino, tiene un efecto agudo y modifica los tiempos en la evaluacion de la secuencia de conducta
de saciedad, reduciendo el tiempo de alimentacion e incrementando el de acicalamiento, a la vez

que incrementa concentracion sérica de CCK y reduce la de ghrelina.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto agudo de la administracion de un extracto rico en CFs proveniente de pasta de
aguacate cv ‘Hass’, sobre la secuencia de conducta de saciedad y concentracion sérica de CCK y

ghrelina, en un modelo murino.

4.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto del suministro de un extracto de pasta de aguacate cv. ‘Hass’ en el
desarrollo de la secuencia de conducta de saciedad de un modelo murino.

2. Determinar la concentracion sérica de las hormonas CCK y ghrelina en el modelo murino,
a diferentes tiempos después de administrar un extracto de pasta de aguacate cv. ‘Hass’.

3. Evaluar la posible correlacion que existe en el desarrollo de la secuencia de la saciedad y

las hormonas séricas estudiadas.
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5. METODOLOGIA

5.1 Obtencién de la Materia Prima y Extracto Etandlico

La PDA fue donada por la empresa mexicana Avoleo S.A de C.V, ubicada en Uruapan, Michoacéan.
La PDA es el subproducto del procesamiento del fruto de aguacate integro después de someterse a
una molienda y centrifugacion en frio, por lo que esta compuesta de semilla, cascara y pulpa
desgrasadas. La muestra fue enviada en condiciones de refrigeracion al Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo A.C. (CIAD A.C.), en Hermosillo, Sonora. Posterior a su llegada, la
PDA fue empacada en bolsas selladas conteniendo aproximadamente 200 g y se congelaron a -35
°C para ser liofilizadas (Labconco, FreeZone 6 Liter Benchtop Freeze Dry, Kansas City, MO,
EUA). Una vez liofilizada, 1a PDA fue molida, colocada en bolsas de vacio con cierre hermético y
almacenada a -20 °C hasta su analisis.

El extracto etandlico de PDA fue elaborado con extraccion asistida por ultrasonido (EAU) de
acuerdo a la metodologia establecida por Villa-Rodriguez (2011) con ligeras modificaciones. En
un tubo de 50 mL se colocd 1 g de PDA liofilizada y 20 mL de una solucion etanol:agua (80:20) y
se sometio a EAU (2510, Branson Ultrasonic Co., Danbury, CT, EUA) por 30 min. Posterior al
tiempo de extraccion, la solucion se centrifugd (Beckman Coulter, Allegra 64R, Brea, CA, EUA)
a 9300 g por 10 min y se recuper6 el sobrenadante, el cual fue filtrado con papel Watman #1. Esta
extraccion se realizd dos veces mas al precipitado obtenido, utilizando 10 mL de etanol:agua
(80:20). Al finalizar las extracciones, el sobrenadante se afor6 a 50 mL utilizando el mismo
solvente de extraccion. El extracto obtenido se almacend a -20 °C hasta su uso.

Para las pruebas in vivo, el extracto fue llevado a sequedad en un evaporador rotatorio (Rotavapor
Buchi R-205, Flawil, Suiza) utilizando un bafo de agua (Buchi B-490, Flawil, Suiza) a 35 °C, con
el fin de eliminar el solvente y evitar su posible toxicidad. Una vez evaporado el solvente, el
extracto se re-suspendié en agua para ser congelado a -35 °C y posteriormente liofilizado
(Labconco, FreeZone 6 Liter Benchtop Freeze Dry, Kansas City, MO, EUA), una vez seco fue

almacenado a -20 °C hasta su analisis.
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5.2 Cuantificacion de CFs Totales

El contenido de CFs totales del extracto de PDA fue cuantificado de acuerdo a la metodologia de
Singleton y Rossi (1965). Se colocaron 30 pL de extracto en una placa de 96 pocillos, se anadieron
150 nL de reactivo de Folin (2 N) y 120 pL de carbonato de sodio (7.5 %). La mezcla de reaccion
se incubd por 30 min y fue leida en un espectrofotometro (FLUOstar Omega, BMG LABTECH,
Cary, NC, EUA) a 765 nm. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico/g

PS.

5.3 Medicion de la Capacidad Antioxidante

La capacidad antioxidante del extracto fue medida por tres métodos, inhibicion del radical DDPH,
FRAP y ORAC (Brand-Williams y col., 1995, Benzie y Strain, 1996, Robles-Sanchez y col., 2009).
Para la determinacion de la capacidad antioxidante por método de DPPH, se prepar6 una solucién
de radical a concentracion de 25 ppm disuelta en etanol puro, la absorbancia se ajusté a
0.700+0.020 (515 nm). Una vez ajustada la absorbancia del radical, se colocaron 20 pL de extracto
en una microplaca de 96 pocillos y 280 pL de radical, la mezcla se incub6 por 30 min y se leyo la
absorbancia a 515 nm. Los resultados se transformaron a porcentaje de inhibicion y fueron
expresados como mg equivalentes de Trolox (ET)/g PS.

Para el caso de la actividad antioxidante por el método de reduccién del hierro (FRAP), se
prepararon tres soluciones. La solucion A fue un buffer de acetato 30 mM con un pH=3.6; la
solucion B fue 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM disuelta en 4cido clorhidrico (2 M); la
solucion C fue cloruro de hierro (III) 20 mM. Para llevar a cabo la medicién de la capacidad
antioxidante, se mezclaron 5 mL de la solucion A, 0.5 mL de la solucion B y 0.5 mL de la solucion
C, lo cual se denomin6 mezcla de reaccion. Se colocaron 20 pL. de muestra en una placa de 96
pocillos y 280 pL de la mezcla de reaccion, se incubo por 30 min y se ley6 la absorbancia a 595
nm. Los resultados fueron expresados como mg ET/g PS.

La capacidad antioxidante por el método de ORAC fue determinada por el método establecido por
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Robles-Sanchez y col. (2009). Para llevar a cabo la medicion, se generd una mezcla de reaccion
que contenia 100 pL de extracto, 1.65 mL de buffer de fosfatos 75 mM (pH 7.0), 150 pL de reactivo
AAPH (0.8 M) y 100 pL de fluoresceina (0.106 uM). Las muestras se preincubaron por 15 min a
37 °C, posteriormente se adiciond el AAPH. La emision de la fluoresceina (Aex=484, Aem=515 nm)
se monitore6 en intervalos de 5 min hasta que se alcanzé menos del 5% del valor inicial. Las
mediciones se realizaron por triplicado. El buffer fue utilizado como blanco y las muestras se

contrastaron con una curva estandar de Trolox para expresar los resultados como mg ET/g PS.

5.4 Caracterizacion de los CFs en el Extracto de PDA

Para la identificacion y cuantificacion de CFs en el extracto de PDA se siguid el protocolo
establecido por Pacheco-Ordaz y col. (2018). Se tomaron 500 mg de PDA liofilizada y se
mezclaron con 7 mL de etanol con 10 % de &cido acético, la mezcla se sometié a EAU por 30 min
y se centrifugd a 9300 g por 10 min. Se tomd una alicuota de 1 mL este extracto, al cual se le
denomind fraccion libre. A la mezcla restante, se le adicionaron 12 mL de NaOH (10 mol/L) y se
incubd en la oscuridad con agitacion por 16 h. Después de la incubacion, la muestra se llevo a pH
2 y se procedio a extraer con 15 mL de una mezcla de acetato de etilo:éter etilico (1:1 v/v); la
extraccion se realizé por triplicado y se juntaron los volumenes. La mezcla de solventes se evapord
por un evaporador rotatorio y se resuspendio en 1.5 mL de metanol absoluto, a este extracto se le
denomind fraccién alcalina. A la solucion restante se le adicionaron 2.5 mL de HCI (10 mol/L) y
se incub6 en un bafio de agua (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) a 85 °C por 30 min.
La muestra se dejo enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente y se ajusto el pH 2. Se llevo a
cabo la misma extraccion con acetato de etilo:éter etilico (1:1 v/v) y al extracto se le denomin6
fraccion acida.

Las fracciones del extracto de PDA se analizaron respecto al contenido de CFs por cromatografia
liquida de ultra-resolucion (Acquity, Waters, Milford, MA, EUA) con una columna C-18 (3.0 mm
x 100 mm, S5pum, Waters). La temperatura de la columna y el detector fueron 60 y 25 °C,
respectivamente. El volumen de inyeccion fue de 10 pL. La fase movil (FM) consistié en un

gradiente de agua acidificada con acido formico (A) y metanol absoluto (B). El flujo inicial fue de
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0.4 mL/min con una proporcion 80 % de A. En el tiempo 0.25 min, el flujo disminuy6 a 0.15,
manteniendo la proporcion de FM; a los 5 min el flujo aumentd a 0.2 mL/min con la misma
proporcion de FM. Una vez llegados los 12 min, la proporcion de FM cambid a 55 % de A y el
flujo disminuy6 a 0.18 mL/min. A los 25 min el flujo bajo a 0.1 mL/min y la FM consistio
unicamente de metanol. A los 26 min, el flujo aumenté a 0.2 mL/min y la FM tuvo proporcion de
60% A. Posterior a eso, a los 27 min el flujo fue de 0.4 mL/min con una proporcién en la FM de
80% A hasta completar los 30 min. Los cromatogramas obtenidos fueron analizados con el

software Empower 3 (Waters).

5.5 Bioensayo: Medicion de la Secuencia de Conducta de Saciedad

Previo al inicio del bioensayo, el protocolo utilizado se sometid al comité de bioética del CIAD
A.C., siendo aprobado el 14 de octubre de 2019 bajo el oficio CE/014 1/2019. La medicién de la
SCS se llevo a cabo con 12 ratas Wistar macho de 100 a 150 g de peso inicial, las cuales fueron
proporcionadas por el bioterio del Departamento de Medicina y Ciencias de la Salud de la
Universidad de Sonora. Las ratas fueron alimentadas con la dieta estandar LabDiet AS5001,
manteniendo agua y comida ad libitum. La temperatura del bioterio se mantuvo en 20-25 °C y el
bioensayo se realiz6 en los meses de enero a marzo del 2020 en las instalaciones del CIAD A.C.,
en Hermosillo, Sonora. Las ratas se mantuvieron con fotoperiodos de luz/oscuridad de 12 h con
ciclos de luz invertidos para trabajar las evaluaciones durante la fase nocturna (Goodson y col.,
2004). Las ratas permanecieron dos semanas en adaptacion a las condiciones del bioterio, ayuno,
manejo, jaula de experimentacion y administracion del tratamiento, todo esto de manera escalonada
para permitir una mejor adaptacion.

Una vez que inicio el tiempo de ensayo, las ratas se sometieron una vez a la semana a la
administracion de 500 pL de agua por una canula (tratamiento control) y en una segunda ocasion
al tratamiento experimental con 50 mg de extracto/kg de peso, disueltos en 500 pL de agua
(Dominguez Avilay col., 2017, Domae y col., 2019). Después de la administracion del tratamiento
(control o extracto) se procedi6 a colocar a la rata en la jaula de experimentacion (Figura 6). La

jaula de evaluacion de conducta consistid en una jaula de vidrio de 60 x 30 x 45 cm (largo x ancho

44



x alto), en la que se colocd un comedero en el centro y un bebedero al costado, manteniendo agua
y comida ad libitum durante el tiempo de evaluacion, tal y como se muestra en la Figura 6A. Para
la grabacion de la conducta se utilizé una camara con vision nocturna (Steren, CCTV-207) bajo la
luz roja y desde un angulo de 90°, como se muestra en la Figura 6B, para grabar los siguientes 40

min (Goodson y col., 2004). Este procedimiento se realizé durante 6 semanas.

2020-01-27 13:36:34
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Figﬁra 6. Jaula utilizada para la evaluacién de conducta. A) Vista lateral en donde se muestra la
localizaciéon del comedero y bebedero. B) Vista desde el angulo de grabacion (superior) tomada
bajo condiciones de oscuridad.

Para la presentacion de resultados, los 40 min de ensayo se dividieron en 8 periodos de 5 min cada
uno, y se graficaron los segundos destinados a cada una de las conductas durante cada periodo
(Figura 3). Las conductas se clasificaron, de acuerdo a lo establecido por Goodson y col. (2004) y
Rocha Levone y col. (2014), en alimentacion, actividad, acicalamiento y descanso, donde cada una

de las conductas son mutualmente excluyentes. La descripcion de cada categoria se presenta en el

Cuadro 1.

Cuadro 1. Descripcion de las conductas para la evaluacion de la SCS.

Conducta Descripcion
. ., Morder, roer, tragar, masticar o sostener la comida; contacto con el
Alimentacion
comedero, beber agua.
.. Caminar por la jaula (locomocion), dar vueltas, pararse sobre sus patas
Actividad P J ( ), ' P p

traseras, escalar, olfatear rapidamente, movimiento de cabeza.
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Acicalamiento ~ Lamerse, rascar o morder el cuerpo, patas, genitales y cola.

Posicion relajada con la cabeza apuntando al cuerpo, sentado, acostado o
cualquier inactividad con respiracion y olfateo leve.

Adaptado de: Goodson y col. (2004), Rocha Levone y col. (2014).

Descanso

5.6 Bioensayo: Cuantificacion de Hormonas Entéricas en Suero

Para llevar a cabo la toma de suero para la cuantificacion de hormonas entéricas, 10 ratas Wistar
macho (100-150 g) fueron aleatorizadas de acuerdo con su peso inicial en dos grupos: control y
con extracto (50 mg/kg). Al igual que las ratas de la medicion de conducta, estas también se
mantuvieron en fotoperiodos de luz oscuridad invertidos de 12 h, con agua y comida ad libitum, y
las mediciones se realizaron en los meses de enero a marzo de 2020 con 2 semanas previas de
adaptacion a todas las condiciones. Las ratas se sometieron a ayuno por 4 h, posteriormente se
administro el tratamiento correspondiente y se procedid a la toma de muestra sanguinea. Se
tomaron muestras en los tiempos 0, 7, 15, 30 y 45 min después de la aplicacion del tratamiento,
alternando para que cada una de las 5 ratas correspondientes a cada grupo tuviera una medicioén en
cada uno de los tiempos, tomando muestras durante 5 semanas, simulando un disefio de cuadro
latino (Cuadro 2) (Dominguez Avila y col., 2017, Domae y col., 2019). Las muestras de sangre
fueron centrifugadas inmediatamente (3500 g x 10 min) para obtener el suero, el cual permanecié
a -80 °C hasta su analisis. Las hormonas entéricas medidas fueron CCK y ghrelina, su
concentracion en suero se cuantificé por medio de un Kit ELISA y se siguieron las instrucciones
del fabricante. En el caso de la hormona ghrelina se utilizo el kit ELISA EMD # EZRGRA-90K
(EMD Milipore Corporation). Para la medicion de la hormona CCK se utilizé el kit ELISA LS-
F13108 (LifeSpan BioSciences Inc.). En ambos casos, la concentracion de hormonas fue expresada

como pg/mL de suero.
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Cuadro 2. Representacion del disefio experimental de cuadro latino para la toma de muestra
sanguinea.

Semanas

Rata 1 2 3 4 5
1 0 45 30 15 7
2 a _ 7 0 45 30 15

=

3 % g 15 7 0 45 30
4 =~ 30 15 7 0 45
5 45 30 15 7 0

5.7 Disefio de Experimentos y Andlisis Estadistico

Para la caracterizacion del extracto, se llevo a cabo estadistica descriptiva utilizando media + error
estandar. Las variables de respuesta fueron la concentracion de CFs totales y la actividad
antioxidante por ORAC, FRAP y DPPH. Al no ser una comparacion entre varias muestras, los
resultados de la cuantificacion de CFs en las diversas fracciones del extracto de PDA, fueron
sometidos a estadistica descriptiva y se presentan como media + desviacion estandar de al menos
2 repeticiones.

El disefio experimental de la evaluacion de la SCS consistio en un disefio de mediciones repetidas
con bloques completos al azar donde cada rata funcioné como su propio control. El factor de
variacion fue el tratamiento con dos niveles: control y extracto. Los bloques consistieron en el
tiempo de evaluacion del video, el video fue dividido en 8 periodos de 5 min cada uno (40 min
total), para facilitar su andlisis pero el tiempo fue bloqueado con el fin de conocer solo el efecto
del tratamiento. Se llevo a cabo un ANOVA de modelos lineales bloqueando el tiempo de ensayo
y eliminando la variabilidad de cada individuo. Las variables de respuesta fueron el tiempo
destinado a comer, actividad, acicalamiento y descanso, siendo cada una de estas variables
mutuamente excluyentes. En caso de existir diferencias significativas se llevd a cabo la prueba de
comparacion de medias de Tukey-Kramer (p<0.05). Los resultados fueron expresados como media
+ error estandar, con al menos n=11.

Para la medicion de hormonas de saciedad se llevo a cabo un disefio completamente al azar con
arreglo factorial de 2x5. El primer factor, al igual que en la etapa anterior, fue el tratamiento con
dos niveles: control y extracto. El segundo factor fue el tiempo de extraccidon con cinco niveles: 0,
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7, 15,30 y 45 min. Se llevo a cabo un ANOV A de modelos lineales considerando la interaccion de
ambos factores. Las variables de respuesta fueron la concentracion sérica de ghrelina y CCK. En
caso de existir diferencias significativas se llevo a cabo la prueba de comparacion de medias de
Tukey-Kramer (p<0.05). Los resultados fueron expresados como media =+ error estandar, utilizando
tres replicas biologicas medidas por duplicado.

En todos los casos, se llevaron a cabo pruebas de normalidad para confirmar la confiabilidad de
los datos. Todos los anélisis se realizaron en el paquete estadistico NCSS Version 20. El anélisis
del perfil fendlico por UPLC se llevo a cabo usando el software Empower 3 para la identificacion
y cuantificacion de los CFs presentes. Las graficas fueron realizadas en el software SigmaPlot

version 12.3.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Contenido de CFs y Capacidad Antioxidante de la PDA

El Cuadro 3 muestra el contenido de CFs y capacidad antioxidante del extracto de PDA. Respecto
al contenido de CFs totales presentes en la muestra, se aprecia que fue mayor a lo reportado en
pulpa de aguacate, por ejemplo, Rodriguez-Carpena y col. (2011) indican un contenido de 0.92 mg
EAG/g PS en el estado de madurez comercial, mientras que la cascara y semilla alcanzan los 78.41
y 35.11 mg EAG/g PS, respectivamente. Al comparar el contenido de CFs totales en la PDA, este
se encontrd por debajo de la cascara y semilla, lo cual es esperado, ya que la PDA resulta de la
combinacion de todas las partes del fruto molidas y desgrasadas. Por lo anterior, al ser mayor el
contenido de CFs con respecto a la pulpa, se sugiere que la presencia de cascara y semilla generd
un aumento en la concentracion de éstos, sin embargo, este incremento no fue suficiente para
alcanzar valores similares a los de la cascara y semilla por separado, debido a la dilucion que genero
la presencia de la pulpa desgrasada.

Respecto a la capacidad antioxidante determinada por el método de inhibicion del radical libre
DPPH, la PDA present6 un valor similar a lo reportado para la pulpa, 2.90 mg ET/g PS (Wang y
col., 2010). Sin embargo, al compararse con las partes del fruto por separado también se aprecid
una reduccion de los valores, siendo estos de 107 y 158 mg ET/g PS para semilla y céscara,
respectivamente (Wang y col., 2010). Este comportamiento fue similar al de los CFs totales,
ademas de ser esperado por la proporcion de pulpa, cascara y semilla presentes en la PDA
analizada.

Las pruebas de FRAP y ORAC presentaron un comportamiento similar a lo anterior, encontrandose
valores inferiores a los reportados para semilla y cascara. En el caso de la prueba de FRAP, para
semilla y céscara se han reportado 79.24 y 118.37 mg ET/g PS, respectivamente (Salmeron-Ruiz,
2014, Segovia y col., 2018). Al compararse con lo presente en la PDA, se aprecié una reduccion
importante de la capacidad antioxidante. Lo mismo sucedié en la prueba de capacidad antioxidante
por ORAC, donde el valor para la PDA se encontrd hasta nueve veces por debajo de lo reportado

por otros autores para semilla, cascara y pulpa, donde la bibliografia presenta valores de 77.58,
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117.63 y 70.25 mg ET/g PS, respectivamente (Villa-Rodriguez, 2011, Kosinska y col., 2012,
Figueroa y col., 2018b).

Cuadro 3. Contenido de CFs totales y capacidad antioxidante de la PDA medida por diferentes
métodos.

Contenido de compuestos bioactivos (mg EAG/g PS)

CFs totales 1.77 £ 0.06
Capacidad antioxidante (mg ET/g PS)

DPPH 2.22+0.05
FRAP 3.05+0.09
ORAC 8.86 £0.19

Reportado como media de al menos tres repeticiones + error estandar de al menos n=3

El comportamiento anteriormente mencionado pudo deberse a que, cuando se lleva a cabo el
procesamiento para la obtencion de aceite, y al ser la PDA un desecho agroindustrial, esta no recibe
los cuidados necesarios para la preservaciéon de sus componentes funcionales. Cmolik y Pokorny
(2000) reportaron que para la pasta obtenida tras la extraccion de aceite de canola, ocurria una
degradacion de los componentes nutricionales debido al procesamiento. Ademas, Garcia-Lomillo
y Gonzalez-SanJosé (2017) reportaron que en el caso del bagazo de uva, un subproducto
agroindustrial proveniente de la preparacion de vino, pueden presentarse variaciones en la cantidad
y tipo de compuestos bioactivos como consecuencia tanto de la composicion intrinseca de las uvas,
asi como a las condiciones del procesamiento. De esta manera, la capacidad antioxidante de la PDA
pudo verse disminuida con respecto a las partes del fruto por separado. Sin embargo, hubo
remanentes de compuestos bioactivos que hacen viable su uso para la elaboracion de alimentos

funcionales o nutracéuticos.

6.2 Caracterizacion de CFs Presentes en el Extracto de PDA

El Cuadro 4 muestra los CFs identificados mediante UPLC, en las diferentes fracciones del extracto

etandlico de la PDA. Los compuestos encontrados fueron flavonoides y acidos fenoélicos, ya que la
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mayoria de los compuestos presentes en cascara y semilla son de tipo flavonoide, donde destacan
algunas procianidinas, catequinas y sus derivados (Lopez-Cobo y col., 2016, Figueroa y col.,
2018a), mientras que en la pulpa destacan los acidos fenolicos, como es el caso del acido p-
cumdrico y acido protocatéico (Lopez-Cobo y col., 2016, Villa-Rodriguez y col., 2020). La
presencia de flavonoides en el extracto, tales como catequina, quercetina y sus derivados, asi como
de 4cidos fenolicos, resultan de importancia para evaluar su bioactividad posterior a su consumo,
como es el caso del presente trabajo.

En un estudio realizado en humanos saludables con catequinas provenientes de té verde, este
aumento las sensaciones de saciedad y lleno por 90 y 120 min, respectivamente (Josic y col., 2010).
Ademas, al probar los mismos compuestos de t¢ verde en lineas celulares, se encontré que la
produccion de hormonas como GLP-1 y CCK increment6, inclusive mas que en los controles
positivos, siendo estos, proteina de chicharo y 4cidos grasos de cadena corta (Planes-Munoz y col.,
2018). De manera similar, al evaluar el efecto de la administracion oral en un modelo murino de
un extracto con 18 flavonoides de espinaca (200 y 400 mg de extracto/kg de peso), Panda y Shinde
(2017) encontraron una mayor secrecion de CCK hasta por 60 min, inclusive al compararlo con
fluoxetina, un fAirmaco establecido como tratamiento para la regulacion de saciedad.

Aun cuando los compuestos del tipo flavonoide son los mas estudiados en el aspecto de la
generacion de saciedad, no solo la presencia de éstos puede llegar a alterar esta sensacion, por
ejemplo, se ha demostrado que compuestos del tipo acido fendlico también pueden llegar a ejercer
un efecto similar. Tal es el caso del trabajo de Zeeni y col. (2014), quienes administraron un
extracto de Tragopogon porrifolius a ratas Sprague-Dawley en diferentes dosis (50, 100 y 250 mg/
kg de peso) durante 4 semanas, con una composicion fenolica de acido clorogénico y acido cafeico
principalmente. Los autores encontraron que a esas dosis y por ese tiempo de administracion, el
consumo de extracto logré reducir la ganancia en peso, el consumo de alimento y la grasa intra-
abdominal de una manera dosis-dependiente. De manera similar, Serrano y col. (2016a) evaluaron
el efecto de GSPE sobre marcadores de saciedad en un modelo murino, y aseguran que la presencia
de acido galico en el tratamiento a administrar es necesaria para la modificacion de las hormonas,
como seria el caso del GLP-1. Los autores también concluyen que los galatos de compuestos
flavonoides, como quercetina o catequina, son requeridos para incrementar la sensacion de
saciedad, resultando mas eficientes que la forma libre de los mismos. Por lo que la presencia de

acido galico en el extracto puede contribuir a incrementar el efecto sobre la saciedad.
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De acuerdo a la bibliografia, la composicion fendlica del extracto de PDA indica que este
representa una opcion para evaluar el efecto de los CFs sobre la saciedad, al contener algunos de
los compuestos mas evaluados en este tipo de ensayos. A pesar de que otros autores han evaluado
el efecto del aguacate sobre la regulacion de las hormonas y las sensaciones de saciedad, no se ha
realizado esta evaluacion especificamente utilizando este subproducto. Los resultados de capacidad
antioxidante y de composicion fenodlica demuestran que la PDA, al ser un subproducto, sufre
degradacion en sus componentes funcionales, sin embargo, estos alin representan un potencial
efecto benéfico para los organismos que la consuman. Todo lo anterior sugiere que la evaluacion
del extracto fendlico de PDA sobre la regulacion de la saciedad es posible y representa un area que

deberia explorarse y aprovecharse para la formulacion de alimentos funcionales o nutracéuticos.

Cuadro 4. CFs identificados y cuantificados en el extracto etandlico de pasta desgrasada de
aguacate.

Compuesto Tiempo de Fraccion del Concentracion
P retencion (min) extracto (ng/g)
Lo . Libre 0.94 +0.01
Acido gélico 2.97 Alcalina Trazas
Catequina 3.00 Libre Trazas
oo . Alcalina 13.06 £ 1.80
Acido protocatéico 4.04 Acida 9.86 + 0.45
Acido cafeico 6.40 Acida Trazas
. .. Alcalina 15.75+0.28
Acrldo p-cumarico 10.17 Acida 6.71 + 0.85
Acido fertlico 11.93 Alcalina 29.01 +£1.17
Acida 10.96 + 1.67
) Libre Trazas
Quercetina 14.50 Acida 455+ 0.03
Q tina-3.4 Libre 0.17+£0.00
‘é?rﬁclg;'dé ) 15.00 Alcalina 0.13 = 0.00
& Acida 0.14 + 0.00
Quercetina-3-glucurénido 15.50 Libre Trazas
Libre Trazas
Kaempferol 19.70 Acida 240 + 0.08
Libre 1.11 £0.01
Totales Alcalina 58.38 £ 0.90
Acida 35.22 +3.01

Concentracion presentada como media + desviacion estandar de al menos n=2
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6.3 Peso Corporal y Consumo de Alimento Durante el Bioensayo

La Figura 7 muestra el peso de los animales durante el periodo experimental. Es posible apreciar
que todos comenzaron con un peso homogéneo de aproximadamente 135 g. Al concluir el
experimento, el grupo control pes6 275.15 £ 13.69 g, mientras que los animales que consumieron
el tratamiento una vez a la semana alcanzaron los 283.92 + 5.76 g, siendo estadisticamente
similares entre si (p>0.05). Estos resultados sugieren que la administracion semanal del extracto,
no tuvo un efecto significativo (p<0.05) sobre el correcto desarrollo de los animales de

experimentacion.
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Figura 7. Registro de peso corporal semanal. En el eje de las ordenadas se presenta el peso corporal

en g y en las abscisas las semanas de ensayo. Literales diferentes indican diferencias significativas
al final de las seis semanas de experimento (p<0.05).

Ademas, el peso final de los animales de experimentacion (en promedio 280.68 = 6.07 g) es similar
a lo reportado en la literatura para ratas Wistar de entre 10 y 11 semanas de edad. Por ejemplo,
Marques y col. (2016) sugieren que una rata de 11 semanas de edad debe pesar alrededor de 300 +

9.1 g, mientras que Kitada y col. (2018) aseguran que a las 10 semanas de edad, una rata saludable
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alcanza los 250 g. Esta comparacion confirma que la dieta de mantenimiento fue adecuada para el
desarrollo y crecimiento de una rata Wistar, y que la administracion semanal de extracto no provoco
un efecto negativo sobre los patrones de crecimiento.

La suplementacion de la dieta con CFs de fuentes vegetales sobre animales saludables puede ejercer
un efecto directo sobre la regulacion de peso corporal. Tal es el caso del estudio realizado por
Serrano y col. (2016d), donde se administrd extracto de GSPE a ratas Wistar, con una dieta
estandar para el control de ratas de laboratorio. Los autores encontraron que al administrar 0.5 y
1.0 g de GSPE/kg de peso, las ratas comenzaron a perder peso en vez de ganarlo, contrario a lo que
deberia suceder en un crecimiento normal. En un estudio similar, donde se administr6 extracto de
Tragopogon porrifolius a ratas Sprague-Dawley (Zeeni y col., 2014), se encontrd una disminucion
de peso de manera dosis-dependiente, independiente de la dieta (estandar o alta en grasa), donde el
mejor efecto fue al administrar 250 mg de extracto/kg de peso. La dosis de extracto en ambos
ensayos es mas alta que lo utilizado en el presente trabajo, lo que sugiere que la dosis deberia
incrementarse si se desean cambios en la composicion corporal. Ademads, en el caso de este trabajo
el extracto se administrd una vez a la semana, mientras que los ensayos de Serrano y col. (2016d)
y Zeeni y col. (2014) administran la dosis diariamente, lo cual sugeriria que la acumulacion de CFs
en el organismo es necesaria para modificar el peso corporal.

La Figura 8 muestra el consumo de alimento por semana para el grupo control y el experimental.
Al evaluar la interaccion tratamiento-tiempo, no se presentaron diferencias significativas en el
consumo de alimento por efecto de esta interaccion (p>0.05). Sin embargo, al realizar un bloqueo
del tiempo y evaluar solamente el efecto por los tratamientos, se encuentra que el grupo tratado
con el extracto de PDA consumi6 mas alimento (p<0.05), con respecto al control. Se aprecia que
el mayor consumo de alimento se obtuvo en la tercera y cuarta semana, donde la cantidad de
alimento oscilo entre los 23 y 25 g. Para valorar los datos referidos en la literatura, los valores de
ingesta de alimento se transformaron a ingesta caldrica; se encontré que a pesar del aumento
(p<0.05) en el consumo de alimento ocasionado por el tratamiento con extracto, los valores de
ingesta caldrica (67.52 + 1.13 kcal/dia) coinciden por lo reportado por otros autores, donde ratas
de 12 y 14 semanas consumen un promedio de 78.4 y 71.2 + 0.7 kcal/dia, respectivamente
(Cézares-Camacho, 2019, Valdecantos y col., 2019). Esto sugiere que el tratamiento semanal con
extracto de PDA, afecta los patrones de alimentacion de las ratas, sin modificar el desarrollo de los

animales de experimentacion.
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Figura 8. Registro de consumo de alimento semanal. En el eje de las ordenadas se presenta el
consumo de alimento en g/dia y en las abscisas las semanas de ensayo. Literales diferentes indican
diferencias significativas al final de las seis semanas de experimento (p<0.05).

Anteriormente, se ha estudiado el efecto de los CFs sobre la ingesta de alimento, y algunos autores
han encontrado una disminucién de la misma, sin embargo, estas modificaciones en las calorias
consumidas parecen estar relacionadas con la composicion del extracto per se. Por ejemplo, en el
caso de la administracion de GSPE, compuesto principalmente por procianidinas, que a dosis desde
350 mg logra disminuir de manera significativa (p<0.05) el consumo de alimento (Serrano y col.,
2016a). Al evaluar el efecto del consumo de extracto de Tragopogon porrifolius en ratas, cuya
composicion es principalmente acidos clorogénico y cafeico (Zeeni y col., 2014), se encontr6 la
disminucién de la ingesta calorica después de un tratamiento subcronico. Sin embargo, en otro
estudio donde se administrd café, siendo conocido por la presencia mayoritaria de acido
clorogénico (Bakuradze y col., 2014), a adultos saludables, no se encontraron modificaciones en la
ingesta caldrica después de varias semanas consumiéndolo. Esta discrepancia entre los resultados
reportados sugiere que la presencia de flavonoides es més efectiva que la administracion de acidos
fendlicos para reducir la ingesta caldrica. Sin embargo, el hecho de que en este estudio se esté
aumentando la ingesta de alimento al ser tratado con extracto de PDA, da pie a proponer que la
ingesta alimentaria se estd modificando por un mecanismo diferente, como podria ser el caso de

los receptores de sabor amargo, lo cual se discutira a fondo en la siguiente seccion.
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6.4 Evaluacion de la Secuencia de Conducta de Saciedad

En la siguiente seccion se discuten los resultados de la evaluacion de la SCS. Las Figuras 9-14
muestran la SCS ordenada por semanas, de forma que se presentan resultados de las seis semanas
de bioensayo, cada una por separado.

La Figura 9 muestra la evaluacion de la SCS de la semana 1, donde se representan las cuatro
conductas correspondientes: alimentacion, actividad, acicalamiento y descanso. El tratamiento con
extracto de PDA gener6 una disminucion significativa (p<0.05) en el tiempo destinado a
alimentacion, con respecto al control. De forma opuesta, el tiempo de actividad y acicalamiento
presento un incremento significativo (p<0.05), mientras que el de descanso no presento diferencias
significativas (p>0.05), aunque es posible apreciar una tendencia al incremento en esta ultima

variable tras consumir el extracto de PDA.
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Figura 9. Evaluacion de la secuencia de conducta de saciedad en la semana 1. En el eje de las
ordenadas se presenta el tiempo destinado a cada conducta y en las abscisas el tiempo de evaluacion
dividido en ocho periodos de 5 min cada uno (40 min total). A) Alimentacion. B) Actividad. C)
Acicalamiento. D) Descanso. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).
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Al evaluar la regulacion de saciedad, es necesario tener en consideracion algunos parametros a
través de los cuales los resultados pueden verse afectados, como pueden ser la dosis del tratamiento,
los compuestos presentes en el mismo y el estrés generado por el procedimiento de las evaluaciones
(Serrano y col., 2016a). Una manera de evitar los cambios resultantes por efecto del estrés, es
manteniendo una rutina especifica y sin variaciones, asi como ambientar a los animales a todo el
procedimiento que se realizard para la evaluacion de la saciedad (Goodson y col., 2004, Serrano y
col., 2016a). En el caso particular de este proyecto, el estrés no formo parte relevante de la respuesta
conductual, ya que se procedio a realizar una rutina diaria constante, respetando los horarios para
cada una de las actividades. Ademas, los animales de experimentacion fueron previamente
habituados al proceso de manejo, pesado, administracion del tratamiento y evaluacion de la SCS.
Por lo anterior, se puede inferir que las diferencias en los tiempos de la SCS son resultado de los
compuestos presentes en el extracto de PDA y sus acciones sobre el organismo.

Estos patrones de comportamiento de los animales de experimentacion pueden compararse con lo
reportado por otros autores (Lopez-Alonso y col., 2007, Pringle y col., 2008). Por ejemplo, Pringle
y col. (2008) administraron fenfluramina a ratones y les evaluaron su SCS, encontrando que el
tiempo destinado a alimentacién disminuy6 y aumenté el de actividad, lo cual se atribuy6 a un
bloqueo en los receptores de serotonina. Lopez-Alonso y col. (2007) realizaron un estudio similar,
donde al administrar Ro-60-0175, un bloqueador especifico para el receptor de serotonina 5-HTzc,
encontraron un aumento en el tiempo de actividad y una disminucion en el de alimentacion. Estos
patrones de comportamiento son similares a lo obtenido después de administrar el extracto de PDA,
por lo cual podria sugerirse que los componentes presentes en el extracto estdn actuando a nivel de
neurotransmisores y sus receptores. Sin embargo, con los anélisis realizados no es posible asegurar
esta aseveracion.

La Figura 10 muestra los resultados de la evaluacion de la SCS en la semana 2. En el tiempo
destinado a alimentacion, se aprecia una tendencia a la disminucion; durante los primeros 15 min
(periodos 1 al 3), las ratas dedicaron mas tiempo a la alimentacion, con respecto al control, para
luego disminuir el tiempo destinado al consumo de alimento, sin embargo, estas diferencias no
fueron significativas (p>0.05). Para el caso del tiempo de actividad, no se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos (p>0.05), pero si es posible apreciar una tendencia inversa con
respecto al tiempo de alimentacion. Durante los primeros tres periodos, el grupo tratado con

extracto destind6 menos tiempo a la actividad, mientras que a los 15 min posteriores a la
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administracion del tratamiento se observa un aumento no significativo (p>0.05). Respecto al
acicalamiento, tampoco se presentdé una diferencia significativa (p>0.05) por efecto del
tratamiento, sin embargo, a los 30 min (Periodo 6) se aprecia una tendencia al aumento en el grupo
tratado con extracto de PDA. Por ultimo, en el caso del descanso, no se encontraron diferencias
significativas (p>0.05) entre tratamientos, lo cual demuestra que el extracto no modificd los

tiempos destinados al descanso.
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Figura 10. Evaluacion de la secuencia de conducta de saciedad en la semana 2. En el eje de las
ordenadas se presenta el tiempo destinado a cada conducta y en las abscisas el tiempo de evaluacion
dividido en ocho periodos de 5 min cada uno (40 min total). A) Alimentacion. B) Actividad. C)
Acicalamiento. D) Descanso. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

El patron normal para llegar a la saciedad consiste en la relacion entre la disminucion del tiempo
destinado a alimentacion y el aumento del acicalamiento e inactividad. En contraste, Halford y col.

(1998) definen como interrumpido al comportamiento de la SCS similar al observado en el presente
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estudio. Este se caracteriza por no seguir el patréon normal de la saciedad, al no presentarse el
aumento en el descanso y acicalamiento, pero destacando el incremento en la actividad, lo cual
resulta caracteristico para drogas como las anfetaminas y la fenfluramina. Como se mencion6 con
anterioridad, la regulacion de la saciedad depende de diferentes neurotransmisores y sus receptores,
en el caso de la SCS se ve influenciada por los receptores de serotonina, como son los 5-HT 1y, 5-
HTa2a, 5-HT2p y 5-HT2c (Nonogaki, 2012, Voigt y Fink, 2015). Anteriormente, se relacioné la SCS
de la semana 1 con algunos trabajos donde se bloquearon los receptores de serotonina y se
obtuvieron resultados similares, especificamente del receptor 5-HT2c (Lopez-Alonso y col., 2007).
La persistencia de estos patrones de SCS sugiere que el extracto de PDA podria ejercer un efecto
a nivel de la produccion de serotonina.

Un ejemplo del efecto de los CFs sobre las sensaciones de saciedad por efecto de hormonas y
neurotransmisores que llevan cambios en la composicion corporal es el estudio de Bakuradze y
col. (2014). Se reporta que 90 individuos saludables consumieron 750 mL de café al dia, siendo
caracteristico por la presencia de acido clorogénico, con el fin de registrar cambios en marcadores
relacionados con las sensaciones de hambre/saciedad después de un ciclo de cuatro semanas, una
desintoxicacion del mismo tiempo y otro ciclo de cuatro semanas. Los autores no encontraron
diferencias en el peso corporal, incluso indican un ligero aumento de peso después del segundo
ciclo de ingesta de café, de forma similar a los resultados obtenidos para el registro de peso en este
proyecto (Figura 8). A pesar de ello, la composicion corporal si se vio modificada, disminuyendo
el porcentaje de tejido adiposo corporal. Los autores reportaron también disminuciones
significativas (p<0.05), tanto en la concentracion sérica de ghrelina como su expresion genética.
Un resultado a resaltar de este estudio es el hecho de que la concentracion de serotonina en plasma
aumento significativamente (p<0.05) después del tratamiento con café. Estos resultados sugieren
que los CFs de diversas fuentes si tienen efectos sobre la concentracion de serotonina, lo cual podria
relacionarse con los patrones de SCS interrumpidos que fueron observados en este trabajo.

La Figura 11 muestra la SCS de los animales de experimentacion en la semana 3 del bioensayo. En
el tiempo destinado a alimentacion, a pesar de no existir una diferencia significativa ocasionada
por los tratamientos, se aprecia una tendencia a la disminucion a partir de los periodos 1 a 3. El
tiempo de actividad comenzo6 a aumentar a los 15 min (periodos 1-3) posteriores a la ingesta del
extracto de PDA, de manera inversamente proporcional al tiempo de alimentacién, pero sin

presentarse cambios estadisticamente significativos (p>0.05). Los tiempos de acicalamiento y
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descanso no presentaron diferencias entre tratamientos (p>0.05). La falta de tiempo destinado al
acicalamiento y el descanso, asi como el aumento de la locomocion, sugieren que el extracto de

PDA potencia la hiperactividad e interrumpe en la SCS al desplazar la inactividad de los animales.
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Figura 11. Evaluacion de la secuencia de conducta de saciedad en la semana 3. En el eje de las
ordenadas se presenta el tiempo destinado a cada conducta y en las abscisas el tiempo de evaluacion
dividido en ocho periodos de 5 min cada uno (40 min total). A) Alimentacioén. B) Actividad. C)
Acicalamiento. D) Descanso. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

Algunos autores especifican que la influencia sobre el receptor 5-HT,. interviene en la ingesta de
alimento, al generar hiperactividad y falta de suefio (Feijé y col., 2011, Nonogaki, 2012). Un
ejemplo de esto es la droga 2,5-dimetoxi-4-iodoanfetamina, la cual ha demostrado generar una SCS
en ratas Sprague-Dawley, donde se destaca la hiperactividad y la pérdida del patréon comuin cuando
se administra desde 0.1 mg/kg de peso (Kitchener y Dourish, 1994). Otro bloqueador del receptor

5-HTyc es la droga RU-24969, que se caracteriza por un incremento en la actividad de las ratas,
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especificamente en la locomocion, que es definida como el caminar por la jaula de experimentacion
dando vueltas (Kitchener y Dourish, 1994). La molécula de RU-24969 ejerce también un efecto
sobre la dopamina, de manera que la locomocion se ve activada por una relacidon serotonina-
dopamina, ademas, se ha demostrado que la liberacion de dopamina y noradrenalina por parte del
receptor 5-HT2c evita la sensacion de suefio (Kennett y col., 1987, Nonogaki, 2012). En el patrén
de SCS de este ensayo, se aprecid que la actividad fue principalmente del tipo locomocion, por lo
cual podria esperarse que se esté rigiendo un mecanismo de influencia sobre el receptor 5-HTx,
asi como una relacion de dopamina-serotonina. De forma que los compuestos presentes en el
extracto podrian estar modificando la SCS, al bloquear los receptores de serotonina y generar un
aumento en la transmision serotoninérgica en el hipotadlamo, lo cual se traduciria a una disminucion
en la ingesta caldrica debido a una mayor actividad (Rothman y Baumann, 2002). Sin embargo, al
administrar la PDA, no se mantiene el efecto de reducir la ingesta de alimento, lo que sugiere que
se podrian estar modificando otros mecanismos, como puede ser las sensaciones de sabor amargo.
Los resultados de la SCS en ratas durante los primeros 40 min después de consumir el extracto,
pueden ser comparados con lo obtenido en humanos utilizando las VAS para realizar mediciones
de saciedad. Estas mediciones de sensaciones permiten llegar a inferir cuando se llego a la saciedad,
algo similar a lo obtenido al analizar los resultados de la SCS. Por ejemplo, Bligh y col. (2015)
evaluaron el efecto de las dietas ricas en alimentos de origen vegetal, simulando una dieta
paleolitica rica en compuestos bioactivos como los CFs, sobre las sensaciones de hambre y
saciedad en 24 adultos saludables. De manera similar a este trabajo, los autores encontraron que
durante los primeros 45 min posteriores a la ingesta de la comida, los resultados presentaron
mayores diferencias. Para el caso de las sensaciones de hambre y deseo de comer, las cuales podria
compararse con la conducta de alimentacion, se disminuyen en el tratamiento experimental con
respecto al control. Mientras que la sensacion de satisfaccion aumenta desde los 15 min y perdura
mas alla de las 2 h, lo cual podria compararse con las conductas diferentes a la alimentacion, ya
que al no tener sensacion de hambre se dedican a otras conductas, como la actividad o el
acicalamiento. La comparacion entre los resultados de este trabajo con lo reportado en la
bibliografia, sugiere que es posible que los CFs actien sobre la regulacion de saciedad desde el
momento en que son ingeridos, y que esto perdure horas después del consumo. Sin embargo, y
como se menciono anteriormente, los efectos son propios tanto de la matriz alimentaria como de

la fuente de los CFs y las dosis aplicadas (Serrano y col., 2016a, Serrano y col., 2016d) .
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El patron de la SCS de la semana 4 se muestra en la Figura 12. Al igual que lo sucedido en la
semana 3, el tiempo destinado a alimentacion no presenta diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05), pero si es posible apreciar una tendencia a la disminucion a partir de los 15
min en el tratamiento con extracto, con respecto al control. La actividad de los animales de
experimentacion no presentd diferencias significativas (p>0.05), sin embargo, para el caso del
extracto, a los 15 min (Periodo 3) posteriores a la ingesta del mismo se aprecia nuevamente una
tendencia al aumento. El acicalamiento y el descanso no se vieron afectados por la ingesta del
extracto de PDA (p>0.05), lo que indica una vez mas que el extracto esta generando un efecto de
hiperactividad, en vez de un efecto sobre la induccion del acicalamiento y descanso.

A pesar de que en las primeras semanas de ingesta de extracto de PDA existe un efecto o tendencia
a modificaciones cuasi inmediato, para la tercera y cuarta semana existe una distinta respuesta
observada durante los 40 min posteriores a la ingesta del tratamiento (Fig. 11 y 12). Esta tendencia
sugiere que el extracto de PDA necesita mds tiempo para comenzar a actuar (periodo 1-3) sobre la
SCS y potenciar la hiperactividad presentada. Esto es de esperarse, ya que es necesario que exista
un tiempo para que el tratamiento transite a través del TGI y ejerza su efecto sobre las células
secretoras de hormonas directamente, o se absorban para estimular sistemas una vez en el torrente
sanguineo. Para el caso de los CFs, regularmente se encuentran en forma de glucosidos, ésteres o
formas poliméricas, por lo que no son absorbidos directamente y el organismo necesita algunas
reacciones para hidrolizarlos y ser absorbidos (Chen y col., 2018). A pesar de lo anterior, algunos
compuestos del tipo adcido benzoico, como es el cido cafeico, pueden ser ionizados en el estdmago
y absorberse de pasivamente (Kay y col., 2017); de forma similar, flavonoides como quercetina y
daidzeina pueden absorberse a nivel géstrico (Chen y col., 2018). A nivel intestino, el acido
clorogénico puede ser permear por los canales de sodio (Fratianni y col., 2016). En el caso de
flavonoides como la quercetina, su absorcion se ve favorecida si se encuentran en forma aglicona
o glucosilados, alcanzando su méximo de absorcion entre los 30 y 40 min posteriores a la ingesta
(Guo y Bruno, 2015). Por lo anterior, los primeros 15 min (periodo 1-3) donde no se aprecia un
efecto del extracto de PDA sobre los patrones de la SCS, puede deberse a que los compuestos

presentes en el extracto estén siendo absorbidos a lo largo del TGI y distribuidos a los 6rganos.
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Figura 12. Evaluacion de la secuencia de conducta de saciedad en la semana 4. En el eje de las
ordenadas se presenta el tiempo destinado a cada conducta y en las abscisas el tiempo de evaluacion
dividido en ocho periodos de 5 min cada uno (40 min total). A) Alimentacion. B) Actividad. C)
Acicalamiento. D) Descanso. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

Al evaluar los efectos agudos justo al momento de administrar los CFs de diferentes fuentes
vegetales, se pueden observar diferencias, incluso durante un mismo ensayo, dependiendo de las
dosis, sujeto de experimentacion, tiempo de exposicion al tratamiento, genero, edad, entre otros
factores. Por ejemplo, en el estudio de Gomes da Silva y col. (2017), se administré jarabe de yacon,
el cual presenta un alto contenido de acido caféico, ferulico y clorogénico, a 20 voluntarios
saludables durante dos semanas, posteriormente, se analizaron las sensaciones de saciedad desde
el momento que se administrd hasta 3 h después. Se encontr6 que, a la dosis administrada, existe
un ligero aumento en las sensaciones de satisfaccion, mientras que la sensacion de hambre
disminuy6 en el grupo tratado con jarabe de yacdn, sin embargo, estos cambios solamente
resultaron significativos (p<0.05) en el grupo conformado por mujeres. Los autores sugieren que

es necesario establecer dosis y tiempos de exposicion a los CFs presentes en el jarabe de yacon, asi
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como el efecto sobre el género. La discrepancia entre los resultados dentro de un mismo estudio
sugiere que no siempre los CFs pueden ejercer los mismos efectos en el organismo que estd
recibiendo el tratamiento, indicando que para cada caso es necesario establecer tanto dosis como
tiempos de exposicion para llegar a los resultados deseados.

El patron de la SCS obtenido durante la semana 5 se presenta en la Figura 13. La interaccion de los
factores no result6 significativa (p>0.05) para ninguna de las variables de respuesta, por lo que se
bloqueo6 el factor periodo y se tomo en cuenta solo el efecto del tratamiento sobre las conductas
correspondientes a la SCS. En el caso de la alimentacidn, se encontrd que del inicio a los 30 min
(periodo 6), existio una tendencia al aumento del tiempo con el tratamiento de extracto, para
posteriormente igualarse con el tratamiento control. Para el tiempo destinado a la actividad, se
encontro diferencia significativa (p<0.05) por el tratamiento, obteniendo mayor (p<0.05) tiempo
destinado a la actividad al administrar el tratamiento control, sin embargo, como en el caso de la
alimentacion, los valores tienden a equipararse al periodo 6. No se encontraron diferencias
significativas (p>0.05) en los tiempos destinados al acicalamiento o al descanso en respuesta al
tratamiento.

En la semana 5 destacan dos patrones en los tiempos destinados a acicalamiento y al descanso.
Para el caso del tiempo para acicalamiento en el tratamiento con extracto, se mantiene constante
desde el inicio y hasta el final de los 40 min (entre 20 y 35 s por periodo), mientras que para el caso
del tratamiento control, se observa un disparo en el tiempo destinado entre los 15 y 20 min (periodo
3-4). Este incremento por parte del tratamiento control podria deberse a que el animal esta
comenzando a tener una sensacion de saciedad, lo que incrementa su tiempo de acicalamiento, a la
vez que disminuye el de alimentacion. Al no presentarse fluctuaciones en el tiempo de
acicalamiento para el tratamiento con extracto, se podria interpretar como que el animal permanece
con la misma sensacion de saciedad de manera constante a lo largo de los 40 min. En el caso del
descanso para ambos tratamientos, el tiempo destinado a esta conducta se mantuvo en 0 s, lo cual,
ademas de no resultar diferente estadisticamente (p>0.05), corrobora que la SCS es interrumpida

por el incremento en la hiperactividad en respuesta a la administracion del extracto.
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Figura 13. Evaluacion de la secuencia de conducta de saciedad en la semana 5. En el eje de las
ordenadas se presenta el tiempo destinado a cada conducta y en las abscisas el tiempo de evaluacion
dividido en ocho periodos de 5 min cada uno (40 min total). A) Alimentacion. B) Actividad. C)
Acicalamiento. D) Descanso. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

Otro ejemplo de que los CFs pueden comenzar a realizar modificaciones sobre las sensaciones de
hambre y saciedad al momento de su consumo, es el estudio de Campos-Vega (2020). En este
ensayo se consider6 el efecto de la adicién de bagazo de café en bizcochos sobre las sensaciones
de saciedad. Para ello, los autores proporcionaron bizcochos con la fibra antioxidante del cafg,
oligosacaridos o un control a sujetos sanos en ayuno. La adicidn de la fibra antioxidante sobre los
bizcochos generd un incremento en el contenido de CFs totales, a lo cual se le puede atribuir parte
de sus efectos sobre la saciedad. Al medir la sensacién de saciedad con una VAS, los autores
encontraron que a los 15 min se alcanza el maximo de saciedad, siendo mayor para el tratamiento
con fibra antioxidante, sin embargo, a los 75 min después de ingerir el alimento, la sensacion de
saciedad se equipard con el control. Los autores reportan también que el consumo calorico total se

vio disminuido en el tratamiento con fibra antioxidante, sin embargo, al separar el consumo en
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desayuno y comida, el mayor efecto fue observado en la primera ingesta del dia. Estos resultados
sugieren que el efecto perdura por pocas horas, pudiendo ser por la dosis o el tiempo de exposicion
a los mismos, lo cual puede ser comparado con las primeras semanas de este bioensayo (Figuras
10 y 11), en donde se aprecian resultados al momento, sin embargo, no son vistos de forma
posterior como modificaciones en la ingesta de alimento o en las siguientes dosis de extracto de
PDA.

La Figura 14 muestra los resultados correspondientes a la SCS de la semana 6, donde el tratamiento
no presento diferencias significativas (p>0.05). Al igual que en la semana 5, el tiempo destinado a
la alimentacion tiende a ser mayor al administrar el extracto durante los primeros 35 min (periodo
1-7), sin embargo, para el periodo 8, se aprecia una disminucion no significativa (p>0.05) para el
tratamiento con extracto. En el tiempo de actividad no se encuentran diferencias entre tratamientos,
ademas que los patrones de ambos tratamientos son practicamente iguales. Para el tiempo destinado
al acicalamiento, se observa una tendencia no significativa (p>0.05) contraria al tiempo de
alimentacion, donde el tiempo es mayor para el tratamiento control durante los primeros 35 min,
mientras que a los 40 min el tratamiento con extracto aumenta de manera abrupta. Por tltimo, el
tiempo de descanso permanecié sin modificaciones por efecto del tratamiento (p>0.05) y

practicamente se redujo a cero durante toda la evaluacion.
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Figura 14. Evaluacion de la secuencia de conducta de saciedad en la semana 6. En el eje de las
ordenadas se presenta el tiempo destinado a cada conducta y en las abscisas el tiempo de evaluacion
dividido en ocho periodos de 5 min cada uno (40 min total). A) Alimentacioén. B) Actividad. C)
Acicalamiento. D) Descanso. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

El estudio de los CFs sobre la regulacion de la saciedad, y en especifico de la SCS, es un tema que
requiere estandarizaciones de todos los aspectos posibles para proporcionar los mejores resultados
experimentales. Tal es el caso del trabajo de Serrano y col. (2016c) donde encontraron que para
tener un efecto sobre la regulacion de hormonas anorexigénicas, asi como en la ingesta calorica,
no es necesario administrar el GSPE con tiempo de anticipacion, y los resultados se observan tanto
al momento de la ingesta como si este se administra una hora antes de todo el tratamiento. Esto
sugiere que existe una respuesta aguda de parte de los organismos para la regulacion de saciedad
por medio de los CFs, sin embargo, tiene relacién con la composicion y dosis del tratamiento
administrado. En el caso del GSPE, los compuestos mayoritarios son del tipo procianidinas, y su
concentracion en el extracto es mayor que la presente en el extracto de PDA. Ademas, la dosis de

GSPE administrada representa 16 veces mas que la utilizada en este trabajo, lo que podria explicar
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las diferencias en la tendencia de los resultados aqui obtenidos. Sin embargo, el que no se
encuentren diferencias en algunas semanas, podria deberse a algiin efecto del uso a largo plazo del
extracto de PDA, lo cual se discutird a continuacion.

Al comparar las graficas de los patrones de SCS a lo largo de las seis semanas de bioensayo
(Figuras 9-14) es posible llegar a algunas aseveraciones de los resultados obtenidos. Respecto al
tiempo destinado a la alimentacion, se observa que, a la primera semana, el tratamiento control
destin6 en promedio 169.27 + 7.03 s, mientras que para la semana 2 el tiempo destinado a la misma
conducta fue de 131.16 + 8.02 s, esto se puede traducir como un descenso en el tiempo destinado
a la alimentacion después de una segunda dosis de extracto. Durante las semanas 3 y 4, se
mantuvieron tiempos similares a la semana dos, sin embargo, el tiempo de alimentacion se redujo
considerablemente para la semana 5 a solamente 112.5 £ 7.66 s, mientras que para la semana 6 el
tiempo incremento nuevamente a 129.12 + 7.48. Este descenso en el tiempo destinado a alimentarse
a lo largo de las semanas para el tratamiento control puede deberse a un efecto acumulado, o algun
tipo de estimulacion tardia que perdure mas alld de los 40 min evaluados durante este experimento.
Cabe resaltar que a partir de la semana 2, el tiempo destinado a la alimentacién del control se
equipara con los resultados obtenidos para el tratamiento con extracto en la semana
correspondiente, inclusive, es menor que el de la primera semana. De esta manera, es apreciable
que existe un efecto correspondiente al uso de dosis multiples.

En el caso del tiempo destinado a la actividad, se obtuvo un efecto inversamente proporcional a la
alimentacion, ya que este va incrementando a lo largo de las repetidas dosis de extracto de PDA.
Durante la primera semana, las ratas destinaron 105.32 + 6.05 s a la actividad después de
administrarseles el tratamiento control, mientras que, para la segunda dosis, el tiempo de actividad
incremento a 144.15 £ 7.25. Tal comportamiento podria interpretarse como un incremento debido
a la segunda dosis de extracto. Estos valores de actividad se mantienen hasta la quinta semana, en
donde, contrario a la alimentacion, hay un incremento abrupto a 159.63 + 6.82 s, para después en
la semana 6 equipararse a la segunda. En este caso podria asumirse que existe una modificacion en
la actividad basal de las ratas, que se aprecia justo después de la primera dosis de extracto. En el
caso de los tiempos destinados a la actividad, el tratamiento control se equipara con el tratamiento
de extracto después de la segunda semana, sugiriendo que estd ocurriendo una acumulacion del
efecto del mismo. Recordando lo mencionado anteriormente, el extracto parece estar produciendo

hiperactividad sobre los animales. Por ejemplo, al presenciar que después de una dosis los animales
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permanecen activos, se podria asumir que el efecto del extracto tarda en ser eliminado del
organismo y continua ejerciendo efecto sobre los neurotransmisores. El aumento en la actividad de
los animales (locomocién y exploracion) después de la primera semana es lo contrario a lo
esperado, ya que conforme pasan las semanas, el animal deberia estar mas acostumbrado a la jaula,
y, por lo tanto, dedicar menos tiempo a la exploracion. El hecho de que sigan realizando este nivel
de actividad podria deberse al efecto directo sobre los neurotransmisores por parte del extracto.
Respecto al tiempo destinado para el acicalamiento, no hay un patron observado a lo largo de las
semanas en el tratamiento control. En la primera semana, el tiempo promedio por periodo destinado
al acicalamiento, fue de 17.63 + 2.01 s, mientras que en la semana 6 se alcanz6 el maximo valor
de 29.54 + 3.12. Al inicio del experimento, fue posible diferenciar los tiempos destinados al
acicalamiento entre tratamientos, sin embargo, para la tercera semana, estos fueron equiparables.
Por lo anterior, podria asumirse que se estd manteniendo un efecto constante a lo largo de las
semanas, pudiendo deberse a un efecto tardio o a la existencia de la hiperactividad ejercida, ya que,
como se menciond anteriormente, un patrén de SCS interrumpido se caracteriza por desplazar el
tiempo de acicalamiento e incrementar el de actividad.

Por tultimo, la conducta que result6 mas afectada durante las seis semanas de ensayo fue el
descanso. Durante la primera semana si se presentd un tiempo destinado al descanso, alcanzando
los 4.10 = 0.99 s para el tratamiento control, sin embargo, al ir repitiendo las dosis de extracto a lo
largo de las semanas, el tiempo de descanso alcanzd valores de 0 a partir la cuarta semana,
igualando al tratamiento con extracto. Esto es relacionable con lo mencionado anteriormente, ya
que se propone que los componentes presentes en el extracto de PDA estan ejerciendo un efecto a
nivel neurotransmisores y receptores de serotonina en el cerebro, generando hiperactividad y
desplazando los tiempos de descanso.

Halford y col. (1998) demostraron que la SCS de los animales de experimentacion puede variar
durante los ensayos conductuales, especialmente cuando estos se extienden a lo largo del tiempo;
estos cambios pueden utilizarse como un indicador en el desarrollo de hiperactividad, o bien, de
efecto calmante. Un ejemplo de ello son los resultados mencionados anteriormente, donde el
tiempo destinado a la alimentacion fue disminuyendo a lo largo de las semanas para dar paso a un
incremento en la actividad, inclusive cuando se administraba el tratamiento control. Resultados
similares fueron obtenidos por Lievens y col. (2009), donde al administrar simmondisina en una

segunda ocasion, la SCS presentd un aumento del tiempo de actividad de aproximadamente el
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doble. Sin embargo, en contraste con lo anterior, al correr examenes de la SCS en las semanas 5y
6 a ratas que nunca consumieron el extracto de PDA, se aprecia que los segundos destinados a la
alimentacion, actividad y acicalamiento se encuentran entre los tiempos obtenidos para la semana
1 y 2, indicando que, ademas del efecto acumulado del extracto de PDA, existe una variabilidad en
el comportamiento de las ratas por el paso del tiempo ocasionado por el paso del tiempo (Halford
y col., 1998). Esto sugiere que quiza un primer contacto con los compuestos de interés no ocasiona
el efecto final, sino que deben existir repetidas dosis para que la SCS se vea completamente
interrumpida por un aumento en la hiperactividad.

Otro comportamiento de la SCS modificado por el paso del tiempo es el acicalamiento, ya que,
durante una primera etapa, los animales destinan la mayor parte de su tiempo de acicalamiento a
lamer su cara y patas, para después cambiarlo por la estimulacion de sus genitales (Halford y col.,
1998). Esto fue observado a lo largo del ensayo, donde la estimulacion genital aument6 en la
segunda y tercera semana, para posteriormente reducirse de nuevo y predominar el acicalamiento
en otras secciones del cuerpo. Especificamente, el mayor aumento en la estimulacion genital se
observo cuando las ratas fueron sometidas a la segunda y tercera dosis de extracto de PDA,
sugiriendo que el extracto puede actuar como un estimulante para distintas subclases de
acicalamiento de los animales de experimentacion.

Observar que la SCS presenta modificaciones significativas (p<0.05) o tendencias con menos de
40 min después de administrar el tratamiento, sugiere que los CFs en el extracto de PDA pueden
ser utilizados para la formulacion de algin nutracéutico o alimento funcional. Lograr
modificaciones agudas en la regulacion de saciedad ha demostrado ser un reto anteriormente (Zeeni
y col., 2014, Serrano y col., 2016b, Serrano y col., 2016c¢). Tal es el caso de Zeeni y col. (2014),
quienes al alimentar ratas con una dieta suplementada con extracto de Tragopogon porrifolius y
evaluar su efecto sobre la saciedad, encontraron que los primeros indicios se generaron 24 h
después de iniciado el tratamiento. De manera similar, Serrano y col. (2016c) encontraron que, al
administrar GSPE, tanto la ingesta de alimento como el vaciamiento géstrico y la concentracion de
hormonas relacionadas a la saciedad, se modifican de manera significativa (p<0.05), de 3 a 12 h
después del contacto con el extracto. Ademas, si se tiene un mayor tiempo de exposicion al GSPE,
se pueden inducir modificaciones epigenéticas, llegando directamente a variar la expresion génica
de hormonas que regulan los ciclos de hambre y saciedad (Serrano y col., 2016b). Esto indica que

los prontos resultados obtenidos en este trabajo son prometedores, sugiriendo que se realicen mas
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evaluaciones probando diferentes dosis y tiempos de exposicion de los animales con el extracto de
PDA, para llegar al fondo de los efectos ocasionados.

Ademas de los cambios sobre las hormonas reguladoras de los ciclos de hambre/saciedad y la
ingesta de alimento, existen otros parametros que afectan la sensacion de saciedad, pero que no son
tan cominmente medidos, y a pesar de ello se ha demostrado que los CFs pueden llegar a
modificarlos para ejercer efectos benéficos. Un ejemplo de esto es el estudio realizado por Bligh y
col. (2015) en adultos con sobrepeso, a quienes se les administrd una dieta rica en alimentos de
origen vegetal, simulando una dieta paleolitica. Se encontré que la velocidad del vaciamiento
gastrico disminuy6 de manera significativa (p<0.05), lo que llevé a los comensales a tener una
sensacion de saciedad por mas tiempo, con respecto al control. Ademas, Coe y Ryan (2016)
probaron los efectos de un pan suplementado con CFs de té verde o fruta de adasonia, no
encontraron diferencias en las sensaciones de saciedad o en la glucosa sérica en adultos sanos. Sin
embargo, los sujetos que consumieron el pan suplementado mostraron una mejor regulacion de la
insulina liberada. Estos resultados de otros autores sugieren que es necesario analizar diversos
factores para llevar a cabo una completa evaluacion de la sensacion de saciedad.

La Figura 15 muestra el consumo de alimento durante los 40 min de evaluacion de la SCS, esto
con el fin de relacionarse con los tiempos destinados a la ingesta de alimento. Durante la primera
semana del bioensayo, a pesar de que el extracto logré disminuir el tiempo destinado a
alimentacion, no hubo cambio en la cantidad de alimento ingerida (p>0.05), inclusive, se aprecia
un ligero aumento no significativo (p>0.05) al consumir el extracto de PDA. Tanto en la segunda
como en la tercera semana, se aprecia una tendencia a disminuir el tiempo de consumo de alimento,
sin embargo, no existe diferencia significativa (p>0.05) en la cantidad de alimento ingerido durante
la evaluacion. En la semana 4 se aprecia un aumento significativo (p<0.05) en el alimento ingerido
después de consumir el extracto, sin embargo, el tiempo destinado a la alimentacion sigue
presentando una tendencia a disminuir. Esta tendencia al aumento no significativa (p>0.05) se
mantiene durante las semanas restantes del ensayo, sin embargo, el tiempo destinado a la
alimentacion tiende a disminuir al administrar el extracto. El contraste entre el tiempo destinado a
comer disminuido y el alimento ingerido incrementado (p>0.05), sugiere que existe una motivacion
a comer mas rapido y, por ende, consumir cantidades de alimento similares o mayores durante
menos tiempo.

El comportamiento anteriormente descrito puede ser relacionado con lo obtenido por Lievens y

71



col. (2009), donde al administrar quinina, un alcaloide amargo, también encontraron una
disminucion en el tiempo destinado a la alimentacion y un aumento en la actividad, pero sin llegar
al punto de saciedad. La semilla de aguacate contiene 44 alcaloides diferentes (Ganiyu y col.,
2016), por lo que es posible que alguno de estos compuestos se encuentre en el extracto de PDA y
genere el patron de SCS obtenido. La presencia de alcaloides podria justificar que no se llegue a la
saciedad completa, ya que llevan a una motivacion para comer pero sin presentar un patréon en la
SCS normal, esto se le atribuye a la necesidad de retirar el sabor amargo de las moléculas,
incentivando la ingesta de alimento (Lievens y col., 2009). Sin embargo, los alcaloides no son las
unicas moléculas que pueden producir este efecto.

La activacion de receptores del sabor amargo por parte de los CFs ha sido evaluada con
anterioridad, y se propone como un mecanismo para modificar la secrecion de algunas hormonas,
lo cual podria llevar a diferentes efectos en el consumo de alimento dependiendo del tipo de CFs a
los que se exponga el organismo, asi como la concentracion de los mismos. Tal es el caso de lo
reportado por Serrano y col. (2016b), quienes tras administrar una dosis Unica de GSPE,
encontraron una estimulacion de los receptores de sabor amargo en las células secretoras de
ghrelina, asi como un incremento en la concentracién de esta hormona. Los autores atribuyen la
estimulacion a la presencia de flavonoides monoméricos que interactiian con los receptores
hTAS2R14 y hTAS2R39, logrando detectar concentraciones minimas de 32 a 500 pM,
dependiendo del flavonoide en cuestion. De manera similar, Janssen y col. (2011) evaluaron el
efecto de distintos inhibidores de los receptores de sabor amargo en ratones y encontraron que el
consumo de alimento aumenta significativamente (p<0.05) durante los primeros momentos
después de su ingesta. La estimulacion de estos receptores promueve la secrecion de ghrelina como
una estrategia de defensa contra sustancias toxicas que generalmente son amargas (Serrano y col.,

2016c).
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Figura 15. Consumo de alimento durante el tiempo de la evaluacion de la SCS por semanas. En el
eje de las X se presenta la semana de evaluacion, en el eje de las Y el consumo de alimento durante
los 40 min de evaluacion de la SCS. Asterisco (*) indica diferencias significativas por prueba de
t* pareada (p<0.05). Los resultados se muestran como promedio + error estandar de n=12 ratas.

Debido a que el extracto de PDA contiene flavonoides del tipo monoméricos (Cuadro 4) como
catequina, quercetina y kaempferol, es posible que estos compuestos estén generando un efecto
directo sobre los receptores del sabor amargo. Este efecto podria producir la mayor ingesta de
alimento observada al momento de dar el tratamiento con extracto de PDA. Sin embargo, parece
existir algn tipo de aprendizaje por parte del animal después de estar en contacto varias veces con
los compuestos, ya que en el estudio de Serrano y col. (2016b) se comprobd que el incremento de
ghrelina por parte del GSPE desaparece después de un tratamiento subcrénico durante ocho dias.
Los autores también encontraron que después de este tiempo, la concentracion sérica de ghrelina
comenzo a disminuir por efecto del consumo constante de GSPE, lo que sugiere que el organismo
podria dejar de identificar a los CFs como una amenaza toxica y comenzar a estimular otras
secciones del organismo. Este efecto también se presentd en este estudio y se demuestra en el
Cuadro 5.

Como se mencion6 con anterioridad, la administracion del extracto de PDA genera un patron de
SCS interrumpido, parecido al inducido por algunos derivados de anfetaminas. Sin embargo, el

aumento de alimento ingerido durante los 40 min después de consumir el extracto indica que no se
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llegd a una saciedad completa, y que, por el contrario, se motivo la ingesta de alimento. A pesar
que se relaciona el patron conductual con el bloqueo de receptores de serotonina, no se logra la
hipofagia, esto puede relacionarse con la falta de interaccion con el receptor 5-HT1y (Feijo y col.,
2011). Al receptor 5-HT1p se le atribuye el efecto anorexigénico, de manera que para que la SCS
se conserve y el animal llegue hasta la saciedad, es necesaria tanto la activacion del receptor 5-
HT1, como la del 5-HTzc (Feijo y col., 2011, Nonogaki, 2012). De forma que el extracto si altera
la SCS, pero sin llegar al punto de transicion, el cual indica la saciedad.

Debido a que a lo largo del bioensayo los animales que consumieron el extracto una vez a la semana
tuvieron un mayor consumo (p<0.05) global de alimento (Figura 7), y que durante el tiempo de
evaluacion de la SCS no se presentaron diferencias significativas (p>0.05) por accion del
tratamiento (Figura 16), se llevo a cabo una comparacion entre el consumo de alimento de los
diferentes dias para determinar si existia un efecto horas después. En el Cuadro 5 se presenta el
consumo de alimento diario, comparando los dias de cada semana, resaltdndose en particular el
quinto dia de la semana, que fue el dia de administracion del tratamiento con extracto de PDA.
Durante las primeras dos semanas, las ratas consumieron ligeramente mas alimento el dia que
recibieron el tratamiento experimental, pero sin llegar a una diferencia significativa (p>0.05) con
respecto al dia del tratamiento control. Para los dias 6 y 7 de las primeras dos semanas, se observa
que el consumo de alimento increment6 (p<0.05), con respecto a los dias previos. En las semanas
3 y 4, los valores del consumo de alimento se equiparan, teniendo solo un aumento (p<0.05) en el
dia de administracion del extracto de PDA, pero para las 48 h posteriores, se asemeja a los dias
previos. Mientras que para las semanas restantes, no se encontraron diferencias significativas
(p>0.05) en el consumo de alimento a lo largo de los dias. Estos resultados sugieren que para
encontrar una disminucion en el consumo de alimento, no basta con administrar una sola dosis de
extracto de PDA, sino que son necesarias dosis multiples. Esto puede ser comparado con lo
obtenido por Serrano y col. (2016b), donde al administrar GSPE a ratas Wistar saludables,
encontraron que la mejor manera de disminuir la cantidad de alimento ingerido fue después de un
tratamiento subcronico, con dosis repetidas por ocho dias, comparado con el tratamiento donde

sOlo se administro una dosis unica.
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Cuadro 5. Consumo de alimento diario de los animales de experimentacion.

Dias
Semana
1 2 3 4 5 6 7
1 20.92° 20.92° 19.91° 20.91°  21.33*®  22.75° 22.66°
2 22.29° 22.29° 20.08%°  21.66®  21.83% 25.08¢ 24.41°
3 24.83%  24.83®  2500% 24.00° 25.832b  24.25% 26.16*
4 2471 2471  2425%  25.00% 26.25° 23.00° 24.25%
5 22.25% 22.25% 28.92° 18.33¢ 20.92° 21.5 22.33%
6 19.67° 19.67° 21.17° 22.08? 22.75 21.76 22.16%

Literales diferentes (a-c) indican diferencia significativa entre renglones (p<0.05). Los resultados se
muestran como promedio de n=12 ratas. Sefialado con letras negritas el dia de administracion del extracto de PDA

El efecto de una modificacion tardia en la ingesta de alimento ha sido reportado anteriormente por
otros autores, sin embargo, hay algunas discrepancias dependiendo del tipo de CFs administrados,
asi como la dosis, demostrando que es importante establecer dosis y tiempos de accion Uinicos para
cada extracto o nutraceutico a probar en este ambito. Tal es el caso del uso de extracto de
Tragopogon porrifolius, el cual, luego de ser administrado a ratas Sprague-Dawley, ejerce una
disminucion en la ingesta caldrica 24 h después, de manera dosis-dependiente (Zeeni y col., 2014).
En el caso de la administraciéon de GSPE a ratas Wistar con resistencia la glucosa, se encontr6 que
al administrar una dosis de 846 mg de extracto/’kg de peso, la ingesta de alimento se ve
significativamente (p<0.05) afectada entre 3 y 12 h después de recibir el tratamiento, por lo que
aparentemente el efecto de sus CFs es independiente de si se administra junto a la comida o una
hora antes (Serrano y col., 2016c¢). Los autores atribuyen esta disminucion de ingesta después de
horas a una modificacion en el proceso de vaciamiento gastrico, ya que después de una hora del
consumo de GSPE menos del 5 % del alimento consumido fue excretado, comparado con el 15 %
que se excretaria en caso de consumir agua (Serrano y col., 2016c). Lo anterior indica que un efecto
agudo no necesariamente se da al momento de la ingesta y puede suceder incluso hasta unos dias
después, como es el caso del uso de extracto de PDA.

Al relacionar los resultados de consumo diario con lo obtenido en la evaluacion de la SCS, es
posible llegar a algunas aseveraciones, como que el mecanismo de accion del extracto no se genera

necesariamente de forma instantanea, pero contintia siendo de efecto agudo. Como se menciond en
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la seccion de la SCS, es necesario que los componentes presentes en el extracto recorran el TGl y
sean absorbidos. Esto explicaria el hecho de que no se genere una diferencia significativa (p>0.05)
en el consumo de alimento al evaluar la SCS, pero que si haya tendencias a las modificaciones en
la misma, asi como efectos en la ingesta alimentaria a lo largo de las siguientes horas. También,
cabe resaltar que a lo largo de las semanas, la hiperactividad se vio como un patréon comun que
permanecid en las ratas, incluso después del tratamiento control, indicando que el efecto permanece
varios dias y sugiriendo que el extracto de PDA no ha sido completamente eliminado del
organismo. La permanencia a mediano plazo de los efectos del extracto de PDA podria ser un buen
indicio de que los efectos alcanzados permanezcan sin necesidad de tener una dosis diaria, pero si

repetida a lo largo del tiempo.

6.5 Evaluacion de la Concentracion Sérica de Hormonas Entéricas

En la Figura 16 se muestra la concentracién sérica de CCK con respecto al tiempo, tras la
administracion del tratamiento control y con extracto de PDA. En este caso, ni el tiempo ni el
tratamiento ejercieron un efecto significativo (p>0.05) sobre la concentracion sérica de CCK, sin
embargo, es posible apreciar una tendencia en ambos tratamientos. En el control, la concentracion
de CCK permanece casi constante durante los primeros 30 min (periodos 1-6 para la SCS), pero a
los 45 min, esta disminuye en un 30%. De manera contraria, los animales tratados con el extracto
de PDA presentan valores iniciales similares a los del control, pero que disminuyen abruptamente
hasta los 15 min (periodos 1-3 para la SCS), para posteriormente aumentar hasta casi un 40%. Estos
resultados indican que puede ocurrir una estimulacion en la secrecion de CCK por parte de los
compuestos presentes en el extracto de PDA, cuando se administra a los animales de

experimentacion.
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Figura 16. Concentracion sérica de CCK con respecto al tiempo. En el eje de las ordenadas se
presenta la concentracion de CCK en pg/mL y en las abscisas el tiempo después de la ingesta de
extracto. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

Es posible relacionar la concentracion circundante de CCK con lo obtenido para la evaluacion de
la SCS, ya que existe evidencia que el aumento de esta hormona en sangre promueve algunas
conductas especificas. Si bien, no se presentaron diferencias (p>0.05) entre la concentracion de
CCK entre tratamientos, el hecho de que a los 15 min (periodos 1-3 para la SCS) exista una
tendencia a aumentar, puede explicar las tendencias obtenidas a lo largo de las semanas de
evaluacion de la SCS. Para la semana 1, el tiempo destinado al acicalamiento se mantiene con una
diferencia (p<0.05) significativa por encima del tratamiento control, lo que puede deberse al
aumento en la concentracion de CCK, ya que se ha reportado que una mayor concentracion sérica
de esta hormona lleva a un aumento en el acicalamiento (Verbaeys y col., 2009). Ademas, el tiempo
destinado a la alimentacion disminuy6 significativamente para esta semana (p<0.05) al administrar
el extracto, lo cual puede deberse a la relacion entre la concentracion sérica de CCK con la saciedad
a corto plazo (Pathak y col., 2018). Para el resto de las semanas no existieron diferencias entre los
tratamientos para el acicalamiento y la alimentacion, pero si es posible notar ciertos patrones que
se describen a continuacion.

Durante el resto de las semanas del bioensayo en los resultados de la SCS, se apreciaron

comportamientos que pueden coincidir con los cambios en la concentracion de CCK. En el caso
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del tiempo destinado a alimentacion, se aprecia que después de los 15 min de administrar el extracto
de PDA, este comienza a disminuir, mientras que tiende a aumentar en el control. Esto puede
compararse con los 15 min posteriores a la ingesta, donde la concentracion de CCK incrementa en
el grupo tratado con extracto de PDA. Caso contrario, el tiempo de actividad comienza a aumentar
después de los 15 min de consumir el extracto de PDA, mientras que disminuye en el control. Este
resultado puede deberse a que al incrementarse la CCK, se reduce el tiempo de alimentacion, pero
al no ser suficiente la concentracion de CCK para llevar al acicalamiento o el descanso, el tiempo
de actividad va en aumento.

Respecto al tiempo destinado al acicalamiento, este tiende a disminuir en la semana 2, a la par del
incremento en la concentracion de CCK, sin embargo, este efecto no se presenta en las semanas 3
y 4, donde el tiempo de acicalamiento no tuvo diferencias con respecto al control. Para el caso del
tiempo de acicalamiento en la semana 5, las ratas tratadas con el extracto mantuvieron un tiempo
constante sin fluctuaciones, lo que podria indicar que la concentracion de CCK en ese momento no
vari6 notablemente y mantuvo un estatus de saciedad a corto plazo constante. Por tltimo, a los 40
min en la semana 6, se aprecia un incremento abrupto del tiempo destinado al acicalamiento al
consumir el extracto de PDA, asi como un descenso del tiempo de alimentacion. Al compararlo
con la concentracion sérica de CCK en ese momento, es posible apreciar que a los 45 min es cuando
se dispara la concentracion de esta hormona en los animales, indicando que en este punto las
conductas de acicalamiento y alimentacion se vieron modificadas por la concentracion de CCK.
Lo anterior sugiere que la concentracion sérica de CCK no fue suficiente para estimular el
acicalamiento en la mayoria de los casos, pero esto no indica una falta de estimulacion en las
conductas por parte de esta hormona. Se ha demostrado que el aumento en la concentracion sérica
de CCK incrementa el acicalamiento a la vez que disminuye la actividad, pero genera
principalmente un aumento en el tiempo de descanso (Verbaeys y col., 2009). Sin embargo, en este
trabajo, el tiempo de descanso parece no relacionarse con la concentracion de CCK, al no haber
diferencias en esta variable. Esto indica una vez mas que los animales de experimentacion se vieron
influenciados por la hiperactividad producida por el consumo de extracto de PDA, llevando al
patron de SCS interrumpido que se observo anteriormente.

La concentracion sérica de CCK tiene un efecto directo sobre el comportamiento de los animales
de experimentacion y se ve reflejado en la SCS. Verbaeys y col. (2009) evaluaron el efecto de la

concentracion sérica de CCK sobre la SCS, encontrando que existe un efecto anorexigénico de
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forma dosis-dependiente, al reducir la cantidad de alimento ingerido, el tiempo destinado a la
alimentacion, asi como la frecuencia de la alimentacion, ademas de aumentar el tiempo de descanso
y acicalamiento. Los valores de referencia para la concentraciéon de CCK en suero de rata varian
dependiendo de las condiciones de alimentacion, edad, ayuno previo a la toma de muestra, entre
otros factores (Hidayat y Setiawan, 2016, Panda y Shinde, 2017, Saleh y col., 2018). Sin embargo,
acorde a lo observado en la SCS y la ingesta de alimento durante los 40 min posteriores a la
administracion del tratamiento, es posible sugerir que los cambios en la concentracion sérica de
CCK no fueron suficientes para llegar a la saciedad, pero si se sugiere la presencia de una alteracion
en su secrecion por efecto de los CFs de la PDA.

La tendencia a aumentar la concentracion de CCK después de los 15 min de la ingesta del extracto
sugiere que, prolongando el tiempo de evaluacion posterior a la ingesta, la concentracion de CCK
si podria verse modificada significativamente. En un estudio realizado con flavonoides
provenientes de espinacas, se encontrd que en ratas Sprague-Dawley, los CFs incrementaban la
concentracion sérica de CCK hasta por dos horas (Panda y Shinde, 2017). En este estudio, los
autores encontraron que la mayor concentracion de CCK se obtenia entre los 30 y 60 min
posteriores a la ingesta del extracto. Esto sugiere que es necesario un poco mas de tiempo para que
la hormona CCK se secrete a su maximo por efecto del extracto de PDA.

Los resultados de la concentracion de la hormona ghrelina no permitieron detectar cambios
medibles en su concentracion sérica. El rango de deteccion del kit abarca de 8 a 2000 pg/mL de
plasma, indicando que la concentracion de ghrelina en las muestras fue menor al limite de deteccion
del mismo (8 pg/mL). La concentracion sérica de ghrelina presenta alta variabilidad interindividual,
la cual depende del tiempo de ayuno, hora del dia, edad de la rata, entre otros factores (Sanchez y
col., 2004). Patrikakos y col. (2011) reportan que la concentracion de ghrelina en ratas Wistar de
12 semanas de edad va de 150 a 300 pg/mL, sin embargo, en este caso los autores ayunaron
previamente a las ratas por 12 horas. Después de un ayuno de toda la noche, ratas de 250 g alcanzan
concentraciones de ghrelina sérica de alrededor de 600 pg/mL (Handjieva-Darlenska y Boyadjieva,
2009). Al comparar lo reportado por los autores contra lo obtenido en este trabajo, es posible sugerir
que el tiempo de ayuno no fue suficiente para incrementar la concentracion de ghrelina en plasma
amas de 8 pg/mL. Existe también la posibilidad de que la administracion tanto del tratamiento con
extracto de PDA, como del control redujeran la cantidad de ghrelina presente en sangre por efecto

de llenado géstrico. Se sabe que se reduce la liberacion de ghrelina cuando el volumen géstrico es
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ocupado, como seria en el caso de la administracion de agua (Steinert y col., 2017).

A pesar de lo anterior, la administraciéon de CFs ha demostrado tener diversos efectos sobre la
concentracion sérica de ghrelina. Stefoska-Needham y col. (2016) administraron sorgo café¢ a
adultos, y encontraron una menor concentracion sérica de ghrelina, en comparacion con sorgo
blanco, efecto que los autores atribuyen a la cantidad de CFs presentes en el sorgo café. Los CFs
de algarrobo fueron probados sobre la concentracion sérica de ghrelina en sujetos saludables, donde
se encontrd una disminucion de su forma acetilada (Gruendel y col., 2006). Ademas, al suministrar
CFs de té verde en la dieta de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa, se encontrd que se
redujo la expresion genética de ghrelina (Lu y col.,, 2012). Sin embargo, existen otras
investigaciones relacionadas a la concentracion sérica de ghrelina, donde se observa que los CFs
no ejercen modificaciones sobre la concentracion de la misma, como es el caso del trabajo de
Haldar y col. (2018b). Los autores reportan que, al administrar curry dentro de la comida de
hombres con sobrepeso, no encontraron cambios en la concentracion sérica de ghrelina acetilada.
La falta de consistencia en estos resultados indica que el papel de los CFs sobre la regulacion de
ghrelina atin no esta totalmente establecido.

Un ejemplo de lo variable que puede ser la expresion de la hormona ghrelina es en los estudios de
Serrano y col. (2016b) y Serrano y col. (2016c), donde se encontrd que al utilizar GSPE en ratas
Wistar se pueden tener diferentes efectos segiin la dosis y tiempo de exposicion a los CFs del
extracto. Tal es el caso que cuando los compuestos fueron administrados por gavage oral y se
cuantificé la concentracion de ghrelina una hora después, se encontrd que la misma se mantuvo sin
cambios, pero la expresion relativa present6 una tendencia a aumentar después del tratamiento con
GSPE (Serrano y col., 2016c¢). Por otro lado, cuando ratas Wistar se trataron con el mismo extracto
de GSPE y epicatequina aislada por ocho dias seguidos (Serrano y col., 2016b), se encontrd que a
los 80 min después del ultimo tratamiento, la concentracion de ghrelina se vio incrementada de
forma proporcional a la dosis, tanto de GSPE como de epicatequina aislada, obteniendo mayores
cambios cuando se aument6 la concentracion del flavonoide como compuesto puro. Sin embargo,
a pesar de este aumento en la concentracion circundante, los autores también encontraron que la
expresion genética de ghrelina disminuy6 de manera dosis dependiente. Lo que confirma que el
papel de los CFs sobre la hormona ghrelina no estd completamente definido, y requiere un estudio
mas a fondo para cada uno de los elementos de estudio.

De acuerdo a lo anterior, se sugiere que es posible que los CFs presentes en el extracto de PDA
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ejerzan un efecto sobre la regulacion de ghrelina. Sin embargo, para definir el papel de la PDA
sobre esta hormona es necesario incrementar el tiempo de ayuno, asi como reducir el volumen de
vehiculo utilizado para dar el tratamiento. También se sugiere la evaluacion de distintas dosis de

extracto de PDA con el fin de encontrar la mas apropiada para llegar a un efecto positivo.

6.6 Modelos de Accion Propuestos para Explicar el Efecto Ocasionado por Parte de los CFs
Presentes en el Extracto de PDA sobre la SCS

El modelo de accion propuesto de cémo los CFs en el extracto de PDA alteran la concentracion
sérica de hormonas, y el efecto que esto tiene sobre las conductas de los animales de
experimentacion se presenta en la Figura 17. Los compuestos presentes en el extracto de PDA son
del tipo flavonoide y acidos fendlicos y estos fueron administrados por canula (Figura 17A). Una
vez que los compuestos empezaron su recorrido por el TGI (Figura 17B), al llegar al estomago,
algunos acidos fenolicos y flavonoides como la quercetina y el acido ferulico, pueden protonarse
y absorberse pasivamente en la pared estomacal (Kay y col., 2017, Chen y col., 2018). Mas adelante
en el intestino delgado (Figura 17B), los algunos acidos fendlicos como el acido cafeico, son
absorbidos a través de los canales de sodio; en el caso de los flavonoides como la catequina, estos
pueden ser absorbidos por el mismo mecanismo en caso de ser agliconas, para el caso de los
glucdsidos, estos entran por transportadores de glucosa (Guo y Bruno, 2015, Fratianni y col., 2016).
Una vez que los CFs entran en contacto con las células del estomago, estas pueden interaccionar
con ellos a través de los receptores del sabor amargo (Figura 17C). Los receptores hTAS2R14 y
hTAS2R39 son sensibles a los CFs, especificamente a algunos de los identificados en el extracto
de PDA, y su activacion lleva a la sintesis y acetilacion de la ghrelina (Serrano y col., 2016b). Una
mayor concentracion de esta hormona por efecto del sabor amargo conlleva a incrementar la
motivacion para comer, como en este caso que los animales de experimentacion consumen mas
alimento en menos tiempo, con el proposito de que el sabor amargo desaparezca.

En el intestino, los CFs pueden interaccionar con las células I, las secretoras de CCK (Figura 17D),
ala vez que reducen la velocidad del transito intestinal, permitiendo que los macronutrientes tengan

un contacto mas prolongado con estas células (Serrano y col., 2016¢, Fernandes y col., 2018). La
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estimulacion de las células I incrementa la concentracion sérica de esta hormona, que a su vez
promueve la conducta de acicalamiento, sin embargo, debido a otras interacciones de los CFs, esta
conducta se presenta variada a lo largo del ensayo. El incremento en la concentracion sérica de esta

hormona reduce también los tiempos destinados a la alimentacion (Figura 17D).
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Figura 17. Modelo de accion propuesto sobre los cambios en la concentracion sérica de las
hormonas entéricas por el consumo de extracto de PDA y sus efectos sobre la conducta. A) El
extracto de PDA, compuesto de flavonoides y acidos fenodlicos, ingresa al organismo. B) En
estdbmago, algunos acidos fenolicos y flavonoides aglicona se protonan y son absorbidos
pasivamente. En el intestino, flavonoides aglicona y glucosilados son absorbidos activamente por
medio de canales de sodio o transportadores de glucosa, respectivamente. C) Las células del tipo
X/A tienen receptores del sabor amargo (receptores color verde y amarillo), los CFs los activan y
generan la liberacion de ghrelina, incrementando la conducta de alimentacion. D) Las células I
interaccionan con los CFs para incrementar la secrecion de CCK, resultando en variaciones en los
tiempos de acicalamiento y reduciendo el de alimentacion.

Los posibles efectos ejercidos a nivel de neurotransmisores por parte de los CFs presentes en el
extracto de PDA, que conllevan a modificaciones en la conducta de los animales de
experimetnacion, se presenta en la Figura 18. Una vez que los CFs son absorbidos en el TGI, estos

se envian al torrente sanguineo, el cual los distribye a distintos 6rganos, entre ellos el cerebro
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(Figura 18A). Se ha demostrado que algunos CFs tienen la capacidad para atravesar la barrera
hematoencefalica (Margalef y col., 2015) y ejercer un efecto directo sobre las células nerviosas ,
tal es el caso que, de acuerdo al patron mostrado en la SCS, estos compuestos podrian estar
bloqueando los receptores de serotonina (Halford y col., 1998). Al interactuar con los receptores
de serotonina y bloquearlos, se genera una modificacion en la relacion serotoninérgica, generando

un incremento en la sintesis de esta molécula (Rothman y Baumann, 2002).
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Figura 18. Mecanismo de accion propuesto sobre los posibles efectos ocasionados por los CFs del
extracto de PDA y su regulacion sobre la SCS, ejercidos a nivel cerebral. A) Cuando los CFs llegan
al cerebro, estos interactiian con los receptores de serotonina (receptor color rojo). B) El bloqueo
de los receptores de serotonina genera un cambio en la relacién serotoninérgica, causando un
incremento en su sintesis, para una posterior liberacion al torrente sanguineo. C) Los tiempos de
las conductas en la SCS se ven modificadas por la liberacion de la serotonina, causando una
potenciacion en la conducta de actividad, incrementando la locomocién, la alimentacion se ve
afectada de diferentes maneras dependiendo del receptor bloqueado, mientras que el acicalamiento
y el descanso se ven disminuidos por la hiperactividad.

Las moléculas de serotonina son liberadas al torrente sanguineo para comenzar a ejercer sus efectos
sobre las conductas de los animales de experimentacion (Figura 18B). En el caso de la conducta

de actividad (Figura 18C), esta se ve potenciada por efecto de dicho incremento de serotonina,
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motivando incluso a que los animales presentaran hiperactividad (Nonogaki, 2012). En el caso de
la alimentacion (Figura 18C), las modificaciones fueron variables, ya que esta conducta también
se ve afectada por la regulacion hormonal (Figura 16), pudiendo tanto incrementar como disminuir
a lo largo del bioensayo, dependiendo del nimero de dosis aplicadas. El incremento de liberacion
de serotonina puede explicar el desplazamiento de las conductas de acicalamiento y descanso
(Figura 18C), ya que al crear una sensacion de hiperactividad estas conductas se ven desplazadas
del patron normal de SCS, llevando al patron interrumpido presentado en este trabajo (Halford y
col., 1998).

Aun cuando los patrones de la SCS indican una saciedad incompleta ocasionada por la
hiperactividad, ademdas que tanto la hormona CCK como ghrelina, no presentaron diferencias
significativas (p<0.05), es necesario resaltar algunos comportamientos observados a lo largo del
bioensayo. En la mayoria de los estudios donde se evaliia la SCS para indicar cuando un farmaco
ejerce un efecto anorexigénico, el compuesto de interés en forma pura es inyectado por via
peritoneal. Los resultados obtenidos en este trabajo son prometedores, ya que, al ser administrado
de forma oral, ser una mezcla de compuestos que atraviesan el TGI y aun asi inducir a
modificaciones notables sobre la SCS, sugiere que es necesario realizar mas investigaciones con el
extracto de PDA. Esta manera de administrar el extracto pretende simular lo que sucederia si el
tratamiento se administra a humanos, ya que al ser una manera no invasiva que mimetiza al
comportamiento de un alimento, resulta mas atractiva en caso de destinarlo al mercado de los
nutracéuticos. Ademas, que el extracto de PDA pueda influir sobre la ingesta de alimentos a lo
largo de los dias sugiere que es necesario evaluar la accidn sobre el organismo durante un periodo
mas prolongado. La tendencia en la modificacion de la concentracion sérica de CCK sugiere que
el extracto puede realizar cambios en la regulacion hormonal y que estos cambios pueden
presentarse a partir un tiempo mas prolongado, o bien, con una dosis mas alta. Otro aspecto positivo
a considerar en el uso de extracto de PDA es que, a lo largo del bioensayo, no se encontraron
efectos secundarios negativos aparentes sobre los animales de experimentacion. Todo esto indica
que los efectos ejercidos sobre la regulacion de la saciedad por parte del extracto de PDA, pueden
promover investigaciones futuras, en las cuales sea dirigido para implementarlo dentro de la

formulacidon de un alimento funcional o nutracéutico.
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7. CONCLUSIONES

De forma general, el tratamiento provocé un patron de SCS interrumpido, generado por la
hiperactividad, motivacion a alimentacion y falta de una saciedad completa. Esta tendencia
permanecié inclusive cuando los animales consumian el alimento control, sugiriendo un efecto
acumulativo.

El extracto de PDA provoco un efecto agudo sobre la SCS y la regulacion hormonal, generando
diversos efectos en los animales de experimentacion a lo largo del bioensayo.

De manera global, es posible concluir que los efectos ejercidos en la regulacion de la saciedad por
parte del extracto de PDA, tanto en las modificaciones de la SCS, como en la regulacién hormonal

provocada, lo cual dan pie para continuar con este tipo de investigaciones.

85



8. RECOMENDACIONES

Se sugiere extender el tiempo entre las dosis de tratamiento y las mediciones de la SCS, con
el fin de permitir el paso de los componentes presentes en el extracto de PDA a través del TGI y
observar un efecto aumentado, asi como alargar el tiempo de la curva de concentracion de CCK
sanguinea para correlacionarlo con las modificaciones de la SCS.
Se recomienda disminuir la cantidad de vehiculo para la administracion del tratamiento e
incrementar el tiempo de ayuno para apreciar cambios en la concentracion de ghrelina. Ademas,
probar distintas dosis de extracto de PDA para observar cambios significativos sobre la
concentracion sérica de hormonas entéricas. Se puede también incursionar en el efecto del extracto
sobre otros reguladores de la saciedad como son GLP-1, PIG, PYY y leptina, asi como evaluar la
liberacion de serotonina para determinar algiin efecto neurologico.
También se propone el estudio de los efectos a largo plazo de consumir el extracto PDA como son
de caracter sub-cronico y cronico, con el fin de evaluar si existe un beneficio para el consumidor

por el uso de repetidas dosis como parte de un tratamiento para el control del peso corporal.

8.1 Perspectivas Futuras

Se sugiere que nuevas investigaciones pueden hacer énfasis en la posibilidad de que el extracto de
PDA y sus componentes sean dirigidos para implementarse dentro de la formulacion de un alimento
funcional o, bien, continuar con sus estudios como un posible nutracéutico.

La creacion de estos productos podria dirigirse a la induccion de la sensacion de saciedad de
manera natural, y ayudar asi a la correcta regulacion del peso corporal, con el fin de evitar
enfermedades como el sobrepeso y obesidad.

El aprovechamiento de estos subproductos de la industria del aguacate, abre una nueva opcion de
su uso como posible ingrediente en la industria de los alimentos y en la industria farmacéutica por

sus propiedades bioldgicas ya comprobadas.
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