Centro de Investigacion en Alimentacion y
— Desarrollo, A.C.

EFECTO SUBCRONICO DE UNA DIETA SUPLEMENTADA
CON EXTRACTO FENOLICO DE PASTA DE AGUACATE CV.
‘HASS’ SOBRE LA CONCENTRACION DE HORMONAS DE
SACIEDAD EN UN MODELO MURINO

Por:

Diana Alejandra Corella Salazar

TESIS APROBADA POR LA

COORDINACION DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS DE ORIGEN VEGETAL

Como requisito parcial para obtener el grado de

MAESTRA EN CIENCIAS

Hermosillo, Sonora Noviembre 2020



APROBACION

Los miembros del comité designado para la revision de la tesis de Diana Alejandra Corella
Salazar, la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito parcial

para obtener el grado de Maestria en Ciencias.

X

S

Dr. Jestis Abraham Dominguez Avila
Director de Tesis

i P
Dr. Marcelino Montiel Herrera
Co-Director

§ G
@=E
Dr. Gustavo Adolfo Gonzalez Aguilar
Integrante del comité de tesis

),X

Dr. Humberto Franéisco Astiazardn Garcia
Integrante del comité de tesis




DECLARACION INSTITUCIONAL

La informacién generada en la tesis “Efecto Subcrénico de una Dieta Suplementada con
Extracto Fendlico de Pasta de Aguacate cv. ‘Hass’ sobre la Concentracién de Hormonas de
‘Saciedad, en un Modelo Murino” es propiedad intelectual del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten y agradecen las citas breves del material
-contenido en esta tesis sin permiso especial de la autora Diana Alejandra Corella Salazar,
‘siempre y cuando se dé crédito correspondiente. Para la reproduccion parcial o total de la tesis
~con fines académicos, se debera contar con la autorizacion escrita de quien ocupe la titularidad

.de la Direccion General del CIAD.

La publicacion en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de los datos contenidos en
esta tesis, debera dar los créditos al CIAD, previa autorizacion escrita del manuscrito en cuestion

del director(a) de tesis.

CENTRO DE INVESTIGACION EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C.
Coordinacion de Programas Acgfiémicos

- éﬂ/ ”

C lA D Dr. Pablo Wong Gonzafez

Director General




AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la oportunidad de llevar a
cabo mis estudios de maestria gracias al apoyo econdmico otorgado durante la realizacién de mis
estudios de posgrado.

Al Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C (CIAD) por brindarme la
oportunidad de cultivarme como profesional, alcanzando una meta personal y de aprendizaje para
lograr proyectar nuevos retos a futuro.

A los proyectos “Induccion de saciedad y modulacion de la digestion intestinal de lipidos ejercidos
por los compuestos fenolicos de aguacate Hass” (Instituto de Bebidas de la Industria Mexicana de
Coca-Cola, PNCTA, 2019) y “Acciones de induccion de saciedad y modulacion de digestion de
lipidos ejercidas por los compuestos fendlicos de subproductos de aguacate. Un estudio
enteroenddcrino y conductual” (CONACYT, 265216).

A la Coordinacion de Tecnologia de Alimentos de Origen Vegetal (CTAOV), por otorgarme la
oportunidad de trabajar dentro de sus instalaciones durante los Gltimos dos afios.

Al Dr. Jestis Abraham Dominguez Avila, mi director de tesis, por la oportunidad de trabajar con
juntos, asi como la confianza depositada en mi persona y en mi trabajo. Por su grandisima paciencia
y tolerancia al momento de resolver dudas y por su apertura a la amistad desarrollada manteniendo
siempre un ambiente de respeto. Finalmente, agradezco sus aportaciones tedricas y practicas, asi
como su interés en impulsarme a dar lo mejor de mi.

Al Dr. Marcelino Montiel Herrera, mi codirector de tesis, por sus aportaciones tedricas y practicas
al proyecto, sobre todo con el manejo y entendimiento de los animales de experimentacion, por el
permitirme hacer uso de sus instalaciones.

A los miembros del comité de tesis, Dr. Gustavo A. Gonzélez Aguilar, por permitirme formar parte
de su laboratorio y confiarme el uso de las herramientas disponibles dentro de ¢él, asi como
apoyarme en el proceso y desarrollo de este proyecto. Al Dr. Humberto Astiazaran Garcia por todo
el conocimiento compartido y por la orientacion brindada durante mi formacion profesional.

Al equipo de trabajo y personal del Laboratorio de Antioxidantes y Alimentos Funcionales, en
particular a la Q.B Monica Villegas Ochoa, por su gran disposicion a apoyar a pesar de la constante

carga laboral. Al equipo de trabajo y personal del Laboratorio de Ciencia y Tecnologia de Cereales,



en particular a la Q.B Maria del Carmen Granados, por permitirme hacer uso de sus equipos e
instalaciones.
Finalmente, a mis compaferas de laboratorio Dafne y Shain, por el apoyo, trabajar en equipo y por

hacer de este tiempo mas ameno y llevadero.



DEDICATORIA

Principalmente a mi familia, a mis padres por brindarme educacion de alta calidad durante
todas las etapas de la vida y por proveer las herramientas para lograr mis objetivos. A mi hermano
menor Luis Angel por ser siempre un apoyo, por motivarme a ser un buen ejemplo a seguir y buscar
ser una persona que busca actuar con ética personal y profesional. A mi pareja, Israel, por ser mi
mas grande soporte durante todo este proceso, por motivarme cuando parecia imposible, por
apoyarme con las vueltas, por aprender a limpiar charolas y hacer tareas que no te correspondian
solo por quitarme un peso de encima, por siempre estar pendiente para poder ayudarme en lo que
surgiera y sobre todo por invitarme un café para las mafianas frias de diciembre y enero en el

bioterio, siempre estaré agradecida.

A mis mejores amigos, los que siempre estan, aunque el tiempo pase y la gente cambie: Angela,
Karem, Paulina, Tere, Sylvia, Fernanda, Estela, Guillermo, Diego. Por las platicas, por las risas,
las posadas en pijamas, las palabras de motivacion (muy a nuestra manera), el apoyo y todo el amor
que me brindan constantemente de forma tan desinteresada. A mis amigas por todos los planes, los
viajes puestos en pausa, las platicas extensas y los mensajes de voz alin mas largos. A mi amigo
Juan por compartir la experiencia del posgrado bajo otra perspectiva muy distinta, por los planes
de vida a las 4 de la mafiana en cuarentena y por todos los consejos brindados en los momentos
mas dificiles, por reafirmarme y recordarme mantenerme firme a mis criterios y a confiar en el
proceso. Finalmente, a todas las personas que cruzaron mi vida durante los Gltimos dos afios y
dejaron parte de su esencia en mi formacion, genuinamente aprecio sus aportaciones y sus
vivencias. Gracias a todos por su carifio, su paciencia y sobre todo su comprension cuando mas lo

necesitaba y quizas no lo merecia. Por todo esto y mas estaré eternamente agradecida.



CONTENIDO

APROBACTON. ..ottt 2
DECLARACION INSTITUCIONAL ....ccoooouiiimiiiiimiineeiseeiseeessesesessssessse s essssssssssssessssesees 3
AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt et st ettt st et e st e s st eteeneesseenseensesseensesnnens 4
DEDICATORIA ..ottt sttt ettt ettt et sb e e st e s bt et e e atesbeebeeatesaeeaesanens 6
CONTENIDO ...ttt ettt ettt et e et esteeaaesate bt e nbeeseesseenseeseesseenseensenseensennnens 7
LISTA DE CUADROS...... .ottt sttt sttt ettt sttt et esaeeaesanens 9
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt et sttt et e sttt et e s e e eneanneeneas 10
RESUMEN ...ttt st ettt sttt e at e s bt et e a e s bt e bt e st e s bt ebesatesbe e beeatesaeenee 11
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et et e e st e et e e bt eseeesee bt enteeseeseensesneenseensenseenes 13
L. INTRODUCCTION ....coooovtmiiiiiniie it esss sttt 14
2. ANTECEDENTES ..ottt ettt ettt ettt e st e e et esae e e eneenseenees 17
2.1. La Obesidad: Desbalance Energético y Alteraciones de la Saciedad.........c..cccceevuvrnennnn 17
2.2. Regulacion de la Saciedad: Eje Intestino-Cerebro .........c..eeevvieeiieeniieeciieciee e 19
2.3. Tratamientos de Intervencion Actuales y Alternativas Emergentes............ccccceeeveerieennnnnn. 25
2.4. Compuestos Fenodlicos como Moduladores de Hormonas Inductoras de Saciedad .......... 27
2.5. Subproductos de Aguacate como Fuente de Compuestos Fenolicos...........cccceeveveerirennnnnne 31
B HTPOTESIS ...ttt 37
4. OBJIETIVOS ...ttt et ettt b ettt b et e satenbeebesatenbeenees 38
4.1. ObJetiVO GENETAL.....ceeiuiiieiiieeiieeeie ettt et e e ae e e saeeeeaeeessaeeesaeeessseessseeessseeenns 38
4.2. ODbjetivos ESPECITICOS ...ovviiiiiiiieiieiii ettt ettt ettt et e e e e enneas 38
5. MATERIALES Y METODOS .........oooioiiiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 39
5.1. Materia Prima y Obtencion del Extracto FEnolico ..........cccovieviiiiinieniiicnienecieneeeee, 39
5.2. Cuantificacion de los Compuestos Fenolicos Totales en el Extracto.........cccceccveeevveennnenn. 40
5.3. Medicién de la Capacidad Antioxidante del EXtracto.........occeeevvenieeiiieniiniiienieeieeee, 40
5.4, BIOCISAYO 1eeeuvvieeiiieeiiieeiteeetteeeteeesteeestteesssseeessseeansseesnsaeeanssaessseeeasseeassaeanssaessseeenseeenseens 42
5.5. Cuantificacion de HOImMONAS ..........cocueriiriiiiiinieniiieetee ettt 44
5.8. Disefio Experimental y Analisis EStadiStiCo........ccccvieriiiieiiiieciiecciee e 45
6. RESULTADOS Y DISCUSION ......cooooomiiimiiiriinisesiseessesssssesse st sses st sssessssssssssssenas 46
6.1. Compuestos Fenolicos Totales y Capacidad Antioxidante del Extracto Fenolico............ 46
6.2. Bioensayo: Biomarcadores Sanguin@os. .........cc.eerveeiieriieeiiieniieeieeniie et eiee e eieeeee e 48
6.3. Bioensayo: Consumo de AIIMENTO ........c.cceeuieeriieeiiie et e e s aee e e 55
6.4. Bioensayo: Cambio de Peso y Composicion Corporal...........ceeeeverieiiienieniienieeieeeene, 58
6.5. Bioensayo: Concentracion Plasméatica de Hormonas Inductoras de Saciedad................... 63
7. CONCLUSIONES ...ttt ettt b ettt e bttt e bt et st enbeenees 77
8. RECOMENDACIONES ..ottt ettt ettt et esae e e eneenseeneas 78



9. REFERENCIAS

CONTENIDO (continuacion)



Cuadro
1

LISTA DE CUADROS

Farmacoterapia de la obesidad: mecanismo de accion y receptores

Tratamiento con compuestos fenolicos y su efecto sobre hormonas
reguladoras de saciedad en distintos modelos .....................ooell

Distribucion del porcentaje de calorias provenientes de
macronutrientes de las dietas experimentales..................ccoceiiinnnn.

Composicion de las dietas experimentales (g/kg) ........ooovvvviiiiinnnn.

Compuestos fendlicos totales (mg EAG/g muestra seca) y capacidad
antioxidante (mg ET/ g de muestra seca) del extracto fendlico de pasta
de aguacate cv. ‘Hass .. .....ooiiiiiii i

Niveles de glucosa sanguineos al inicio (semana 0) y final (semana 8)
el DIOCNISAYO .. ..otutiieiiieeieeiie ettt ettt e

Niveles de lipidos sanguineos al inicio (semana 0) y final (semana 8)
el DIOCNSAYO. .. .. eeieiieeiiieeiieiee ettt et

Cambio de peso (g/semana) entre grupos durante la duracion del
bi0ensayo (8 SEMANAS) .....veutintiiet ettt eeanans

29

43

43

46

49

52

59



Figura

10
11

12
13

LISTA DE FIGURAS

Principales vias de regulacion de la saciedad por las diferentes hormonas
peptidicas en el eje intestino-Cerebro............ooeiiiiiiiiiiiiiiiiii e,

Clasificacion general de los compuestos fenolicos en flavonoides y no
FlaVONOIACS. ...ttt

Principales compuestos bioactivos presentes en los subproductos (céscara y

semilla) y pulpa de aguacate cv. “Hass'...........ocooiiiiiiiiiiiie

Principales compuestos fendlicos identificados en la cascara, semilla y pulpa
de aguacate Cv. Hass .. ....ooiiiii i

Modelo de interaccion de los compuestos fendlicos sobre la inhibicion de la
micelizacion del colesterol............ooi i

Consumo de alimento Semanal...........ouveuirieieieeee e

Porcentaje de tejido adiposo al inicio (semana 0) y final (semana 8) del

|03 0TS 1 ST ) T

Cambio en el porcentaje (%) de tejido adipoSO.........ovveeeiiiiiiiiiiiiiiin

Concentracion en plasma de la hormona anorexigénica GLP-1 (pg/mL).........
Concentracion en plasma de la hormona adiponectina (ug/mL)..................

Efecto de las dietas altas en grasa sobre la secrecion de adiponectina y como
los compuestos fendlicos pueden interferir en dicho proceso......................

Concentracion en plasma de la hormona leptina (pg/mL)..........................

Concentracién en plasma de la hormona anorexigénica CCK (pg/mL)...........

32

34

50
57

61
62
67
69

71
72
74

10



RESUMEN

La pasta de aguacate cv. ‘Hass’ es un subproducto agroindustrial derivado de la extraccion
del aceite del fruto, estd compuesta por céscara, semilla y pulpa desgrasada. A su vez, ésta contiene
diversos compuestos fenolicos, los cuales, al ser consumidos, pueden proveer propiedades
benéficas a la salud. Uno de los efectos mas relevantes de estos compuestos es la capacidad de
estimular e incrementar la concentracion plasmatica de hormonas inductoras de saciedad como
leptina, adiponectina, colecistoquinina (CCK) y péptido similar al glucagdén (GLP-1). Sin embargo,
muy pocos estudios han evaluado el efecto de los compuestos fendlicos provenientes de
subproductos, en modelos in vivo al ser consumidos de forma subcronica. Para poder conocer la
influencia de dichos compuestos sobre la regulacién de la saciedad, se evaluaron los efectos del
consumo subcronico (entre 29 a 90 dias de duracion) de una dieta suplementada con extracto
fenolico (EF) de pasta de aguacate cv. ‘Hass’, sobre la concentraciéon plasmatica de hormonas
inductoras de saciedad y biomarcadores asociados, en un modelo murino. Para ello, se formularon
cuatro dietas experimentales: 1) dieta estandar (DE), 2) dieta alta en grasa (DAG), 3) dieta estandar
+ extracto fendlico (DE+EF) y 4) dieta alta en grasa + extracto fenolico (DAG+EF). Las dietas
fueron administradas ad libitum a 4 grupos de 6 ratas Wistar macho, durante 8 semanas con 2
semanas de aclimatacion previas. La ingesta de alimento, el peso corporal, el porcentaje de tejido
adiposo (absorciometria dual de rayos X, DXA), la concentraciéon plasmatica de leptina,
adiponectina, CCK y GLP-1 (ELISA) y biomarcadores sanguineos (glucosa y lipidos plasmaticos)
fueron cuantificados y registrados. Los grupos suplementados con el EF presentaron una mayor
saciedad, asociada a una menor ingesta de alimento con respecto a sus controles (p<0.05), sin
presentar diferencias en la ganancia de peso ni porcentaje de tejido adiposo (p>0.05). Asimismo,
los grupos tratados con el EF presentaron un incremento en la concentracion de leptina (DE + EF:
300% y DAG + EF: 200%) y de GLP-1 (DE + EF: 115% y DAG + EF:120%), en comparacion a
los grupos controles. La adiponectina mostr6 una tendencia no significativa (p>0.05) a incrementar,
mientras que la concentracion de CCK no vario (p>0.05) por efecto del EF. Por lo anterior, se
sugiere que la suplementacion con EF de pasta de aguacate cv. ‘Hass’, ejerce un efecto de saciedad
en un modelo murino, relacionado a un aumento en la concentracion plasmatica de leptina y GLP-

1, sin presentar alteraciones en adiponectina y CCK.
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ABSTRACT

Avocado paste cv. ‘Hass’ is an agro-industrial by-product derived from the extraction of oil
from the fruit, and it is made up of peel, seed and defatted pulp. This paste contains various phenolic
compounds, which, when consumed, can provide beneficial properties for health and overall well-
being. One of the most relevant effects of these compounds is the ability to stimulate and increase
plasma concentration of satiety-inducing hormones, such as leptin, adiponectin, cholecystokinin
(CCK) and glucagon-like peptide-1 (GLP-1). However, very few studies have evaluated the sub-
chronic effect of these compounds from by-products, in in vivo models. In order to understand the
influence of these compounds on satiety regulation, the effects of sub-chronic consumption of a
diet supplemented with a phenolic extract (PE) of avocado paste cv. 'Hass' was conducted. The
study focused on evaluating changes induced by these compounds on the concentration of satiety-
inducing hormones and associated biomarkers, in a murine model. For this, four experimental diets
were formulated: 1) standard diet (SD), 2) high fat diet (HFD), 3) standard diet + phenolic extract
(SD+PE), and 4) high fat diet + phenolic extract (HFD+PE). All diets were administered ad libitum
to 4 groups of 6 male Wistar rats, during 8 weeks with 2 weeks of previous acclimatization. Food
intake, body weight, percentage of adipose tissue (dual-energy X-ray absorptiometry, DXA),
plasmatic concentration of leptin, adiponectin, CCK, and GLP-1 (ELISA) and serum biomarkers
such as glucose and lipids were quantified. Increased satiety was observed in PE-supplemented
groups, according to a lower food intake, as compared to their controls (p <0.05), with no
differences in weight gain or percentage of adipose tissue (p>0.05). Likewise, PE-treated groups
had an increased concentration of leptin (SD+PE: 300% and HFD+PE: 200%) and GLP-1 (SD+PE:
115% and HFD+PE: 120%), as compared to their controls. Adiponectin showed a non-significant
tendency (p> 0.05) to increase, while CCK concentration was not altered (p> 0.05). Therefore, it
is suggested that supplementing a diet with PE from avocado paste cv. ‘Hass’, exerts a satiety effect
in a murine model, related to an increased leptin and GLP-1 plasma concentration, without changes

in adiponectin or CCK.

Keywords: Persea americana Mill, Enteroendocrine hormones, Phenolic acids, By-products
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1. INTRODUCCION

La prevalencia de obesidad ha aumentado exponencialmente en el mundo durante las

ultimas décadas, convirtiéndola en una de las causas de mayor mortalidad y uno de los principales
problemas de salud publica en Norteamérica (Organizacion Mundial de la Salud, 2014). En 2016,
se reportaron mas de 1.9 billones de personas con obesidad en el mundo, con un crecimiento
proyectado del 300% para el afio 2050, de no corregirse la problemadtica (Hales et al., 2015;
OMENT 2016). El tratamiento tradicional de dicho padecimiento consiste en la restriccion
caldrica, aunado al aumento en la actividad fisica. No obstante, la falta de saciedad subsecuente a
habitos y padecimientos endocrinos puede afectar el seguimiento de la intervencion y dificultar el
tratamiento (Gonzalez-Muniesa et al., 2017). Debido a ello, la industria se ha dedicado a desarrollar
farmacos enfocados a la supresion del apetito y promocion de la saciedad, que a pesar de ser
catalogados como seguros, pueden ocasionar efectos secundarios adversos al consumidor (Fenske
et al., 2011). En consecuencia, las alternativas de origen natural a estos farmacos han ganado
aceptacion por los consumidores, liderando asi el interés cientifico y comercial como coadyuvantes
del tratamiento tradicional de esta enfermedad.
El proceso de regulacion de saciedad es complejo e involucra sefializaciones neuronales y
endodcrinas que son moduladas por factores alimenticios, fisiologicos y ambientales. Dicho proceso
es mediado por hormonas peptidicas que estimulan receptores cerebrales promotores o supresores
de hambre (Panickar et al., 2013). Estudios in vitro e in vivo han demostrado que es posible
estimular o reprimir dichos mecanismos, a través del aumento o disminucion de la concentracion
plasmatica de hormonas anorexigénicas en el torrente sanguineo. La concentracion plasmatica de
dichas hormonas puede ser modificada por la incorporaciéon de extractos puros de compuestos
fenolicos (CF), asi como fuentes alimentarias ricas en ellos, dentro de la dieta de los individuos (de
forma crénica y subcronica) (Song et al., 2015; Haldar et al., 2018). Los mecanismos de accion por
los cuales se llevan a cabo dichas modificaciones no han sido completamente elucidados. No
obstante, diversos autores lo atribuyen a fendmenos epigenéticos mediados por la accioén de los
compuestos fenolicos provenientes de la dieta, por lo que cada vez son mas los estudios que enfocan
su interés en la investigacion de dichas interacciones (Bag y Bag, 2018; Silva et al., 2019) .

Aunque los compuestos fenolicos son conocidos principalmente por su efecto antioxidante, se sabe
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que el consumo prolongado y sostenido de fuentes alimentarias ricas en ellos, puede ocasionar
cambios en la secrecion y concentracion plasmatica de diversos mediadores con funciones
fisiologicas especificas asociadas al adecuado funcionamiento del organismo (metabolismo
energético, ingesta de alimentos, regulaciéon hormonal, etc.). Recientemente se ha estudiado la
capacidad de algunos compuestos fendlicos de regular la concentracion de las principales hormonas
encargadas de la regulacion de la saciedad (Al Shukor et al., 2016; Boix-Castejon et al., 2018a;
Haldar et al., 2018). Compuestos como la catequina, la epicatequina, el 4cido clorogénico, el cido
galico y las procianidinas han sido utilizados en modelos in vivo e in vitro con resultados positivos
sobre la estimulacion de hormonas anorexigénicas como la CCK y GLP-1 (Casanova-Marti et al.,
2018; Planes-Muiioz et al., 2018; Serrano et al., 2017)

Lo anterior ha sido evaluado en los principales 6érganos secretores del tracto gastrointestinal, como
el intestino delgado, uno de los principales implicados en la digestion y la regulacion hormonal
asociada al metabolismo energético, la regulacion de la saciedad y a la absorcion de nutrientes
(Nunez-Séanchez et al., 2017). Con base en lo anterior, es posible sugerir que los compuestos
fenolicos pueden ejercer cambios significativos sobre drganos secretores de hormonas de saciedad,
después de ser administrados en la dieta de forma constante y subcronica (entre 29 y 90 dias de
duracion), resultando en una alternativa viable para las terapias destinadas a la promocion de la
salud fisica y bienestar.

Los frutos tropicales representan una muy buena fuente de fitoquimicos con actividad bioldgica,
particularmente de compuestos fenolicos. Sin embargo, se requieren analisis en alimentos de uso
comun e importancia econémica en México, para maximizar asi su aceptabilidad y efectividad en
el mayor nlimero posible de consumidores. Particularmente, el aguacate es un fruto de gran
relevancia nacional, su produccion anual supera los 870 mil millones de toneladas, de las cuales,
el 4% sera destinada para la produccion de aceite de aguacate. La transformacion del fruto a aceite
puede generar mas de 40 millones de toneladas de subproductos al afio. Estos subproductos
consisten en cascara, semilla y pulpa desgrasada, los cuales forman una pasta rica en compuestos
fendlicos que actualmente no son aprovechados (SAGARPA, 2017). Aunque una fraccion de estos
compuestos fenolicos son extraidos durante la produccion de aceite, la mayoria permanecen en la
pasta de aguacate , donde la proporcion de 4cidos fendlicos puede ser de hasta un 90 %, con
respecto a la pulpa en estado fresco (Song et al., 2015; Al Shukor et al., 2016). Debido a lo anterior,

el aprovechamiento del subproducto de la produccion de aceite de aguacate cv. ‘Hass’ (pasta de
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aguacate), resulta de interés para su uso como un adyuvante en distintos propdsitos de indole
biologico, como la regulacion de la saciedad, debido a la presencia de compuestos fendlicos
capaces de influir sobre este este proceso fisiologico.

Estudios mas especificos han evaluado el efecto del consumo de aguacate sobre la concentracion
de hormonas de saciedad, asi como la sensacion de saciedad subjetiva (Sabaté et al., 2015). Los
autores evidenciaron que el consumo del fruto promovié una mayor concentracion en los niveles
de hormonas anorexigénicas como el péptido similar al glucagon (GLP-1) y el péptido tirosina
tirosina (PYY), a su vez reportaron un aumento en la sensacion de saciedad subjetiva y una
disminucion del impulso a ingerir alimentos. Lo anterior sugiere que el aguacate es una fuente de
compuestos bioactivos con potencial uso para la formulacion de alimentos funcionales destinados
al manejo y control de la saciedad, por lo que resulta necesario continuar con el estudio de este
fruto, sus compuestos y el mecanismo detras de su influencia sobre las hormonas de saciedad.
Con base en lo anterior, se sugiere que tras la suplementacion con el extracto fenolico extraido de
la pasta de aguacate cv. ‘Hass’, se incrementara la concentracion plasmatica de hormonas de
saciedad con efecto anorexigénico, mediado por cambios ejercidos en los o6rganos secretores de
dichas hormonas, en respuesta al estimulo por los compuestos fenolicos. De esta forma, el objetivo
de este estudio es evaluar el efecto del consumo subcronico (entre 29 y 90 dias de duracion) de una
dieta suplementada con extracto fendlico de pasta de aguacate cv. ‘Hass’, sobre la concentracion
de hormonas peptidicas inductoras de saciedad y biomarcadores relacionados, en un modelo

murino.
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2. ANTECEDENTES

2.1. La Obesidad: Desbalance Energético y Alteraciones de la Saciedad

El aumento de la prevalencia de obesidad y sobrepeso durante los ultimos 30 afios es considerado
uno de los principales retos de salud publica a nivel mundial. Especificamente, la incidencia de
obesidad durante las ultimas décadas ha aumentado en proporciones pandémicas, trayendo consigo
una amplia variedad de problemas sociales y perjuicios econdmicos para las naciones mas
afectadas. La obesidad y el sobrepeso se definen como una acumulacion anormal o excesiva de
grasa que puede ser perjudicial para la salud. Una forma simple de medir la obesidad es el indice
de masa corporal (IMC), esto es el peso de una persona en kilogramos dividido por el cuadrado de
la talla en metros. Una persona con un IMC igual o superior a 30 es considerada obesa y con un
IMC igual o superior a 25 es considerada con sobrepeso (OMS, 2020). Esta patologia esta
fuertemente asociada con el desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas como las
cardiovasculares, reumaticas, enddcrinas, oncoldgicas, entre otras. En vista de las consecuencias
que se le atribuyen a dicho padecimiento, el interés en investigacion ha ido en aumento durante los
ultimos afios, con especial enfoque en entender su etiologia para asi disefiar estrategias utiles,
practicas y sustentables con el fin de disminuir su incidencia.

A pesar del creciente conocimiento disponible acerca de la obesidad y el desarrollo de nuevos
tratamientos para la enfermedad, el numero de personas fuera del rango normal de peso se
encuentra en aumento constante, no solo en paises desarrollados, sino también mostrando un
incremento en paises en vias de desarrollo. Segiin la OMS (2016), la cantidad de personas con
obesidad registradas a nivel mundial ascendia los 215 millones para el afio de 1975, triplicandose
en menos de 40 afios. Para el afio 2016, las cifras de sobrepeso alcanzaron los 1.9 billones de casos,
de los cuales, mas del 34% padecia de obesidad (NCD Risk Factor Collaboration 2017). Por otro
lado, segtn la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2020) las cifras de obesidad
en adultos (>20 afios) en México imitaron la corriente global, con una prevalencia combinada de
75.2% (39.1% sobrepeso y 36.1% obesidad). Actualmente, estas cifras representan dafios a la

infraestructura en salud y economia del pais, trayendo repercusiones a corto y a largo plazo, como
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el incremento de enfermedades cronico-degenerativas derivadas de dicho padecimiento.

Segtin la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econdmicos (OCDE) (2018), México es
el segundo pais con mayor nimero de casos de obesidad a nivel mundial, superado tnicamente por
Estados Unidos. Siendo cada vez mas los casos reportados en México, estimaciones proyectan que
para el afio 2030, uno de cada dos habitantes tendra obesidad si no se toman medidas preventivas
y correctivas (Rtveladze et al., 2014). El aumento a nivel global, a la par del nacional, ha llevado a
la busqueda de los mecanismos encargados de promover dicho padecimiento, para asi establecer
medidas preventivas que puedan detener el incremento y prevenir la incidencia de nuevos casos.
Un factor importante que influye sobre el desarrollo de la obesidad es el exceso en la ingesta
energética. La estimulacion por productos ricos en azucares y lipidos, los cuales se asocian a una
sobreestimulacion del paladar y al sistema de regulacion de saciedad, pueden influir en el aumento
desmedido del consumo energético (Stice et al., 2013). De igual forma, estudios han reportado que
las dietas altas en grasa, la inflamacion causada por obesidad y la disbiosis colonica pueden dafiar
al endotelio intestinal, disminuyendo la secrecion de las diversas hormonas inductoras de saciedad
(Duca y Lam, 2014). Esta condicion genera un ciclo constante, donde la presencia de obesidad
generara una mayor alteracion o falta de saciedad, teniendo como efecto un aumento en el
padecimiento mismo, volviendo extremadamente dificil la recuperacion por métodos
convencionales. A pesar de la dificultad que representa la comprension de los procesos que regulan
la saciedad, su entendimiento resulta imperativo para direccionar nuevos tratamientos enfocados a
este factor promotor de la enfermedad.

La informacion sobre los mecanismos que regulan la ingesta de alimentos y la saciedad, ha
conducido a una mayor comprension de la obesidad y ha permitido el desarrollo de suplementos y
farmacos enfocados a la manipulacion de dichos procesos. La ingesta de alimentos esta sujeta a
una regulacién compleja por parte del hipotalamo y otros centros cerebrales, incluido el tallo
cerebral y el hipocampo. El tracto gastrointestinal es el 6rgano endocrino mas grande, al secretar
una variedad de hormonas peptidicas que juegan un gran papel clave en la regulacion de la saciedad
(Panickar et al., 2013). Dichas hormonas son sintetizadas y liberadas por difusion a la vena porta
hepatica por células enddcrinas, en respuesta a la ingesta de alimento y deteccion de nutrientes en
el lumen intestinal. Las hormonas circulantes son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica,
donde interactuaran con receptores cerebrales encargados de integrar la sefializacion de todas y

generar una respuesta coordinada al resto del organismo. El entendimiento de estos procesos
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permite establecer el efecto que pueden ejercer diferentes compuestos nutricios y no nutricios para
regular la saciedad, y, por consiguiente, crear una homeostasis de energia para la regulacion del

peso y demas factores causantes de obesidad.

2.2. Regulacién de la Saciedad: Eje Intestino-Cerebro

Distintos procesos intervienen de forma sinérgica en el eje intestino-cerebro para coordinar la
sensacion de saciedad y el estimulo que promueve la ingesta de alimentos. Los ntcleos vagales y
el nervio vago inervan la mayor parte del tracto gastrointestinal, éste se encarga de la promocion
de la saciedad y finalmente de los procesos asociados a la digestion (Wilson y Enriori, 2015). Estos
nervios son estimulados por el cambio en la tension viscosa cuando el alimento pasa por el tracto
gastrointestinal, e indirectamente por estimulos quimicos que activan los receptores del gusto,
liberando péptidos de las células enteroendocrinas en la mucosa (Camilleri et al., 2015). Algunos
de estos péptidos actuan para inducir apetito (un efecto orexigénico, como la ghrelina), mientras
que otros (colecistoquinina [CCK], péptido similar al glucagon-1 [GLP-1], leptina o el
neuropéptido tirosina-tirosina [PYY]) inducen saciedad, logrando un efecto anorexigénico. El
tronco encefalico controla el sistema nervioso entérico en respuesta a los nutrientes circulantes,
modulando la funcion intestinal superior o sefializando a los circuitos hipotalamicos para reducir
la ingesta de calorias (Panickar et al, 2013). Dichos nutrientes pueden estimular a la vez la
secrecion de hormonas entéricas, que en conjunto con complejos procesos neuronales y enddcrinos,
atribuyen al eje que involucra a la saciedad y a la ingesta de alimentos.

La sefializaciéon que lleva al estado de saciedad es regulada por dichas hormonas y algunos
neurotransmisores. La secrecion de estas hormonas depende en gran parte del posicionamiento del
tracto gastrointestinal por efecto de la peristalsis, ya que estos movimientos determinan la cantidad
y tipo de células entéricas que estaran expuestas a los nutrientes, y por cuanto tiempo (Steinert et
al., 2017a). La posterior sefializacién de las hormonas entéricas puede llevarse a cabo a través de
tres distintos mecanismos: sefializacién paracrina (se lleva a cabo antes de la absorcion de los
nutrientes), sefializacion neuroendocrina (al tener un efecto sobre los aferentes neurales de las

células vecinas) y finalmente por sefializacion en axones por medio de neurépodos (Bohorquez y
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Liddle, 2011). Estas sefializaciones son integradas en el cerebro, teniendo como efecto la saciedad,
que se ve reflejada en cambios fisicos como la disminucidn en la velocidad de la peristalsis del
tracto gastrointestinal (entre otros) y conductuales como la toma de decisiones para reducir la
ingesta de alimentos.

Numerosas hormonas juegan un papel importante por su rol sobre la regulacion de la saciedad, a
través de su efecto sobre los distintos centros neuronales o fuera del sistema nervioso central
(SNC), en los 6rganos de la periferia. Los adipocitos, el tracto gastrointestinal (estobmago, intestino
delgado y colon) y el pancreas son algunos de los principales sitios de produccion y accion de estas
hormonas. Una de las primeras hormonas implicada en la regulacion de la ingesta de alimentos es
la CCK, la cual estd compuesta por un conjunto de péptidos con la secuencia Gly-Trp-Met-Asp-
Phe en el extremo amino terminal y se caracteriza por una sulfatacion en los residuos de tirosina.
Esta hormona es secretada por las células I del duodeno y yeyuno en respuesta a acidos grasos
saturados y de cadena larga, aminodcidos y algunos péptidos (Gibbons et al., 2016). Ademas,
estudios han demostrado que existe una reduccion en el consumo de alimentos de forma dosis-
dependiente de CCK en humanos y animales. Es decir, a mayores niveles de CCK, menor sera el
deseo de ingerir alimento (Rehfeld et al., 2017). Por lo anterior, autores reportan que el aumento
en la sefalizacion de CCK pudiera ser una alternativa factible a la farmacoterapia enfocada en
inducir saciedad (Steinert et al., 2017b).

Una baja concentracion sérica de CCK se asocia a un aumento en la sensacion de hambre y mayor
impulso a consumir alimentos, por lo que la modulacion de esta hormona pudiera tener efectos
sobre la homeostasis de energia y el control del peso. Los nutrientes que atraviesan el lumen
intestinal estimulan a las células I a través de distintos receptores, tales como CASR, CD36,
FFARI1, FFAR4, GNAT3, LPARS y del gusto tipo 1, 2 y 3 (GT1, GT2 y GT3, respectivamente).
Estudios han demostrado que estos receptores son de gran importancia para la regulacion de la
saciedad, por lo que modificaciones y polimorfismos en ellos podrian desencadenar en alteraciones
en este proceso, teniendo como consecuencia un aumento de peso y desarrollo de enfermedades
como la obesidad (Steinert et al., 2017b). Es por ello que la estimulacion de dichos receptores
pareciera ser una alternativa para promover y favorecer la induccion de saciedad.

Otra hormona anorexigénica de gran importancia por su participacion e influencia en diversos
procesos fisiologicos relacionados con la regulacion de la saciedad, es el GLP-1. Este es un péptido

de 30 aminoécidos, derivado del procesamiento del precursor preproglucagon, sintetizado por las
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células enddcrinas L del tracto gastrointestinal tras la ingesta de nutrientes, especialmente glucosa
(Camilleri, 2015). La concentracion plasmatica de esta hormona es baja durante el ayuno, pero
incrementa de forma abrupta tras la ingesta de nutrientes. Diversos estudios han demostrado que
uno de los roles principales de esta hormona es el inhibir la motilidad y el vaciamiento gastrico, al
igual que la secrecion de acido géstrico, disminuyendo asi la sefializacion bioldgica que promueve
la ingesta de alimento (Meneguetti et al., 2019). Las atribuciones de esta hormona son mediadas
por receptores localizados principalmente en el pancreas, y aunque su modulacién es influenciada
por accion de dicho organo, el sitio donde se lleva a cabo la mayor regulacion relacionada a
saciedad ocurre en el cerebro. Sin embargo, la regulacion de la saciedad no es el unico objetivo de
regulacion de esta hormona, por lo que su vida media, secrecion y modulacion transcripcional
dependen de distintas condiciones y procesos biologicos.

Otra de las principales hormonas relacionadas al control de la saciedad y del metabolismo
energético es la leptina. Esta es una hormona lipostatica secretada en su mayoria por el tejido
adiposo y en menor cantidad por los enterocitos (Harris, 2014). La leptina es capaz de ejercer
diferentes efectos en el organismo, adaptando funciones especificas en proporcion a la cantidad de
tejido adiposo presente en el organismo. No obstante, su rol principal es la regulacion de la
saciedad, el cual ejerce a través de la disminucion del apetito tras la estimulacion de la secrecion
de otros péptidos anorexigénicos (hormonas como CCK, GLP-1, entre otros) por el hipotalamo.
Ademas, promueve el metabolismo basal, reduce la lipogénesis y aumenta la lipolisis como via de
generacion de energia (Abella et al., 2017). A pesar de que dicha hormona juega un papel
importante en la regulacion de la saciedad, estudios han demostrado que las personas con obesidad
pueden generar una resistencia a la leptina. Es decir, los efectos de su sefalizacién no ocurren
debido a una poca o nula sefalizacion de la hormona, ocasionados por un exceso en la produccion
de ésta, teniendo como consecuencia la supresion a la sensibilidad de la misma (Myers, Cowley, y
Miinzberg, 2008). No obstante, cuando no se presentan alteraciones metabdlicas como el exceso
de tejido adiposo (o demas padecimientos que podrian alterar la sensibilidad a la hormona), una
mayor concentracion circulante de leptina se relaciona de forma directa a una mayor sensacion de
saciedad e inhibicion del apetito.

Por otro lado, la adiponectina es otra hormona peptidica secretada tinicamente por los adipocitos
del tejido adiposo blanco, aunque sus funciones no estan directamente relacionadas al control y

regulacion de la saciedad, cumple un papel importante en la regulacién del eje previamente
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mencionado al modular la glicemia y promover la oxidacién de lipidos para la generacion de
energia metabolica (Maeda et al., 2020). Adiponectina es una de las hormonas que se encuentran
en mayor proporcion en el torrente sanguineo, pudiendo ser hasta 6 veces mas abundante que la
leptina. La concentracion plasmatica de adiponectina es inversamente proporcional al porcentaje
de tejido adiposo, y, por ende, a la concentracion de leptina. Una marcada deficiencia en la
concentracion circulante de adiponectina tiene como consecuencia una pobre regulacion del
metabolismo de la glucosa, pudiendo desencadenar complicaciones mas graves como resistencia a
la insulina, o diabetes (Wang y Scherer, 2016). Algunos componentes dietéticos como los lipidos
y las dietas hipercaloricas son capaces de modificar negativamente a la sefializacion de esta
hormona, por lo que el regularla positivamente pudiera traer beneficios que se reflejarian en un
adecuado metabolismo energético y estado global de saciedad (Katsiki, Mantzoros, y Mikhailidis,
2017).

Debido a que estas hormonas se encuentran naturalmente en circulacion por factores asociados al
metabolismo energético, no es suficiente su presencia para inducir saciedad, por lo que resulta
necesario traducir la concentracion y accion de dichas hormonas a sefalizaciones neurologicas,
llevando a cabo el eje intestino-cerebro. Como se ha mencionado anteriormente, todas las sefialas
enviadas son integradas en el hipotalamo, el cual se conoce como el centro del apetito. Dentro del
hipotdlamo se encuentra el nlicleo arcuato, este recibe las sefales producidas por las mismas
hormonas a través de los nervios vagales. El nucleo arcuato puede ser dividido en dos secciones:
la primera es caracterizada por la presencia de neuronas que al ser activadas generan sensacion de
hambre, mientras que la segunda produce saciedad (Murphy, Dhillo, y Bloom, 2006).

Las neuronas encargadas de promover el hambre son aquellas que sefializan al neuropéptido Y
(NPY) y la proteina relacionada con Agouti (AgRP). Por otro lado, las encargadas de suprimir el
hambre sefializan con el polipéptido proopiomelanocortina (POMC). Por lo que la integracion de
las sefiales de saciedad se lleva a cabo en respuesta a la interaccion de dichas moléculas con su
respectivo receptor. En este sentido, cuando el NPY se une a su receptor, y la AgRP interacciona
con el receptor de melanocortina 4 (MC4R), se promueve la sensacion de hambre. En contraste, la
presencia de POMC puede competir contra AgRP por dicho receptor, para asi inhibir el hambre y
promover la saciedad (Ueno y Nakazato, 2016). Este proceso se resume en la Figura 1.

Cada hormona con efecto sobre la regulacion de hambre y saciedad tendra su rol sobre la

sefializacion y los diferentes procesos que se llevan a cabo para llegar hasta el cerebro, quien dicta
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las ordenes de regulacion en el consumo de alimentos. Esto pudiera ocurrir a través de una
integracion por el nervio vago (como ya se menciond anteriormente), como en el caso de la GLP-
1, CCKyPYY, o bien, como en el caso de la leptina, ejercer su efecto directamente sobre el cerebro
al tener la capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica, activando las neuronas de POMC e

inhibiendo a las de NPY y AgRP (Kleinert et al., 2018).

Saciedad »~Cerebro
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Figura 1. Principales vias de regulacion de la saciedad por las diferentes hormonas peptidicas en
el eje intestino-cerebro. Los tejidos y organos son fuentes de péptidos que estimulan o inhiben a
las neuronas reguladoras del apetito en el nucleo arcuato del hipotalamo. Dependiendo del balance
de dicha estimulacion e inhibicion, esas neuronas secretan NPY, melanocortina, POMC, entre otros
polipéptidos, para generar una sensacion consciente de hambre o saciedad. El color verde en las
flechas indica estimulacion, mientras que el color rojo inhibicion. CCK: colecistoquinina, GLP-1:
péptido similar al glucagon, PYY: neuropéptido tirosina-tirosina, NPY: neuropéptido Y, POMC:
proopiomelanocortina.

Por otro lado, la expresion de las diversas hormonas involucradas en la promocion de la saciedad

depende de factores especificos inherentes a las caracteristicas y condiciones de secrecion a las que
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éstas estan sometidas. La expresion de las hormonas anorexigénicas (leptina, adiponectina, CCK y
GLP-1) es especifica al tejido regulatorio, puede verse influenciada por la etapa de desarrollo del
individuo y esta regulada en multiples niveles (Rehfeld y Nielsen, 1995). Sin embargo, el control
primario de la expresion se ejerce a nivel transcripcional, a pesar que los estimulos que la controlan
son en gran parte desconocidos. En las células neuronales se ha informado que el mRNA de CCK
estd inducido por factores de crecimiento, AMP ciclico (¢cAMP), dopamina y estrogeno (Delghandi
et al., 2005). Por otro lado, la expresion del gen de CCK y GLP-1 en el intestino esta regulada
principalmente por la ingesta de alimentos, pero los glucocorticoides también pueden estimular
este proceso.

Muchas sefiales en el SNC se transducen a través de la union de ligandos a su receptor especifico,
que a su vez activa proteinas G acopladas al receptor. La proteina G activada, activa a su vez a la
enzima adenilato ciclasa, que convierte ATP en cAMP. El principal objetivo del cAMP en la
mayoria de las células es que la proteina quinasa A (PKA) dependiente de cAMP, fosforile
proteinas que participan en el control de una variedad de funciones biologicas (Monstein et
al.,1990). La via de senalizacion de cAMP estimula principalmente la transcripcion de genes a
través de la activacion de CREB, el cual es un factor de transcripcion expresado de manera ubicua
e involucrado en una variedad de procesos biologicos. CREB se fosforila en el residuo Ser-133 en
respuesta a cAMP, el cual es un proceso crucial para la transcripcion mediada por CREB.
Posteriormente, CREB fosforilado recluta la proteina de union a CREB del coactivador
transcripcional, que sirve como adaptador transcripcional, que une el CREB fosforilado a la
magquinaria transcripcional basal (Hansen, 2001a).

Diversas hormonas del sistema enteroenddcrino se expresan tanto en el tejido gastrointestinal y los
adipocitos, como en el SNC. Las células de estos dos sistemas se derivan de las mismas células
madre endodérmicas, y, por lo tanto, se cree que su desarrollo depende en parte de los mismos
factores de transcripcion (Rawdon y Andrew, 1993). Estudios de inactivacion de genes han
demostrado que los factores de transcripcion implicados en la maduracion de las células y en la
regulacion de los genes en el sistema nervioso también son necesarios para la diferenciaciéon normal
de las células y para la expresion de hormonas en el intestino. Situacidn que sugiere una posible
alteracion en la transcripcion de hormonas a nivel intestinal, que pueda influenciar la secrecion
neuronal, mediada por compuestos que, a su vez, logren una estimulacién de los receptores

iniciadores del ciclo de transcripcion anteriormente mencionado.
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2.3. Tratamientos de Intervencion Actuales y Alternativas Emergentes

Las estrategias utilizadas para el tratamiento de la obesidad y los desordenes relacionados a ella se
pueden clasificar en tres categorias principales: cambios en el estilo de vida, tratamientos
farmacologicos y, como ultima instancia, cirugia bariatrica (le Roux & Heneghan, 2018). La
restriccion caldrica aunada a un aumento en la actividad fisica son la primera linea de intervencion,
pero requieren de un tiempo prolongado para lograr resultados significativos (Haslam et al., 2016).
Personas con habitos de alimentacion establecidos y que incluso pudiesen presentar alteraciones
en los sistemas enddcrinos, suelen tener problemas para cumplir con estas modificaciones en la
dieta y actividad fisica, recuperando el peso perdido después de terminado el tratamiento (Mills,
Larkin, Deng, & Thomas, 2019). Por ello, ciertos firmacos son prescritos frecuentemente como
coadyuvantes a esta medida preventiva, con resultados superiores de pérdida de peso de hasta un
5% adicional, versus el cambio de estilo de vida por si solo (Srivastava y Apovian, 2018). No
obstante, el tratamiento farmacoldgico de la obesidad comprende un pequefio grupo de farmacos
aprobados, cuyos efectos adversos a la salud generan opiniones conflictuadas y pueden variar entre
individuos.

Historicamente, se han utilizado una gran variedad de farmacos para tratar la obesidad (Cuadro
1), sin embargo, gran porcentaje de ellos han sido retirados de los mercados por los efectos adversos
a la salud presentados en una gran cantidad de individuos. Entre los efectos mayormente reportados
se destacan la recuperacion inmediata del peso (rebote), apnea del sueio, ansiedad, depresion,
afectaciones cardiovasculares e incluso el desarrollo de adicciones (Fenske et al., 2011). Existen
dos categorias de farmacos actualmente aprobados, agentes periféricos para la inhibicion de
nutrientes en el tracto gastrointestinal y agentes centrales que modifican los centros de saciedad en
el cerebro (Saunders et al., 2018). Los farmacos con efecto sobre la saciedad son habitualmente del
grupo de los simpaticomiméticos, los cuales aumentan las sefales noradrenérgicas y
dopaminérgicas, disminuyendo asi las sefiales de hambre. Debido a que estos farmacos son
estructuralmente similares a las anfetaminas, comparten a su vez efectos secundarios asociados al
consumo de estos narcoticos (Fenske et al., 2011). Por consiguiente, la gran mayoria de ellos
requieren aprobacion médica antes de iniciar el tratamiento y seguimiento constante durante el

mismo.
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Cuadro 1. Farmacoterapia de la obesidad: mecanismo de accion y receptores blanco.

Farmaco Descripcion Receptor blanco Referencia
Inhibidor  selectivo de la 71 Activacion de las
i i de POMC
Sibutramina recaptacion de  serotonina, neuro.nehls. ’e (Kim, 2016)
noradrenalina 'y, en menor | Inhibicion de las
medida, de la dopamina en SNC* neuronas de NPY
Impide la absorcion de los lipidos
Orlistat provenientes de alimentos en el | Inhibicion de la lipasa (Avenell et
TGI** por la inhibicion de pancreética al., 2018)
enzimas hidroliticas
Lorcaserina Agonista selectivo del receptor 1 Activacion de las (Bohula et
de serotonina 2C (5-HTxc) neuronas de POMC/CART al., 2018)
., . . g (Rosa-
. Accion amino-simpatomimética
Fentermina y . . . Gongalves &
. supresora de apetito (andlogo No elucidado . .
topiramato atipico de anfetaminas) Majerowicz,
p 2019)
Agonista del receptor de GLP-1 .,
Liraglutida  con un 97% de similitud con el I Activacién de las (Russell-

neuronas de POMC/CART  Jones, 2009)

GLP-1 humano

Inhiben la recaptacion de
dopamina y  noradrenalina,
bloquea los receptores de f-
endorfinas, prolongando la vida
media de las neuronas de POMC.

1 Activacion de las
neuronas de POMC/CART

(Igel et al.,
2017)

Naltexona y
bupropién

SNC: Sistema nervioso central.
TGI: Tracto gastrointestinal.

Como se ha mencionado, son pocos los farmacos que ain permanecen en el mercado al no
representar dafios graves a la salud. A pesar de ser catalogados como seguros, diferentes estudios
han demostrado efectos secundarios tras un tratamiento prolongado como dependencia, tolerancia,
taquicardia, hipoglicemia, nausea, vomito, entre otros (Voigt y Fink, 2015). El promedio de pérdida
de peso reportado al utilizar esta via de tratamiento puede variar desde un 2.5% hasta un 5% del
peso total anual, que si es medido en una persona con obesidad mdrbida, no resulta suficiente para
reducir los riesgos asociados a la enfermedad (Srivastava y Apovian, 2017). A su vez, este método
debe ser acompanado de cambios en el estilo de vida, requiriendo de largos periodos de tiempo

para presenciar cambios significativos (Coen y Goodpaster, 2016). Por ende, en el ambito clinico
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resulta comun recurrir en casos de obesidad morbida a tratamientos mas invasivos como la cirugia
bariatrica, la cual representa la Ultima y madas drastica instancia en el tratamiento de dicho
padecimiento.

Nuevas alternativas coadyuvantes para el tratamiento de la obesidad han surgido debido a que las
técnicas tradicionales de pérdida de peso no siempre son eficaces, y la cirugia bariatrica resulta
invasiva e inaccesible (Wolfe et al., 2016). Los consumidores muestran un interés cada vez mayor
por los ingredientes naturales y facilmente accesibles, por lo que la industria hace énfasis en
desarrollar productos con estas cualidades (Fonseca-Santos et al., 2015; Dostal et al., 2017). Sin
embargo, estos deben ser evaluados y respaldados con evidencia cientifica para comprobar su
eficacia, seguridad al consumidor y mecanismos de accion para poder atribuirles nuevas
propiedades bioactivas. El principal enfoque de estos productos consiste en alterar los mecanismos
de respuesta cerebrales para la homeostasis de energia y la conducta de saciedad con una
subsecuente pérdida de peso (Manning, Pucci, & Finer, 2014). Bajo este contexto, el desarrollo de
alternativas alimenticias con capacidad saciante y sin efectos adversos pudiera ayudar a los
individuos a controlar su ingesta y por ende su peso corporal sin depender del estigma de la fuerza

de voluntad que no siempre es eficaz como método de abordaje.

2.4 Compuestos Fenolicos como Moduladores de Hormonas Inductoras de Saciedad

Factores distintos a la nutricion pueden tener un efecto regulador en la concentracion de las
hormonas inductoras de saciedad, por lo que diversos estudios se han centrado en determinar cuéles
compuestos especificos pueden llevar a cabo este mecanismo. Los compuestos fendlicos son
algunos de los mas importantes en la dieta, al estar ampliamente presentes en alimentos de origen
vegetal. Estos son metabolitos secundarios sintetizados por las plantas, para cumplir funciones
especificas en el crecimiento, desarrollo y sobre todo supervivencia o resistencia a las adversidades,
ejercidas por estrés bidtico y abidtico (Nimse y Pal, 2015). Existen diferentes formas de clasificar
a estos compuestos; dependiendo de su estructura, se pueden clasificar como flavonoides y no
flavonoides (Figura 2). Actualmente se conocen mas de 6,000 flavonoides en la naturaleza, que se

distinguen por su esqueleto de carbono C6-C3-C6 organizado como tres anillos fendlicos (A, By
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C). Dentro de esta clasificacion se encuentran los flavonoles, flavanoles, flavonas, isoflavonas,
flavanonas y antocianidinas. Por otro lado, los compuestos no flavonoides incluyen acidos
fenolicos derivados de acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, estilbenos, cumarinas,
lignanos, xantonas, taninos, entre otros (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

La creciente importancia de estos compuestos reside en su alto potencial antioxidante, asi como en
propiedades biologicas benéficas, tras ser ingeridos de forma constante como parte de la dieta. Los
compuestos fendlicos resultan particularmente relevantes, al existir evidencia de que algunos de
ellos pueden atravesar la barrera hematoencefalica y ejercer efectos benéficos a nivel central y
periférico. Debido a esto, estudios en animales y cultivos celulares han tratado de elucidar una
relacion entre estos compuestos y las hormonas encargadas de la regulacion de saciedad y el gasto
energético (Dominguez-Avila et al., 2017). Entre los principales efectos ejercidos tras la
administracion de diferentes dosis de estos compuestos, estdn el aumento de la concentracion de
hormonas anorexigénicas, disminucion de las orexigénicas, aumento en la saciedad subjetiva y

modificaciones en los biomarcadores de saciedad, entre otros (Cuadro 2).

28



Cuadro 2. Tratamiento con compuestos fendlicos y su efecto sobre hormonas reguladoras de
saciedad en distintos modelos.

Compuesto Modelo Dosis y tiempo Efecto Referencia
Quercetina, 20 pM de cada
kaempferol, Células SCT-1 flavonoide 1 CCK (Al Shukor et
S ) . s al., 2016)
apigenina y rutina (Gnica dosis)
Células CaC 100 pL (Uni TeCk (S 1
clulas CaCo- i unica ong et al.,
GEC 2 dosis) TPYY 2015)
T GLP-1
Proantocianidinas " (Casanova-
de extracto de Modelo murino gishbltum por 8 1 GLP-1 Marti et al.,
semilla de uva 2018)
i CCK.
Efﬁii?ﬁiiif: deen Modelo murino 200 y 400 mg T i d (Panda y
) (Gnica dosis) lT1emRo ©  Shinde 2017)
espinaca secrecion de CCK
) TGLP-1 )
Extractos Mujeres |Ghrelina (Boix-
fendlicos de adultas con 500 mg/60 dias i Castejon et
jamaica y cedron  sobrepeso {Medidas al., 2018b)
antropométricas
Mujeres 752 mg (tnica TSaciedad subjetiva  (Fernandes et

GEC

adultas sanas

dosis)

1 Adiponectina

al., 2018)

GEC: galato de epicatequina

Se ha demostrado en estudios in vivo, en ratas alimentadas con dietas altas en grasa y suplementadas
con compuestos fenolicos extraidos de plantas, que dichos compuestos tienen un efecto regulador
del peso corporal y del tejido adiposo. Por ejemplo, la administracion de compuestos fenolicos
obtenidos de la cascara y el fruto de Camellia sinensis mostr6 una disminucion de hasta el 40% del
tejido adiposo, 15% del peso corporal, asi como de biomarcadores asociados a obesidad (Tian et
al., 2013; Chaudhary et al., 2014). Por otro lado, al evaluar el efecto de los compuestos fenolicos
de Citrus limon L. e llex paraguariensis en un modelo murino, se obtuvo como resultado una
disminucion del 18% en los niveles de triacilgliceroles, descenso en la ingesta de alimento, pérdida
de peso del 44%, asi como menor resistencia a la insulina de hasta un 75% (Lima et al., 2014;
Fukuchi et al., 2008). A pesar de que se han logrado resultados prometedores, los mecanismos por

los cuales se lleva a cabo esta regulacion atn son inciertos y gran parte de las fuentes alimenticias
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empleadas no son de uso comun en México. Ademas, gran parte de estos estudios son evaluados
de forma aguda, y los efectos del consumo de forma subcronica, es decir, superior a 28 y menor a

90 dias (en modelos murinos) ha sido poco reportado.

Compuestos
{ fendlicos }
Flavonoides No flavonoides
> Flavonoles l ! l
Estilbenos Xantonas Lignanos
> Flavonas
> Isoflavonas
fg::;ﬁgzs Cumarinas Taninos
> Flavanoles
N B R
kel Derivados del Derivados del
acido acido
T hidroxibenzoico hidroxicinamico
»| Antocianidinas

Figura 2. Clasificacion general de los compuestos fenolicos en flavonoides y no flavonoides. Modificado
de Shahidi y Ambigaipan (2015).

Aunque se desconoce la forma en que dicha modificacién ocurre, son cada vez mas los estudios
que demuestran la influencia de la dieta y los compuestos contenidos en ella sobre la expresion de
diversos genes y sus productos proteicos, de forma particular, se ha atribuido dicho potencial a los
compuestos fenolicos. En estudios in vivo e in vitro donde se aplicaron distintas dosis de
compuestos fenolicos derivados de diversas fuentes como vino, manzana y granada de forma
constante y subcronica (35 dias), se modifico la expresion de genes relacionados a la inflamacion
en colon (efecto supresor), el sistema cardiovascular y tumoracion (Dolara et al., 2005; Nicholson

et al., 2008; Nunez-Sanchez et al., 2017). Por consiguiente, es posible sugerir que los compuestos
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fenolicos pueden ejercer cambios significativos en la regulacion de genes y sus productos proteicos,

tras ser administrados en la dieta de forma constante y subcronica.

2.5. Subproductos de Aguacate como Fuente de Compuestos Fenolicos

La produccion y procesamiento de frutos exoticos ha incrementado recientemente, debido a su alta
demanda desde los distintos mercados internacionales. Dicho aumento es gracias a su aceptacion
sensorial por parte del consumidor, ademas del creciente reconocimiento de sus propiedades
benéficas a la salud. A pesar de que el principal consumo de estos frutos es de forma directa dentro
de la dieta, algunos de ellos poseen cualidades que los hacen dptimos para su procesamiento y la
generacion de nuevos productos, aumentando asi su valor agregado (Ayala-Zavala et al., 2011).
Cuando dicho procesamiento es llevado a cabo en masa, o en cantidades importantes (toneladas),
desencadena en la generacion de subproductos, los cuales son desechados directamente,
promoviendo la contaminacion ambiental, generacion de plagas y gases organicos perjuiciosos.
Entre los principales subproductos generados por el procesamiento de frutos estan la cascara y la
semilla, ya que el mesocarpio (pulpa) suele ser el centro focal para el consumo y procesamiento,
debido a sus caracteristicas organolépticas, contenido de macronutrientes, de vitaminas y de
diversos compuestos bioactivos (Sun-Waterhouse, Wen, Wibisono, Melton, y Wadhwa, 2009). Sin
embargo, estudios han demostrado que tanto la semilla como la cascara de algunos de estos frutos
pueden ser fuentes significativas de compuestos bioactivos (como los compuestos fendlicos), por
lo que su recuperacion y aprovechamiento como aditivos o suplementos resulta de gran interés por
sus propiedades biologicas (Ledo et al., 2017).

El aguacate cv. ‘Hass’ es un fruto de gran relevancia econdmica en México. Es uno de los
principales alimentos exportados (alrededor de 40 millones de toneladas anuales) y consumidos en
el pais (aproximadamente 7 kg per cépita), debido a su amplia variedad de usos y su valiosa
composicion nutricional. El fruto es de origen centroamericano y es considerado de tipo tropical y
subtropical. El fruto es la baya de una semilla perteneciente a un arbol, su peso puede variar entre
los 100 y 500 g y su pulpa estd principalmente constituida por lipidos, ademés de contener

micronutrientes como vitaminas, minerales, carotenoides, compuestos fenodlicos y demads
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compuestos bioactivos (Figura 3) (SAGARPA, 2017). El contenido total de pulpa puede llegar a
representar alrededor del 68 % del fruto, mientras que la céscara y la semilla conforman
aproximadamente el 10% y 20%, respectivamente (Wang et al., 2010). La proporcion de lipidos,
el principal macronutriente en la pulpa de aguacate, representa alrededor del 55 % en peso seco,
con un perfil de 4cidos grasos caracterizado por compuestos mono- y poliinsaturados, los cuales

han sido reconocidos por sus capacidades bioactivas en el organismo.
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Figura 3. Principales compuestos bioactivos presentes en los subproductos (céscara y semilla) y
pulpa de aguacate cv. ‘Hass’.

En estudios recientes, se ha reportado que las dietas enriquecidas con aguacate mejoran los perfiles
de lipidos plasmaticos, en comparacion con una dieta alta en carbohidratos en sujetos sanos y en
aquellos con diabetes tipo 2 (Lu et al., 2009). Por ello y mas, el conocimiento de los efectos
benéficos a la salud por el consumo del fruto es bien reportado y validado por diversos estudios en

el ambito cientifico. Sin embargo, la incorporacion en crudo a la dieta no es la Gnica forma en que

32



el fruto es consumido. Gran parte de la produccion y exportaciones de éste estaran destinadas a su
procesamiento para la obtencion de aceite de aguacate (entre otros productos de menor importancia
econdmica), afiadiendo valor agregado a su cultivo. La produccion de aceite tiene como
consecuencia la generacion de subproductos como céscara, semilla y pulpa desgrasada, los cuales
representan aproximadamente el 50% del peso total de las exportaciones. Los subproductos
generados no tienen un uso actualmente, por lo que el contenido de compuestos bioactivos en estas
fracciones, particularmente los compuestos fenoélicos, es desaprovechado.

Algunos de los principales compuestos fendlicos presentes en los distintos componentes del
aguacate han sido ampliamente estudiados, y se ha determinado que el tipo y cantidad de cada
compuesto dependera enteramente del tejido evaluado. Por ejemplo, en la pulpa o mesocarpio se
encuentran cantidades variables de acido galico, acido clorogénico, epicatequina, acido vanilico,
acido protocatéquico, asi como quercetina y kaempferol en menor medida (Villa-Rodriguez et al.,
2020). Lopez-Cobo y col. (2016) evaluaron, ademas, el contenido de compuestos fendlicos
presentes en la pulpa de aguacate utilizando cromatografia liquida de alta resolucion. Los autores
lograron identificar algunos acidos fendlicos como el acido sinapico, acido p-cumarico y su
rutinésido, glucoésidos de acido p-cumarico, acido ferulico, acido cafeico, octil galato e isdémeros
del acido feruloilquinico, variando de 0.7 a 8.5 mg/100 g de peso seco. Al mismo tiempo, los
autores determinaron la presencia de catequina y epicatequina, reportando hasta 0.071 mg/g de
peso seco. Entre otros compuestos encontrados destacaron las procianidinas, siendo las del tipo B
las mas presentes en el fruto en diferentes representaciones (dimeros, trimeros y tetrdmetros),
alcanzando un valor de 0.0394 mg/g de peso seco. El componente en mayor proporcion en la pulpa
fue el 4cido p-cumarico (hasta 15 mg/mg de peso seco), sugiriendo que la pulpa de aguacate es una
fuente importante de este acido fenolico. Por lo anterior, el aguacate es una fuente importante de
algunos flavonoides, procianidinas y acidos fendlicos. Algunos de los principales compuestos

fenolicos reportados en el aguacate se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Principales compuestos fenélicos identificados en la cascara, semilla y pulpa de aguacate
cv. ‘Hass’.

Cabe destacar que la presencia de compuestos fendlicos en la pulpa, es significativamente menor
que lo encontrado en la cascara y semilla del fruto, gracias a la naturaleza de dichos compuestos y
la tendencia de éstos a estar mas disponibles en esos componentes, no s6lo en el aguacate, sino en
cualquier fruto. Ayala-Zavala y cols. (2011) determinaron que el contenido de compuestos
bioactivos (particularmente compuestos fenodlicos y algunos acidos grasos) en subproductos
agroalimentarios como la céscara, semilla y bagazo de frutos, supera de forma significativa la
cantidad de dichos compuestos presentes en el mesocarpio del fruto (fraccion comestible). En el
caso del aguacate, se ha reportado que el contenido de compuestos fenolicos totales en la cascara
alcanza hasta los 25.32 mg equivalentes de catequina/g, mientras que en la semilla, el valor puede
llegar hasta los 9.5 mg equivalentes de catequina/g, ambos en peso seco (Kosinska et al., 2012). Al
analizar el perfil fendlico de la cascara utilizando HPLC acoplado a masas, se lograron identificar
11 compuestos, siendo la catequina el compuesto mayoritario (148.8 pg/g de peso seco). Sin

embargo, también se encontraron diversos acidos fenodlicos, derivados de quercetina y algunos
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oligébmeros de procianidinas.

Estudios complementarios reportan que, al analizar el perfil fendlico utilizando la misma
metodologia (HPLC), se lograron identificar alrededor de 84 compuestos distintos, siendo los mas
destacados algunos acidos fendlicos, taninos condensados y flavonoides. Ademas, se le atribuye la
mayor capacidad antioxidante a la notable presencia a derivados de 4cidos hidroxicindmicos,
catequinas y procianidinas. Finalmente, destacan también otros compuestos reportados como el
acido cafeico, acido p-cumarico, acido ferulico, entre otros (Kosinska et al., 2012; Rosero et al.,
2019; W. Wang et al., 2010). De acuerdo a lo anterior, se ha determinado que los tres componentes
del aguacate, céscara, semilla y pulpa, son buenas fuentes de compuestos con actividad biologica,
y su aprovechamiento es de suma importancia para su uso como ingredientes funcionales.

Como se ha mencionado previamente, el procesamiento del fruto genera un valor agregado, por lo
tanto, hace su cosecha maés rentable y costo-eficiente. Por lo que el aprovechamiento integral de la
porcidén comestible y de sus subproductos, resulta de vital importancia para la industria productora
de aguacate en México. Debido a que la obtencion de aceite es el método de procesamiento para el
cual el aguacate es utilizado, gran parte de los compuestos quimicos hidrofilicos o anfipaticos se
pierden en las porciones restantes o subproductos generados. Por el cardcter anfipatico de los
compuestos fenolicos, una porcion de estos es extraido en el aceite, sin embargo, un mayor
porcentaje permanecen en los subproductos resultantes (Lopez-Cobo et al., 2016).

Los compuestos fendlicos contenidos en el fruto son algunos de los principales asociados a la
regulacion de saciedad por modificacion de la concentracion de hormonas entéricas (reportado en
otras matrices alimentarias), por lo que su posible efecto sobre la regulacion de este proceso
biologico no puede ser descartado. Recientemente, en un estudio realizado en humanos donde se
administré pulpa de aguacate para evaluar su efecto sobre la saciedad subjetiva y global, se reportd
un aumento en la saciedad subjetiva y un aumento en la secrecion de hormonas anorexigénicas
como el GLP-1 (Haddad et al, 2018). De igual forma, un estudio realizado por Sabaté y cols.
(2015) reporta el efecto postprandial del consumo de aguacate sobre algunas de las principales
hormonas de saciedad, en pacientes con sobrepeso. Tras administrar una porcion de aguacate (1/2
pieza), los autores reportaron un incremento en la concentracion sérica de leptina, asi como en la
de GLP-1. Sin embargo, los autores concluyen con la recomendacion de realizar mas estudios, esto
debido a los altos niveles de error obtenidos y las inconsistencias asociadas a ello. El mecanismo

de accion por el cual estas interacciones pudiesen haber ocurrido no fue evaluado, asi como los
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factores que podrian interferir sobre la secrecion de estas hormonas.

Si bien, se ha buscado relacionar el consumo del fruto con una regulacién positiva de la saciedad,
no se hace énfasis en qué componentes de éste pudiesen estar llevando a cabo dicha regulacion.
Algunos de los compuestos fendlicos presentes en el aguacate cv. ‘Hass’, han sido previamente
asociados con la modificacion de la concentracion plasmatica de hormonas entéricas de saciedad,
estudiado en diferentes matrices. De igual forma, estudios realizados en cultivos celulares y
modelos murinos han demostrado el efecto de algunos de estos compuestos fendlicos para
estimular o inhibir factores de transcripcion y receptores asociados al metabolismo, composicion
corporal e inflamacion a nivel intestinal, teniendo como efecto una mayor expresion de genes y
productos proteicos de interés (Delghandi et al., 2005; Hansen, 2001b; Moon et al., 2007). Por lo
que el efecto tras la exposicion subcronica de estos compuestos fenolicos, pudiera mediar la
concentracion plasmatica de las hormonas de interés, a través de la estimulacion a nivel intestinal
de las células secretoras. Esta situacion culminaria con una mayor y mejor produccion de dichas
hormonas entéricas, entre otros compuestos de interés (M.-J. Zhu, 2018). A pesar de existir
diferentes métodos o factores que estimulen la secrecion de estas hormonas, la exposicion continua
a compuestos que estimulen dicha accion pudiera tener un efecto sobre la saciedad del individuo a

largo plazo.
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3. HIPOTESIS

El consumo subcronico de una dieta suplementada con extracto fenolico de pasta de
aguacate cv. ‘Hass’, ejerce un efecto de saciedad, al incrementar la concentracién plasmatica de

hormonas inductoras de saciedad, en un modelo murino.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del consumo subcrénico de una dieta suplementada con el extracto fendlico de
pasta de aguacate cv. ‘Hass’, sobre la concentracion plasmatica de hormonas inductoras de

saciedad y biomarcadores asociados, en un modelo murino.

4.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el contenido de compuestos fenodlicos totales y la capacidad antioxidante del
extracto fendlico de pasta de aguacate cv. ‘Hass’.

2. Evaluar el efecto subcronico de una dieta suplementada con extracto fendlico de pasta de
aguacate cv. ‘Hass’, sobre el consumo de alimento, cambio de peso, composicion corporal y
biomarcadores plasmaticos en un modelo murino.

3. Evaluar el efecto subcronico de una dieta suplementada con extracto fenolico de pasta de
aguacate cv. ‘Hass’, sobre la concentracion plasmatica de hormonas de saciedad (CCK, GLP-1,

leptina y adiponectina) en un modelo murino.
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5. MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos con seres vivos se realizaron de acuerdo a las politicas de ética para
el cuidado, manejo y manipulacion de animales de experimentacion del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo (CIAD), contando con la aprobacion del proyecto por parte del comité
de ética de esta institucion (CE/014 1/2019). El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de
Antioxidantes y Alimentos Funcionales de la Coordinacién de Tecnologia de Alimentos de Origen
Vegetal del CIAD unidad Hermosillo, en colaboracion con el Laboratorio de Biologia Molecular

de la Facultad de Medicina de la Universidad de Sonora.

5.1 Materia Prima y Obtencion del Extracto Fenolico

La pasta de aguacate fue donada por la empresa AVOLEO S.A de C.V, ubicada en Uruapan,
Michoacéan. La muestra fue enviada bajo refrigeracion y consistié en una mezcla homogénea de
cascara, semilla y pulpa desgrasada, los cuales son subproductos generados después del
procesamiento y obtencion en frio de aceite de aguacate. Tras su recepcion en el laboratorio, la
pasta de aguacate fue empacada en bolsas selladas con aproximadamente 200 g de la muestra, para
posteriormente ser congelada a -35 °C y liofilizada utilizando un liofilizador de charolas FreeZone
(Labconco, EUA). La muestra liofilizada fue posteriormente pulverizada en licuadora y
almacenada en bolsas de cierre hermético, con una minima exposicion a oxigeno y luz a -20 °C
hasta su posterior uso.

Para la obtencion del extracto fenodlico, se realizd una extraccion etandlica basada en la
metodologia descrita por Palafox-Carlos et al. (2012). La pasta fue homogenizada a temperatura
ambiente, en un tubo de 50 mL, con una solucién de etanol (Sigma-Aldrich, EUA) y agua (80:20
v/v) en proporcion 1:20 p/v. Posteriormente, el homogenizado fue sometido a sonicacion durante
30 min, utilizando un sonicador Bransonic 2210 (Bransonic Ultrasonic, EUA), con temperatura del
agua controlada (<20°C). La muestra sonicada fue centrifugada a 9400 x g durante 15 min a 4 °C;

se recuper6 el sobrenadante obtenido y el residuo fue sometido a dos extracciones mas, utilizando
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una proporcion 1:10 p/v de la soluciéon de extraccion, siguiendo las mismas condiciones
previamente descritas. Los sobrenadantes fueron recolectados y filtrados utilizando papel filtro
Whatman No. 1, lo recuperado fue evaporado a plenitud utilizando un bafio de agua (Biichi B-490,
Biichi, Suiza) a 35 °C, con el fin de eliminar el solvente de extraccion y asi evitar la toxicidad por
exposicion a etanol. Una vez evaporado el solvente, el extracto fue resuspendido en agua para
posteriormente ser congelado a -35 °C y liofilizado hasta obtener el extracto concentrado en seco,

el cual fue almacenado a -20°C para su posterior uso.

5.2 Cuantificacion de los Compuestos Fenolicos Totales en el Extracto

Se cuantifico el contenido de compuestos fendlicos totales de la pasta de aguacate, ya que, como
se mencion6 anteriormente, ésta es un subproducto industrial y cuya concentraciéon de compuestos
bioactivos no ha sido estudiada previamente. El procedimiento se llevd a cabo siguiendo la
metodologia propuesta por Singleton y Rossi (1965) con minimas adaptaciones. Se colocaron 30
uL de extracto en una placa de 96 pocillos, inmediato a esto se afiadieron 150 pL de reactivo de
Folin (2 N) y 120 pL de carbonato de sodio (7.5 %). La mezcla de reaccion fue incubada por 30
min a temperatura ambiente, para posteriormente ser leida en un espectrofotometro FLUOstar
Omega (BMG Labtech, EUA) a 765 nm. Los resultados fueron expresados como mg equivalentes
de 4cido galico/g de peso seco (mg EAG/g PS).

5.3 Medicion de la Capacidad Antioxidante del Extracto

La capacidad antioxidante fue determinada en el extracto fendlico de pasta de aguacate cv. ‘Hass’,
utilizando tres de los métodos mas convencionales para determinar dicha variable, DPPH, FRAP
y ORAC. La capacidad antioxidante por el método de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidracil) fue
determinada utilizando el método propuesto por Brand-Williams, Cuvelier, y Berset (1995). Se

prepard una solucion del radical a una concentracion de 25 ppm disuelto en etanol puro, se ajustd
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la absorbancia de la soluciéon a 0.700 + 0.020, a 515 nm con un espectrofotometro FLUOstar
Omega. Una vez ajustada la absorbancia, se mezclaron 20 pL de extracto con 280 pL de radical,
en una microplaca de 96 pocillos. La placa fue posteriormente incubada durante 30 min y se ley6
su absorbancia a 515 nm. Los resultados fueron transformados a porcentaje de inhibicion y
expresados como mg equivalentes de Trolox ((acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-
carboxilico) /g PS (mg ET/g PS).

La capacidad antioxidante utilizando la metodologia del poder antioxidante de reduccion de hierro
(FRAP, por sus siglas en inglés) fue determinada utilizando el método propuesto por Benzie y
Strain (1996). Se prepararon tres soluciones: a) buffer de acetato de sodio (0.03 M, pH 3.6) (NaAc),
b) soluciéon TPTZ 10 mM (0.031 g en 10 mL de HCL 40 mM) y c) solucion de cloruro férrico
(FeClz) 20 mM (0.05406 g en 10 mL de H,O). Para preparar el reactivo de FRAP, se mezclaron 5
mL de NaAc, 0.5 mL de TPTZ y 0.5 mL FeCls. Para la determinacion de la capacidad antioxidante,
se mezclaron 20 pL de extracto con 280 uL del reactivo FRAP, posteriormente, la mezcla se incub6
30 min en la oscuridad a temperatura ambiente. La absorbancia fue leida a 595 nm usando un
espectrofotometro FLUOstar Omega. La concentracion de Fe™?, fue calculada con la comparacion
de la absorbancia a 595 nm con el estdndar Trolox de la curva de concentracion. La capacidad
antioxidante fue expresada como mg ET/g PS.

La capacidad antioxidante de acuerdo a la metodologia de capacidad de absorcion de radicales de
oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés) fue determinada utilizando el método propuesto por
Robles-Sanchez et al., (2009). Para ello, se preparé una mezcla de reaccion que contenia 100 pL
de extracto, 1.65 puL de buffer de fosfatos 75 mM (pH 7.0), 150 uL de reactivo AAPH [2,2'-
azobis(2-metilpropionamidina) dihidrocloruro, 0.8 M] y 100 pL de fluoresceina (0.106 uM). Las
muestras fueron pre-incubadas durante 15 min a 37 °C, y posteriormente se agregé la solucion de
AAPH. La emision de la fluoresceina fue observada en intervalos de 5 min hasta alcanzado menos
del 5% del valor inicial. Se utilizd buffer de fosfatos como blanco, y las muestras fueron

contrastadas con una curva estdndar de Trolox para expresar los resultados como mg ET/g PS.
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5.4 Bioensayo

Se utilizaron 24 ratas Wistar macho jovenes de entre 1 y 2 meses de edad con peso inicial de 150-
200 g, las cuales fueron proporcionadas por el bioterio del Departamento de Medicina y Ciencias
de la Salud de la Universidad de Sonora. Los animales de experimentacion se mantuvieron en el
bioterio del CIAD durante 10 semanas (de noviembre de 2019 hasta febrero de 2020). Estos fueron
alojados en jaulas metélicas individuales, bajo condiciones de temperatura controlada (25 + 2 °C),
ciclos de luz-oscuridad de 12 h (09:00-21:00) y agua y alimentacion ad libitum en plato de metal
y bebedero con agua potable.

Previo al inicio del bioensayo, los animales fueron sometidos a dos semanas de aclimatacién a la
dieta, condiciones ambientales, espacio y manejo por parte del evaluador (sometimiento, pesado y
manipulacion). Al finalizar la aclimatacion, los animales se distribuyeron en cuatro grupos,
homogenizando los pesos para lograr una desviacion estdndar similar para cada grupo. Los grupos
fueron asignados a consumir una de las cuatro dietas experimentales elaboradas, dieta estandar
(DE), dieta alta en grasa (DAG) y estas mismas suplementadas con el extracto fendlico de la pasta
de aguacate (DE + EF y DAG + EF). Las dietas fueron elaboradas manualmente en el laboratorio,
utilizando material y equipo sanitizado y adaptado para consumo, en condiciones inocuas.

La composicion de la DE estd basada en la dieta de mantenimiento con macronutrientes
balanceados Laboratory Rodent Diet 5001 (Circulo ADN, México), mientras que la DAG se
elabord con base a lo reportado por Dominguez-Avila et al., 2015. El aporte caldrico de cada
macronutriente se presenta en el Cuadro 3, en donde se muestra que la DE y la DAG, ademas de
las suplementadas con el extracto fenolico, diferian en su porcentaje de carbohidratos y lipidos,
pero mantuvieron la misma densidad energética (isocaldricas). Asimismo, el porcentaje de proteina
y micronutrientes fue similar en todas las dietas y adecuado para el crecimiento de roedores de esta

edad. La composicion detallada de las dietas se presenta en el Cuadro 4.
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Cuadro 3. Distribucion del porcentaje de calorias provenientes de macronutrientes de las dietas
experimentales.

Dieta Carbohidratos Lipidos Proteina  Extracto fendlico Dens1'd ?d
energética
DE 57 % 15 % 28 % -

DAG 22 % 50 % 28 % - 2.92 keal/g

DE + EF 57 % 15 % 28 % 1 g/kg de dieta de dieta

DAG + EF 22 % 50 % 28 % 1 g/kg de dieta
DE: dieta estandar, DAG: dieta alta en grasa, EF: extracto fendlico.
Cuadro 4. Composicion de las dietas experimentales (g/kg).
Ingrediente DE DAG DE+EF DAG+EF

Almidon! 399 113 399 113

Sacarosa 30 30 30 30

Celulosa 60 60 60 60
Caseina’ 257.30 258.30 257.30 258.30
Aceite vegetal 23.75 80.45 23.75 80.45
Manteca vegetal 23.75 80.45 23.75 80.45

Mix de vitaminas® 18 18 18 18

Mix de minerales* 60 60 60 60

Cloruro de colina® 2 2 2 2
Agua 126.2 297.80 126.2 297.80
Extracto fenolico® - - 1 1

DE: dieta estandar, DAG: dieta alta en grasa, EF: extracto fendlico. Todos los macronutrientes
fueron ajustados para brindar la misma cantidad de energia en ambas dietas. Bio-Serv #3200,
#11002, #F800°, #6105°, extracto etanolico extraido de acuerdo a lo descrito en la metodologia®.

El bioensayo tuvo una duracién de ocho semanas después concluidas las dos semanas de
aclimatacion. El porcentaje de tejido adiposo corporal de los animales fue cuantificado al inicio y
final del experimento, utilizando absorciometria dual de rayos X (DXA) con un densitdmetro
(Hologic mod. ASY-05119, EUA). Para ello, se introdujeron los datos de peso y talla de los
animales en el Software Lunar version 5.0 (Lunar, EUA) y se recopilaron los datos generados. Los
animales se colocaron y sujetaron firmemente al equipo (previamente anestesiados con 40 mg/kg
de peso de pentobarbital s6dico), segun el protocolo estipulado para la medicion en roedores y las
condiciones del fabricante. De igual forma, al inicio y final del bioensayo se realiz6 la medicion de

glicemia en ayuno (OneTouch UltraMini® meter, LifeScan, EUA), asi como del perfil lipidico
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(triacilgliceroles, colesterol total, HDL y LDL). Durante las ocho semanas del bioensayo, se
registrd diariamente el consumo de alimento y tres veces por semana el peso corporal utilizando
una balanza digital, con el objetivo de monitorear la ingesta dietaria y el aumento de peso.

Al término del bioensayo, los animales se anestesiaron con 120 mg/kg de peso de pentobarbital
sodico por via intraperitoneal; tras confirmar la ausencia total de reflejos se practicd la eutanasia.
Se diseccionaron el tejido adiposo epididimal, duodeno e ileon, los cuales fueron lavados con buffer
de fosfatos (pH=7.0), y se conservaron para analisis posteriores. De igual forma, se obtuvo una
muestra de sangre, para cuantificar la concentracion de hormonas de saciedad y perfil lipidico.

El perfil lipidico se cuantificé utilizando kits comerciales para la determinacion de colesterol total
#1010-430, colesterol HDL #0590 y triacilgliceroles #2100 (Stanbio, EUA); la concentracion de

colesterol LDL se determind de acuerdo a la Ecuacion 1:

Triacilgliceroles

LDL = colesterol total — HDL — (————) (1)
5

5.5. Cuantificacion de Hormonas

Las muestras sanguineas fueron almacenadas en tubos con anticoagulante (Vacutainer®, BD,
Inglaterra), posteriormente, fueron centrifugadas a 3500 x g/15 min para la total obtencion del
plasma. El plasma fue alicuotado en tubos Eppendorf estériles y almacenados a -80 °C hasta su
posterior uso. La cuantificacion de hormonas se realizo utilizando kits comerciales ELISA,
siguiendo las metodologias descritas por el proveedor para cada kit en cuestion. Para la hormona
CCK se utilizo el kit ELISA LS-F13108, para GLP-1 el kit LS-C183012, para adiponectina el kit
LS-C19515 y para leptina el kit LS-B4651, todos del mismo proveedor (LifeSpan BioSciences
Inc., EUA). Al finalizar cada ensayo, se obtuvieron las absorbancias de la reaccion utilizando un
espectrofotometro (FLUOstar Omega). Las absorbancias obtenidas fueron analizadas mediante una
regresion logaritmica de cuatro parametros (4-PL), expresando la concentracion como pg/mL

(CCK, GLP-1 y leptina) o ng/mL (adiponectina).
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5.6. Diseno Experimental y Analisis Estadistico

Los resultados correspondientes a la caracterizacion del extracto se analizaron utilizando
estadistica descriptiva: media + error estandar. Se realizaron pruebas de normalidad para asegurar
el comportamiento de los datos. Las variables de respuesta fueron el contenido de compuestos
fenolicos totales, actividad antioxidante por ORAC, FRAP y DPPH. Para el bioensayo se utilizo
un disefio estadistico completamente al azar, homogenizando los pesos para cada grupo de
experimentacion. Primeramente, se comprobd la normalidad de los datos, tras confirmarla, se
realizo estadistica descriptiva para los datos obtenidos, utilizando medias + error estandar.

El diseno del experimento se dividié en dos etapas: La primera etapa consistié en el analisis de los
datos utilizando un analisis de varianza (ANOVA) con bloques completos con un nivel de
confianza del 95% y una significancia de p<0.05, utilizando como factor los grupos experimentales
(DE, DAG, DE + EF y DAG + EF), como variable respuesta el consumo diario de alimento,
ganancia de peso y cambio del porcentaje de tejido adiposo, finalmente se bloqueod el tiempo
transcurrido en semanas durante el bioensayo.

La segunda etapa consistio en un andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via o unifactorial, con
un nivel de confianza del 95% y una significancia de p<0.05, teniendo nuevamente como factor de
variacion a los grupos experimentales y como variable de respuesta la concentracion de hormonas
plasmaticas: adiponectina, leptina, colecistoquinina y GLP-1. Para ambos casos, de haber obtener
diferencias significativas se realizaron comparaciones de medias utilizando el método de Tukey-
Kramer con un nivel de confianza del 95% (p<0.05). Los analisis estadisticos fueron realizados en
el software NCSS 2020 (Statistical Analysis and Graphics, EUA) y las graficas fueron disefiadas
en SigmaPlot 14.0 (Systat Software Inc., EUA).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Compuestos Fenolicos Totales y Capacidad Antioxidante del Extracto Fendlico

El contenido de compuestos fenolicos totales y la capacidad antioxidante (determinada por tres
ensayos distintos) del extracto fendlico de pasta de aguacate se resumen en el Cuadro 5. El
contenido de compuestos fendlicos totales fue superior a lo reportado en la literatura para el
mesocarpio (pulpa) del aguacate de la misma variedad (0.92 mg EAG/g PS), sin embargo, fue
significativamente menor a los valores en la cascara y en la semilla, 78.41 y 35.11 mg EAG/g PS,
respectivamente (Rodriguez-Carpena et al., 2011; Villa-Rodriguez et al., 2020). Estas diferencias
en la concentracion de compuestos fendlicos totales en la pasta de aguacate, en comparacion a la
disponible en la cascara y la semilla por separado, son esperados, ya que la pasta de aguacate esta
compuesta por las tres fracciones del fruto, previamente desgrasadas. Algunos compuestos
fenolicos pueden perderse durante la extraccion de los lipidos debido a su naturaleza anfipatica, al
igual que por el efecto del procesamiento, manejo y molienda del fruto. A pesar que la
incorporacion de la cascara y la semilla logran incrementar el contenido de compuestos fendlicos,
al estar estos degradados, no logra igualar al de dichas fracciones en su estado fresco o recién

procesado.

Cuadro 5. Compuestos fenolicos totales y capacidad antioxidante, cuantificada por tres métodos,
del extracto fenolico de pasta de aguacate cv. ‘Hass’.

Muestra Compuestos DPPH FRAP ORAC
fenolicos totales

Extracto 1.95+0.13 2.52+0.06 3.77 +0.03 8.86 + 0.19

fenolico

Valores expresados como media + desviacion estandar de al menos tres repeticiones. Compuestos fendlicos
totales expresados como mg EAG/g PS, capacidad antioxidante por DPPH, FRAP y ORAC expresada como
mg ET/g PS. EAG: Equivalentes de acido galico; ET: Equivalentes de Trolox.
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La capacidad antioxidante del extracto de pasta de aguacate presenta un comportamiento similar,
al ser comparada con los datos reportados para los diferentes tejidos del fruto por separado.
Respecto a los resultados obtenidos para la prueba de DPPH, se encuentra que éste fue similar,
pero ligeramente inferior al valor reportado por Wang y cols., (2010) para la pulpa, siendo éste de
2.90 mg ET/g PS. No obstante, al comparar los valores de la semilla y la cascara (107 y 158 mg
ET/g PS, respectivamente), éstos exceden de forma significativa lo reportado para la pasta de
aguacate del presente estudio. Lo anterior puede ser explicado al comparar el fenémeno observado
con los compuestos fenolicos totales, ademas que, al trabajar con un subproducto, se espera que
algunos de estos compuestos bioactivos y fenolicos presentes en la pasta pudieran estar degradados,
disminuyendo asi la capacidad antioxidante de la pasta (Ayala-Zavala et al., 2011). Por otro lado,
al trabajar con un producto, solamente se puede asumir la proporcion de pulpa desgrasada, semilla
y cascara que conforman la pasta de aguacate, ya que, al ser una mezcla homogénea, no es posible
saber con exactitud cudl es la proporcion correcta.

De igual forma, las pruebas realizadas para FRAP y ORAC presentaron un comportamiento similar
al de DPPH, en el cual, los valores encontrados en el presente estudio fueron significativamente
inferiores a los reportados por distintos autores trabajando con las partes del fruto por separado.
Por ejemplo, Segovia y cols., (2018) reportan 79.24 mg ET/g PS en la semilla para FRAP, mientras
que para ORAC se reportan valores hasta de 77.58, 117.63 y 70.25 mg ET/g PS para semilla y
pulpa, respectivamente (Kosinska et al., 2012; Villa-Rodriguez et al., 2011). Estos valores son
hasta 10 veces mas elevados de los encontrados en la pasta de aguacate.

Lo anterior podria justificarse al considerar las practicas de manejo de la pasta de aguacate, ya que,
por tratarse de un desecho sin relevancia econdomica para la industria, estas no son las éptimas. En
un estudio realizado por Garcia-Lomillo et al., (2017), donde buscaban afiadir bagazo de uvas de
vino tinto para incrementar la capacidad antioxidante de carne de res, determinaron que la
bioactividad del bagazo dependia de forma significativa del manejo y manipulacion del
subproducto, siendo ésta mayor cuando se tomaban medidas precautorias como un adecuado
manejo y almacenamiento con temperatura, humedad y exposicion a la luz solar controladas.
Debido a esto, se propone que la bioactividad de la pasta de aguacate, especificamente su capacidad
antioxidante, puede verse modificada tanto por la composicion de ésta (porcentaje de pulpa, semilla

y céscara), asi como por su manejo y manipulacion.
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Saavedra y cols., (2017), tras identificar el gran potencial de los subproductos de aguacate,
proponen un método de conservacion de bajo costo para la pasta de aguacate, el cual tuvo un efecto
positivo sobre la preservacion de los compuestos fendlicos, conservando de igual forma la
bioactividad de éstos. Los autores proponen el uso del secado por conveccidon, en un rango de
temperatura de 45 °C a 75 °C con flujo de aire constante (0.8 m/s a 1.8 m/s), logrando una
conservacion de hasta el 62.82% del contenido de compuestos fendlicos totales en el subproducto,
en comparacion con el fruto en fresco. No obstante, con los resultados obtenidos en el presente
estudio, y a pesar de trabajar con un subproducto industrial al cual no se le dio ningln tipo de
procesamiento adicional al empaquetado al vacio y refrigerado, ain hay remanentes significativos
de los compuestos fenolicos de interés, que inclusive conservan parte de su funcionalidad y
bioactividad, por lo que es viable su uso para la elaboracion de alimentos funcionales y

nutracéuticos.

6.2 Bioensayo: Biomarcadores Sanguineos

Existen estudios que reportan un efecto protector de las células B del pancreas por efecto de algunos
acidos fenodlicos y flavonoides al reducir y regularizar los niveles de glucosa en ratas
hiperglucémicas. El efecto protector de dichos compuestos también se logrd visualizar en muestras
histologicas del pancreas, ademas que se logro disminuir la pérdida de peso asociada a los signos
clinicos de la diabetes (Bhadoriya et al., 2018). De igual forma, se ha demostrado que dichos
compuestos pueden a su vez promover la transcripcion de genes relacionados con la regeneracion
de las células B, disminuyendo la apoptosis y estimulando la secrecion de insulina por las células
remanentes, en modelos con diabetes inducida (Wang et al., 2014). A su vez, se ha demostrado que
estos compuestos, al incrementar la concentracion de GLP-1 por parte de las células L del intestino
delgado, se estimula la secrecion de insulina postprandial y mejora su respuesta a nivel periférico
(Dominguez Avila et al., 2017).

En el Cuadro 6 se muestran los niveles de glucosa sanguineos de los animales de experimentacioén
antes (0 semanas) y después (8 semanas) del ensayo, los niveles de glucosa tanto al inicio como al

final del bioensayo se encontraron en datos normales correspondientes a la edad y el sexo (Cazares-
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Camacho et al., 2020). Los grupos experimentales comenzaron el ensayo con valores de glucosa
estadisticamente iguales (p>0.05). Lo anterior era esperado, ya que los grupos fueron
homogenizados con este particular propodsito de evitar sesgos y variaciones entre grupos, por lo
que se esperaban dentro de un mismo rango. De igual forma, no se presentaron diferencias
estadisticas entre grupos (p>0.05) al final del experimento. Se encontrd que, a pesar de un ligero
incremento en el grupo DAG, en comparacion con el resto de los grupos, éste no fue significativo
(p>0.05). Aun y cuando no se presentaron cambios significativos en los niveles de glucosa por
efecto de la dieta o la adicion del extracto, se logra apreciar que el grupo de DAG + EF mostr6 una
tendencia similar a los valores de los grupos DE y DE + EF, sugiriendo que la adicion del extracto
fendlico promovié una mayor regulacion de la glicemia en los animales alimentados con dietas
altas en grasa. Lo anterior pudiera deberse a los mecanismos propuestos por los autores
previamente discutidos, donde los compuestos fenolicos ejercieron un efecto hipoglucémico a

través de distintos medios de accidn.

Cuadro 6. Niveles de glucosa sanguineos al inicio (semana 0) y final (semana 8) del bioensayo.

Parametro Semanas DE DE + EF DAG DAG + EF
Glucosa 0 843+34% 804+55¢% 77.5+£39% 82.8+5.02
(mg/dL) 8 82.3+9.6% 83.2+11.02 96.7 £8.7% 839+19°2

DE: Dieta estandar; DE + EF: Dieta estandar + extracto fenolico, DAG: Dieta alta en grasa; DAG
+ EF: Dieta alta en grasa + extracto fendlico. Los resultados se representan como la media + Error
estandar (E.E.) de la glicemia final e inicial con al menos 7 h de ayuno. Literales diferentes indican
diferencias significativas entre renglones (p<0.05) por grupos (n=6/grupo).

Se han reportado diferentes resultados respecto al efecto del consumo prolongado de compuestos
fenolicos, sobre el perfil lipidico. Uno de los efectos mas estudiados es la capacidad de algunos
compuestos fendlicos, particularmente las catequinas, de interactuar con las micelas de colesterol,
inhibiendo su adecuada formacion, y, por consiguiente, su absorcion, haciendo que éste sea
excretado por via fecal (Figura 5). Este fenomeno ocurre debido a que la catequina y el galato de
epigalocatequina (ambos presentes en la pasta de aguacate), disminuyen la solubilidad de la
fosfatidilcolina y el colesterol en las soluciones micelares, eliminandolos de las micelas por

interacciones entre la catequina y los acidos taurocélicos (4cidos biliares involucrados en la

49



absorcion de lipidos) (Ogawa, Hirose, Nagaoka, y Yanase, 2016). Ademas de las catequinas,
algunos autores han reportado este efecto al utilizar procianidinas (algunas también presentes en la
pasta de aguacate), particularmente las procedentes de la manzana cv. ‘Annurca’, donde la
solubilidad in vitro del colesterol disminuyo6 en un 86%. Tras suministrar este extracto de manzana
a adultos con dietas altas en colesterol, se observo de igual forma un aumento en el colesterol fecal
(35%), en comparacion con el grupo control y el placebo (Tenore et al., 2018). Lo anterior indica
que el uso de extractos de plantas ricos en catequinas y procianidinas, ademas de otros compuestos
fendlicos, pueden ser utilizados como nutracéuticos o coadyuvantes para las enfermedades

ocasionadas por el exceso de absorcion de lipidos de la dieta.

Catequina
(Compuesto fendlico)
Micela Micela
Sales biliares l

— ¥ Sales biliares

+ Catequina

+ Fosfatidilcolina

+ Colesterol

intestino delgado Fosfatidilcolina

-

Excrecion

T Entrada de lipidos al l ¢ Colesterol

Figura 5. Modelo de interaccion de los compuestos fendlicos sobre la inhibicion de la micelizacion
del colesterol. El color verde indica entrada o ingreso, mientras que el color rojo indica salida o
expulsion. Este proceso se lleva a cabo dentro del intestino delgado como parte del proceso de
digestion de los lipidos dietarios.

En el Cuadro 7 se muestran los niveles de lipidos sanguineos antes (0 semanas) y después (8
semanas) del bioensayo. Al igual que con la glucosa, se aprecia que todos los grupos iniciaron el
bioensayo con valores estadisticamente similares (p>0.05) para todos los pardmetros

(triacilgliceroles, colesterol total, HDL y LDL), sin embargo, algunos de estos valores se
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diferenciaron para el término de las 8 semanas.

En el andlisis de los triacilgliceroles de la semana 8 (fin del bioensayo), el grupo DAG tuvo la
mayor concentracion, siendo estadisticamente similar al DAG + EF, y DE (p>0.05), pero diferente
al DE + EF (p<0.05), asimismo, este ultimo fue significativamente menor al grupo con la mayor
concentracion para esta variable (p<0.05). Se proyecta ademas una tendencia de aumento en su
concentracion por efecto de las dietas altas en grasa (DAG y DAG + EF), manteniendo similitud
entre dieta. A pesar de no presentar una disminucion en la concentracion de triacilgliceroles en los
grupos DAG y DAG + EF, si se encontraron diferencias entre el grupo DE y DAG.

En relacion a los resultados publicados por otros autores, Della Pepa y cols., (2020) reportaron una
disminucion en el area bajo la curva de los triacilgliceroles postprandiales al igual que las
lipoproteinas plasmaticas, en sujetos con alta predisposicion a enfermedades cardiovasculares,
cuando consumieron dietas altas en compuestos fendlicos de origen vegetal, durante 8 semanas de
intervencion. Los autores atribuyeron estos cambios a que las dietas altas en compuestos fendlicos
promovieron la regulacion de la proporcion de lipoproteinas posprandiales al reducir el colesterol
y los triglicéridos en VLDLI1. A pesar de no haber analizado el mecanismo de accion por lo cual
esto pudiese haber ocurrido, se propone que los compuestos fenolicos podrian reducir la
disponibilidad de los lipidos a nivel intestinal tras inhibir a la lipasa pancredtica y asi reducir la
sintesis de lipoproteinas ricas en triglicéridos, también influenciada por una menor disponibilidad
de colesterol y acidos grasos cortos en el higado (Annuzzi et al., 2014; Buchholz & Melzig, 2015).
De igual forma, los compuestos fendlicos pueden disminuir la actividad de Acil-CoA colesterol
aciltransferasa, inhibir la proteina de transferencia de triglicéridos microsomales y aumentar la
oxidacion de acidos grasos, lo que podria explicar la reduccion de los lipidos en VLDLI.
Nuevamente, la falta en la diferenciacion de estos niveles pudiera deberse a la cantidad de extracto
fendlico empleada en el presente estudio, siendo este menor a lo utilizado en los estudios donde
activamente buscan modificar el perfil de lipidos sanguineos. De igual forma, y a pesar de no haber
obtenido cambios, las dietas altas en grasa no elevaron la concentracion de triacilgliceroles a

valores fuera de lo habitual para ratas del mismo sexo y edad.
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Cuadro 7. Concentracion de lipidos sanguineos al inicio (semana 0) y final (semana 8) del

bioensayo.
Parametro Semana DE DE + EF DAG DAG + EF
Triacilgliceroles 0 105.6+8.6*  104.7+3.1* 103.2+2.1% 101.8+3.22
8 137.5+5.1%® 1327+57%  1509+2.7°% 141.8+£3.2%
Colesterol total 0 802 +2.7% 79.5+22°% 793 +4.12 77.5+ 4.4
8 91.7+2.5" 96.3 +3.4° 117.8+3.12 114.8+3.72
HDL 0 26.7+1.72 245+ 1.5 27.8+1.62 252+1.2%
8 31.5+2.32 29.8+1.32 243 +1.2° 28.1+1.2%
LDL 0 32.2+422 40.8+5.22 30.6 +3.42 35.8+3.82
8 32.7+3.1° 40.0+3.7° 63.3+3.6° 58.0+3.82

DE: Dieta estandar; DE + EF: Dieta estandar + extracto fenolico, DAG: Dieta alta en grasa; DAG
+ EF: Dieta alta en grasa + extracto fendlico. Los resultados se representan como la media + error
estandar (E.E.). Unidades en mg/dL. Valores cuantificados con al menos 7 h de ayuno. Literales
diferentes indican diferencias significativas entre renglones (p<0.05) por grupos (n=6/grupo).

Respecto a los niveles de colesterol total al final del bioensayo, se determin6 que los grupos DE y
DE + EF presentaron valores significativamente inferiores que los grupos DAG y DAG + EF
(p<0.05). Esto sugiere que las dietas altas en grasa influyeron de forma directa en la acumulacion
y aumento en la concentracion de colesterol total de los grupos experimentales, indicando el efecto
de esta dieta sobre este parametro. No obstante, la adicién del extracto fenolico no modifico su
concentracion, por lo que el efecto ejercido puede ser atribuido inicamente a la variacioén de las
dietas, y no al tratamiento con el extracto fendlico. Similarmente, Dominguez-Avila y cols., (2015)
tras administrar dietas altas en grasa durante 9 semanas a ratas Wistar macho, reportaron un
incremento sobre los niveles de colesterol total, al compararse con el grupo control con dieta
estandar balanceada en macronutrientes. No obstante, los valores de colesterol fueron igualados
con el grupo control, tras incorporar un extracto con compuestos fenolicos de nuez pecana a la
misma dieta alta en grasa. Los autores atribuyeron la capacidad de dicho extracto para disminuir
los valores de colesterol total a la posible interaccion de los compuestos fendlicos y la micelizacion
del colesterol, como previamente fue abordado.

Las lipoproteinas son estructuras complejas, compuestas de multiples proteinas que transportan
todas las moléculas insolubles (lipidos) dentro de la circulacion sistémica. Por lo general, se
componen de 80 a 100 proteinas por particula, y cada una transporta hasta cientos de moléculas
lipidicas. Las lipoproteinas de alta densidad, mejor conocidas como colesterol HDL (high density

lipoprotein), son una de las 5 principales lipoproteinas en el organismo. Las HDL son
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coloquialmente conocidas como “colesterol bueno”, debido a su capacidad de transportar colesterol
de la periferia de regreso al higado. Una vez ahi, distintos mecanismos eliminan el exceso, y, por
ende, permiten regularizar su concentracion circulante. Es por ello que niveles bajos de esta
lipoproteina se asocian a complicaciones como la aterosclerosis y demés problemas vasculares
(Rohatgi et al., 2014).

Estudios han demostrado que algunos compuestos fendlicos tienen la capacidad de incrementar la
concentracion de HDL, tras ser introducidos a la dieta. Por ejemplo, Chew y cols., (2019)
proporcionaron 450 mL de una bebida de arandanos baja en calorias, rica en compuestos fendlicos
a hombres y mujeres con sobrepeso y grasa abdominal, diariamente, durante 8 semanas. Los
autores reportan que el consumo de la bebida de arandano incrementd los niveles de HDL,
reduciendo asi el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, en comparacion al grupo
control y al placebo. Aunque los autores reportan que los componentes 0 mecanismos de accion
que ejercen el efecto hipolipemiante y regulador de HDL no han sido elucidados, estudios previos
han demostrado que las antocianinas presentes en los ardndanos tienen la capacidad de aumentar
los niveles de HDL y reducir los de LDL al inhibir a la proteina de transferencia de éster de
colesterol (CETP) (Zhu et al., 2013). Dicha proteina facilita el transporte de ésteres de colesterol y
triglicéridos entre las lipoproteinas. Transporta los triglicéridos desde las VLDL o LDL vy las
intercambia por ésteres de colesterol de HDL, y viceversa. La mayoria del tiempo, sin embargo,
CETP hace un hetero-intercambio, cambiando triglicérido por un éster de colesterol, o bien un éster
de colesterol por un triacilglicerol, lo que explicaria un intercambio en la proporcion de HDL y
LDL visualizado en el estudio anterior (Qin et al., 2009).

Al analizar la concentraciéon de HDL en la semana 8, se determino6 que el grupo DAG present6 el
menor valor (p<0.05), comparado con el resto de los grupos. La disminuciéon del HDL ha sido
previamente asociada con la inactividad fisica y la distribucién de macronutrientes dentro de la
dieta. A pesar de que no existe evidencia contundente al respecto, estudios han asociado las dietas
altas en grasa a la disminucion de dicha lipoproteina, en conjunto al aumento del colesterol total,
entre otros biomarcadores (Annamalai et al., 2017). Sin embargo, al considerar que la DAG
disminuyo de forma significativa la concentraciéon de HDL, en comparacion al control, la DAG +
EF logré igualar los valores de la lipoproteina con los grupos DE y DE + EF (p>0.05). Esto indica
que la incorporacion del extracto fendlico de pasta de aguacate tuvo un efecto positivo sobre el

colesterol HDL, a pesar de la disminucion ejercida por un alto contenido de lipidos en la dieta.
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En un estudio transversal donde se incluyeron més de 6 mil hombres y mujeres con sindrome
metabolico asociado a malas practicas alimentarias (entre ellas incluidas las dietas altas en grasa),
se concluyo que los niveles de colesterol HDL mas elevados dentro de los participantes, se
asociaban directamente a un mayor consumo de compuestos fendlicos incorporados a la dieta
(Castro-Barquero et al., 2020). En un estudio controlado, aleatorizado, doble ciego y cruzado con
dos semanas de duracion, en donde los participantes fueron hombres con hipercolesterolemia, se
les administré aceite de oliva adicionado con compuestos fenolicos procedentes de distintas
secciones del fruto. Se determind que la adicion de los compuestos fenolicos tuvo un efecto sobre
el perfil de lipidos séricos, incrementando la concentracion de HDL y disminuyendo la de LDL
(Fernandez-Castillejo et al., 2016). Lo anterior resulta benéfico, ya que el incrementar el HDL
mejora la capacidad para promover la salida de colesterol de las células periféricas, actividad que
es considerada una de las principales funciones antiaterogénicas de las HDL, e inversamente
relacionada con el riesgo de enfermedades cardiovasculares.

Uno de los mecanismos de accidon que justifican el incremento en la concentracion de HDL tras el
consumo de compuestos fendlicos, puede relacionarse parcialmente al mismo mecanismo
propuesto en la Figura 5, donde la absorcion de colesterol disminuye por la interaccion de los
compuestos fenolicos con algunos acidos biliares, mejorando asi las proporciones de lipidos en
sangre, teniendo por consecuencia un aumento en los niveles de HDL. Como se ha mencionado
anteriormente, otros mecanismos sugeridos por los cuales los compuestos fendlicos podrian
modular la proporcion de colesterol HDL son la capacidad de estos compuestos para disminuir la
actividad de Acil-CoA colesterol aciltransferasa, aumentar la oxidacion de acidos grasos, asi como
la capacidad de inhibir a la CETP. No obstante, algunos autores a su vez sugieren que esta
modulacion puede ser llevada a cabo por la capacidad de algunos compuestos fenolicos de
estimular la activacion de la transcripcion de la enzima paraoxonasa 1 (PAON1). Esta enzima esta
involucrada en la proteccion de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) contra la peroxidacion
lipidica. Lo anterior implicaria una mejor conservacion y funcionamiento de las HDL presentes en
el organismo, que, en conjunto con los mecanismos previamente propuestos, podrian mejorar la
proporcion de esta lipoproteina en el torrente sanguineo.

Por otro lado, las lipoproteinas de baja densidad o LDL (low density lipoprotein), conocidas
coloquialmente como “colesterol malo”, se encargan de transportar colesterol y otras moléculas no
solubles desde el higado hacia las células periféricas. Una concentracion anormalmente alta de

estas lipoproteinas se ha asociado con el desarrollo y progresion de la aterosclerosis y el bloqueo
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de la luz de la arteria, y, por lo tanto, a enfermedades cardiovasculares. Los resultados del presente
estudio muestran que los grupos que consumieron dietas altas en grasa (DAG y DAG + EF)
presentaron los valores mas elevados para esta lipoproteina (p<0.05), mientras que los grupos con
la dieta estandar (DE y DE + E) presentaron los menores, sin existir diferencias significativas por
efecto de la adicion del extracto fendlico (p>0.05). Esto sugiere que las dietas altas en grasa
alteraron la concentracion de dicha lipoproteina, incrementandose en los grupos alimentados con
este tipo de dieta. La incorporacion del extracto fendlico de pasta de aguacate no tuvo un efecto
significativo sobre el colesterol LDL, a pesar de haber influido de forma significativa sobre el HDL.
Contrario a lo expuesto en el presente estudio, Hernaez y cols., (2015) reportaron una disminucion
significativa de hasta el 16% en los niveles de colesterol LDL, tras administrar 25 mL de aceite de
oliva, rico en compuestos fenolicos, a hombres jovenes, durante tres semanas. Los autores
atribuyeron dicho efecto a una acelerada oxidacion de las LDL tras el consumo de estos compuestos
fenolicos. De igual forma, Xie y cols., (2017) reportan un efecto similar sobre el LDL, al
administrar 500 mg de un extracto fendlico de bayas de sauco a adultos fumadores, en riesgo de
enfermedad cardiovascular, durante 12 semanas. Los autores reportan que los niveles de colesterol
total se redujeron en un 8%, lo cual correlaciono positivamente con la concentracion de compuestos
fendlicos excretados en la orina. A pesar de encontrar resultados positivos, el mecanismo de accion
de como ocurrieron estos cambios no fueron elucidados por los autores, sin embargo, los valores
administrados en ambos estudios son considerablemente superiores a los utilizados en el presente
estudio. Con base en lo anterior, es posible que se requiera incrementar la dosis de extracto fendlico
para propiciar cambios significativos sobre la concentracion de LDL en este modelo de estudio,
particularmente si se busca disminuir los niveles de dicha lipoproteina tras el aumento propiciado
por las dietas altas en grasa. Esto segun los datos reportados y las modificaciones presentadas en

los animales de experimentacion en el presente estudio.

6.2 Bioensayo: Consumo de Alimento

La Figura 6 muestra el consumo de alimento diario, representado como el promedio semanal para
los cuatros grupos experimentales alimentados con diferentes dietas. El consumo de alimento

promedio de los cuatro grupos experimentales se encontro6 en el rango de 22-30 g/dia. Estos valores
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coinciden con los reportados en la literatura para la ingesta de alimento en ratas Wistar macho
adultas, lo cual, seglin las dietas experimentales utilizadas, son equivalentes a 63.58 + 0.75 a 86.7
+ 0.54 kcal/dia (Della-Zuana et al., 2002). La ingesta energética coincide con lo reportado por
diferentes autores, en donde ratas Wistar macho de 12 a 14 semanas consumieron 78.4 kcal/dia
aproximadamente (Cazares-Camacho, et al., 2020). Al analizar los consumos semanales, los cuatro
grupos experimentales iniciaron con consumos similares durante la primera semana, y estos fueron
diferenciandose con respecto al tiempo, presentando variaciones notorias a mitad del bioensayo.
Al analizar las diferencias en la variabilidad de consumo de alimento global, es decir, lo consumido
cada semana, por cada grupo durante las ocho semanas de duracion del ensayo, se determind que
los grupos tratados con el extracto fendlico (DE + EF, DAG + EF) tuvieron una ingesta
significativamente menor (p<0.05), en comparacién con sus respectivos controles no
suplementados (DE y DAG). De igual forma, no hubo diferencias significativas (p>0.05) entre las
dietas no suplementadas. Por ejemplo, la DAG no promovid la hiperfagia en los animales de
experimentacion, lo cual es atribuido a la adaptacién ambiental intrinseca de dichos animales. De
forma similar, en ambas dietas tratadas con el extracto tampoco se diferenciaron de forma
significativa (p>0.05).

Lo anterior sugiere que el extracto fenolico de pasta de aguacate cv. ‘Hass’, tuvo un efecto
significativo (p<0.05) sobre el consumo global de alimento, disminuyendo la ingesta, al influir
positivamente en la sensacion de saciedad tanto en el grupo alimentado con DE y con DAG. Estos
resultados son similares a los presentados por Dominguez-Avila y cols., (2015), donde tras
administrar una dieta alta en grasa adicionada con el extracto fenolico de nuez pecana (Carya
illinoinensis) a ratas Wistar macho, se observd una disminucion significativa en la ingesta de
alimento, en comparacion con el control alto en grasa no suplementado. Los autores atribuyen este
efecto a la capacidad de algunos de los compuestos fendlicos y demas fitoquimicos de la nuez, de
aumentar la sensacion de saciedad, por ende, disminuyendo el consumo de alimento de los animales

de experimentacion.
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Figura 6. Consumo de alimento semanal promedio de ratas Wistar macho alimentadas con dieta estandar
(DE), dieta alta en grasa (DAG), y las mismas dietas suplementadas con 1g/kg de extracto fenolico de pasta
de aguacate (DE + EF y DAG + EF), durante 8 semanas. En el eje de las ordenadas se muestran las semanas
transcurridas y en las abscisas el consumo de alimento (promedio de g/dia). Literales diferentes indican
diferencias significativas globales (p<0.05).

En un estudio realizado por Dominguez-Avila y cols., (2019), se observé un comportamiento
similar, mostrando una disminucion en la ingesta de alimento tras suplementar dietas altas en
colesterol con pulpa de mango liofilizada y extracto de compuestos fenolicos provenientes de la
pulpa. Los autores atribuyeron este efecto de saciedad a la fibra soluble y a los compuestos
fenolicos disponibles en el fruto, esto debido a que estudios previos han demostrado ambos
componentes pueden promover la saciedad a corto plazo retrasando la motilidad gastrica e
intestinal, alterando la viscosidad del bolo alimenticio (principalmente la fibra soluble). Sin
embargo, también se atribuy¢ este efecto anorexigénico a la capacidad de los compuestos fendlicos
para incrementa la secrecion de GLP-1 (a corto plazo) y de leptina (largo plazo), de acuerdo a lo
reportado por otros autores (Stefoska-Needham et al., 2016). Los autores proponen otra posible via
de modulacion de saciedad mediada por los compuestos fendlicos, la cual consiste en la
modificacion del eje intestino-cerebro, ya que estudios previos han demostrado que dichos

compuestos tienen un impacto sobre el crecimiento selectivo de bacterias benéficas de la
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microbiota al promover la formacion de &cidos grasos de cadena corta, lo que culminaria en una
eubiosis intestinal y una mayor produccion de hormonas de saciedad como la leptina, GLP-1, PYY

y CCK (Burcelin, 2017; Pacheco-Ordaz et al., 2018b).

6.3 Bioensayo: Cambio de Peso y Composicion Corporal

En la Cuadro 8 se muestra la ganancia de peso de los grupos experimentales; esto se realizd con
el objetivo de evaluar los cambios de peso de por individuo dentro de cada grupo y su relacion con
la dieta experimental asignada. Para lograr analizar los cambios en la ganancia de peso de los
diferentes grupos experimentales fue necesario bloquear el tiempo, esto debido a que el tratamiento
no se modificd durante las 8 semanas de duracion del ensayo, por lo que no se esperaba obtener
cambios debido a este factor.

Los 4 grupos experimentales iniciaron y concluyeron el bioensayo con una ganancia de peso similar
y homogénea, sin tener cambios significativos a lo largo de las 8 semanas de duracion. A pesar de
observar diferencias entre los diferentes grupos experimentales, éstas no resultaron
estadisticamente significativas. Al comparar con los valores de consumo de alimento (Figura 6),
durante las semanas 5 y 6, el grupo DAG + EF present6 un incremento en su consumo de alimento,
sin embargo, éste se regularizd para la séptima semana. Este aumento irregular en el consumo,
como se menciono6 anteriormente, pudo ser mediado por factores ambientales o conductuales que
no fueron medidos en el estudio, sin embargo, estas alteraciones en el consumo no repercutieron
sobre el cambio o la ganancia de peso. Esta regulacion sincronizada entre el consumo y la ganancia

de peso impidi6 a su vez diferencias significativas entre el resto de los grupos.
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Cuadro 8. Cambio de peso (g/semana) entre grupos durante la duracion del bioensayo.

Semana DE DE + EF DAG DAG + EF
1 22.16 £1.04°% 26.5+1.22°% 24.33+£0.89° 29.33+0.62°
2 26.16 £1.06% 23.5+0.92% 22.16 £1.16% 25.5+093%
3 155+£1.18% 1533+1.61% 21+0.31° 19.66 £0.96?
4 17.83 £1.772 12.5+1.04% 12.16 £ 0.48% 13.33 £1.182
5 9.83+0.282 13+£1.15° 11.16 £ 0.64% 17.5+1.482
6 7+0.69?2 11+£0.68° 10.83 +£0.48% 12.16 £ 1.46%
7 9.66+0.46% 9.83+1.01% 8.16+048% 11.8 £0.87%
8 6.33+£0.54? 8.16+0.522 8.33+£1.09? 6+049°?

DE: Dieta estandar; DE + EF: Dieta estandar + extracto fenolico, DAG: Dieta alta en grasa; DAG
+ EF: Dieta alta en grasa + extracto fendlico. Los resultados se representan como la media + error
estandar (E.E.). Valores cuantificados a la misma hora del dia, 3 veces a la semana. Literales
diferentes indican diferencias significativas entre renglones (p<0.05) por grupos (n=6/grupo).

La ausencia de diferencias significativas en el aumento de peso podria ser explicado por la
naturaleza isocaldrica de las dietas experimentales. La diferencia en la ingesta energética de los
animales de experimentacion no fue la suficiente como para diferenciar la ganancia de peso durante
la duracion del bioensayo. El promedio de peso final para los cuatro grupos fue de 376.25 + 26.15
g, lo cual resulta adecuado seglin los patrones de crecimiento para ratas Wistar macho mayores a
13 semanas de edad. Lo anterior indica que las dietas experimentales fueron energéticamente
adecuadas para el optimo desarrollo de los animales de experimentacion (Kitada et al., 2018). Sin
embargo, el andlisis del aumento de peso a través de las semanas demuestra que la distribucion de
macronutrientes de la dieta no tuvo un impacto sobre la diferenciacion del peso. Finalmente, al
presentar diferencias entre grupos, se logra determinar que el extracto fendlico no influy6 sobre
dichas variables. Por lo que la incorporacion del extracto fendlico a las dietas experimentales no
repercutid de forma negativa sobre el adecuado desarrollo y crecimiento de las ratas Wistar.

Contrario a lo obtenido, autores han demostrado que la suplementacién de la dieta con compuestos
fenolicos provenientes de fuentes naturales como diversas plantas pueden tener un efecto positivo
sobre la regulacion del peso corporal. Por ejemplo, Serrano y cols., (2017) administraron diferentes
dosis intragastricas (0.5 y 1.0 g/kg) de compuestos fenolicos de semilla de uva (GSPE) a ratas
Wistar macho de edad avanzada (40 semanas), con un peso promedio de 500 g y con un aumento

paulatino de peso por la edad y falta de actividad fisica. Se determin6 que, al administrar la dosis
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baja durante 30 dias, disminuy6 el consumo de alimento, y a su vez, la ganancia de peso. Los
autores determinaron que lo anterior ocurrié debido a que el GSPE tuvo un efecto sobre el gasto
energético, ademas de la promocion de la saciedad en los animales de estudio.

De forma similar, Henning y cols., (2018) administraron extracto fendlico de té verde y t€ negro a
ratones C57BL/6J, incorporado dentro de la dieta. Los ratones fueron alimentados con dietas altas
en grasa y dietas altas en fructosa, ademas de la dieta con el tratamiento, el cual consistié en 0.5
g/100 g de alimento o aproximadamente 320 mg de extracto por kg de peso del animal. Después
de 4 semanas de tratamiento, los autores encontraron que los grupos tratados con el extracto
tuvieron una menor ganancia de peso, en comparacion a los grupos control. El efecto fue atribuido
a modificaciones sobre el gasto energético, asi como regulacion de la microbiota intestinal para
promover la eubiosis colonica, y, por consiguiente, fomentar la pérdida de peso. Li y cols., (2020)
administraron 960 mg de extracto de fenolico de té€ verde por kg de peso corporal a caninos, durante
18 semanas. Al finalizar el ensayo, los autores determinaron que el extracto de té¢ verde ejercid
efectos terapéuticos, al promover la eubiosis colonica, la regulacion de citoquinas inflamatorias
(TNF-a, IL-6, and IL-1pB) y disminuyendo el peso corporal de los caninos tratados.

Al comparar la evidencia discutida con los resultados obtenidos, lo mas evidente es que la dosis
utilizada en ambos ensayos es significativamente superior a la utilizada en el presente estudio (lo
que equivaldria a una sola dosis diaria de 50 mg/kg de peso del animal). Lo anterior sugiere que,
tanto la cantidad de extracto administrado como la via de administracion, podrian determinar los
posibles efectos propiciados en el desarrollo de los animales de experimentacion, por lo que dosis
superiores del extracto pudieran ejercer cambios positivos sobre la ganancia de peso. Sin embargo,
esto no ha sido corroborado experimentalmente.

En la Figura 7 se muestran los datos del porcentaje de tejido adiposo inicial y final para los cuatro
grupos experimentales. Se observa que los cuatro grupos iniciaron el bioensayo con porcentajes de
tejido adiposo estadisticamente iguales (p>0.05). Esto es esperado, debido a que, al homogenizar
los pesos y al tratarse de animales de experimentacion con un rango de edad y peso similares, el
tejido adiposo a su vez debe ser similar entre grupos. No obstante, al analizar los resultados del
porcentaje de tejido adiposo al final del bioensayo, tampoco se presentaron diferencias
significativas para esta variable (p>0.05). A pesar de no esperar cambios significativos en el
porcentaje de tejido adiposo, este fendmeno resulta peculiar, debido a las diferencias reportadas

para algunos lipidos séricos, principalmente los que fueron influenciados por las dietas altas en
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grasa. Lo anterior indica que las dietas altas en grasa, en la proporcion y tiempo del estudio, a pesar
de ser capaces de alterar la concentracion de lipidos séricos en los animales de experimentacion,
no promovieron modificaciones en la composicion corporal de estos mismos, por lo que los
cambios en esta variable se deben a un incremento asociado al crecimiento y desarrollo natural de

los animales de experimentacion.
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Figura 7. Porcentaje de tejido adiposo al inicio (semana 0) y final (semana 8) del bioensayo, de
ratas Wistar macho alimentadas con dieta estandar (DE), dieta alta en grasa (DAG), y las mismas
dietas suplementadas con 1g/kg de extracto fendlico de pasta de aguacate (DE + EF y DAG + EF).
En el eje de las ordenadas se muestran los grupos experimentales y en las abscisas el porcentaje de
tejido adiposo. Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre grupos.

En la Figura 8 se muestra el cambio en el porcentaje de tejido adiposo. Al igual que con el peso
corporal, se compar6 el porcentaje de tejido adiposo de un mismo individuo dentro de los grupos,
realizando una diferencia entre el porcentaje final menos el inicial. Lo anterior permite comparar

de manera mas precisa los cambios, y asegurar que las diferencias no ocurran por variabilidad
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individual, sino por efecto de la dieta y la adicion del extracto. Los resultados sugieren que no se
presentaron diferencias significativas entre grupos (p>0.05), lo cual es similar a lo ocurrido con la
ganancia de peso, y se atribuye al efecto de la dieta y la adicion del extracto. Conjuntamente, se
proyecta una ligera tendencia no significativa entre los grupos tratados con el extracto, en

comparacion con sus respectivos controles.
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Figura 8. Cambio en el porcentaje de tejido adiposo de ratas Wistar macho alimentadas con dieta
estandar (DE), dieta alta en grasa (DAG), y las mismas dietas suplementadas con 1g/kg de extracto
fendlico de pasta de aguacate (DE + EF y DAG + EF). En el eje de las ordenadas se muestran los
grupos experimentales y en las abscisas el cambio en el porcentaje de tejido adiposo. Literales
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre grupos.

Zou y cols., (2020) llevaron a cabo un estudio in vivo donde se incorpord extracto fenolico de
manzana Malus pumila cv. Fuji (EAP) a dietas altas en grasa, las cuales se proporcionaron a ratones
macho C57BL/6 (8 semanas de edad) durante 10 semanas. Al igual que en el presente estudio, los
autores no encontraron diferencias significativas en el porcentaje y aumento del tejido adiposo, sin

embargo, se determind que la suplementacion con EAP mejord la sensibilidad a la insulina inducida
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por la dieta alta en grasa. Asimismo, los EAP aumentaron el consumo de oxigeno y la termogénesis,
disminuyendo la relacion de intercambio respiratorio. Lo anterior se acompafi6 de la regulacion
positiva de la expresion de genes termogénicos y la activacion de AMPKa en la grasa marrén
(parda) y la grasa blanca inguinal. Ademas, el tratamiento aument6 directamente la expresion de
marcadores adipogénicos marrones y la fosforilacion inducida de AMPKa en adipocitos
diferenciados 3T3-L1. Por lo tanto, y a pesar de no haber presentado diferencias, es posible que los
compuestos fenodlicos presentes en la pasta de aguacate podrian haber propiciado una regulacion
similar a la mencionada anteriormente, por lo que, para lograr diferenciar estas variables, como lo
mencionado en el estudio anterior, seria necesario proyectar la duracion del estudio a uno mas
prolongado y con una mayor dosis de extracto fendlico.

En otro estudio se administré 5% de té verde en el agua para beber de ratas Sprague-Dawley
hembras alimentadas con dietas altas en grasa. Contrario a lo aqui encontrado, se present6 una
diferenciacion entre la masa libre de grasa, ademas de la reduccion del tejido adiposo y disminucion
en los niveles de leptina, en comparacion a los grupos tratados con placebo. Los autores atribuyeron
estos efectos a la capacidad antioxidante y antiinflamatoria de los compuestos fendlicos disponibles
en el t¢ verde (C. Lu et al., 2012). De forma similar, tras administrar 400 mg/kg de peso de extractos
fenodlicos de té negro a ratas Sprague-Dawley macho alimentados con dieta alta en grasa, se reporto
una disminucién significativa porcentaje de tejido adiposo y grasa visceral (Wu et al., 2016). A
pesar de no esclarecer el mecanismo de accion por el cual se podria haber llevado a cabo este
proceso, los autores atribuyen a los compuestos fenolicos del t€ negro la capacidad de evitar la
acumulacion de tejido adiposo. Nuevamente, al comparar la dosis de extracto utilizado en el estudio
previamente mencionado, se destaca que éste fue hasta 8 veces superior a la utilizada en el presente
estudio. Por lo que es posible que se requiera incrementar la dosis del extracto para promover una

diferenciacion entre porcentaje de tejido adiposo.

6.4. Bioensayo: Concentracion Plasmatica de Hormonas Inductoras de Saciedad

En las Figura 9 se presenta la concentracion plasmatica de GLP-1, en cada uno de los grupos

experimentales. El objetivo de cuantificar la concentracién de esta hormona fue el evaluar su
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concentracion basal en plasma y determinar si €sta se relacionaba con la disminucion de la ingesta
de alimento y la suplementacion con extracto fenolico de pasta de aguacate. Se ha demostrado que
una mayor concentracion circulante de esta hormona se relaciona con una mayor saciedad y menor
consumo de alimento. La concentracion de GLP-1 tanto en humanos como animales de
experimentacion puede fluctuar de acuerdo con varios factores como el tiempo de ayuno (siendo
¢éste el estado basal de la hormona), sexo, edad y otros.

Se identifico que el grupo DAG presenté una menor concentracion de la hormona, en comparacioén
con el grupo DE (p<0.05). Estudios in vivo han demostrado que dietas similares pueden ocasionar
el deterioro de la funcion celular enteroendocrina, teniendo como resultado una disminucién en la
capacidad de las células L de producir GLP-1 y demas hormonas sintetizadas por este tejido
(Richards et al., 2016). No obstante, la adicion del extracto fendlico contrarrestd dicho efecto
supresor, al aumentar de forma significativa (p<0.05) la concentracion plasmatica de GLP-1 en los
grupos tratados con éste. Dicho efecto restaurativo llevo a igualar la concentracion de la hormona
en los grupos tratados con el extracto, siendo ésta incluso mayor que la encontrada en el grupo
control con dieta estdndar (p<0.05). Esto resulta relevante, ya que, como se ha discutido
anteriormente, la concentracion circulante de esta hormona ha sido asociada directamente con el
estado de saciedad de los individuos. Asi, este aumento pudiera haber ejercido un efecto sobre la
disminucion en la ingesta de alimentos en los grupos tratados con el extracto fendlico (en conjunto
con los cambios documentados en el resto de las hormonas evaluadas).

Estudios sugieren que la concentracion circulante de GLP-1 puede fluctuar de forma dosis-
dependiente conforme a la dosis de compuestos fendlicos administrados, asi como el origen de
¢éstos. Por ejemplo, en un estudio realizado en 20 hombres adultos sanos, se proporcionaron dosis
de curry y especias ricas en compuestos fenolicos como la curcumina, acido gélico, acido
clorogénico, acido cafeico, entre otros (algunos de estos presentes en la pasta de aguacate). Los
resultados mostraron un aumento en la concentracion postprandial de GLP-1, dependiendo a la
dosis de curry consumida (6 - 9 g) (Haldar, et al., 2018). A pesar de no haber realizado mediciones
de saciedad relativa, esta evidencia sugiere que la concentracion plasmatica de GLP-1 puede variar
significativamente al consumir alimentos ricos en compuestos fenolicos, sin embargo, la cantidad
y procedencia de dichos compuestos juegan un papel relevante para que estas modificaciones
ocurran en beneficio del sujeto.

Este aumento en la concentracion de GLP-1 por efecto de los compuestos fenolicos de distintas
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matrices ha sido ampliamente reportado. Por ejemplo, Fujii y colaboradores (2015) administraron
un extracto fendlico de café (EFC) de forma oral a ratones C57BL/6J, con el objetivo de evaluar la
funcion de estos compuestos como posibles agonistas o secretagogos de GLP-1. Los autores
determinaron que el EFC aument6 los niveles de cAMP intracelular de una manera dosis-
dependiente. La administracion oral del extracto aument6 la secrecion y concentracion de GLP-1
y disminuy6 la liberacion del polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa. Aunque la
administracion de EFC no tuvo un efecto sobre la secrecion de insulina, si disminuyd la
hiperglicemia posprandial, lo que indica que una mayor concentracion de GLP-1 después de la
ingesta de EFC puede mejorar la sensibilidad a la insulina. Una mayor concentracion circulante de
GLP-1 tiene un efecto directo sobre la regulacion positiva de la saciedad, por la estimulacion que
ejerce sobre receptores cerebrales, sin embargo, una adecuada glicemia posprandial (mediada por
el aumento de GLP-1 circulante) se relaciona a su vez con una mayor y mas prolongada sensacion
de saciedad.

Debido a que el GLP-1 juega un papel muy importante sobre los mecanismos involucrados a la
regulacion de la glucosa, la industria farmacoldgica ha desarrollado farmacos antidiabéticos
agonistas del receptor de dicha hormona. El objetivo de estos farmacos es aumentar la secrecion y
duracion de la sefalizacion de GLP-1, promoviendo asi su accidon insulinotropica y
glucagonostatica dependientes de la glucosa, estimulacion de la proliferacion de células f,
secrecion mejorada de insulina y finalmente la reduccion del aumento de peso en pacientes con
diabetes tipo 2 en relacion con el control de la glucosa en sangre. Estos farmacos han estado bajo
revision constante para determinar los posibles efectos secundarios que pudieran provocar en los
individuos que los consuman de forma terapéutica. Entre los principales efectos secundarios
reportados, destacan trastornos gastrointestinales como nauseas, falta de apetito y diarrea, ademas
de cefaleas, nasofaringitis, sin olvidar las reacciones asociadas a la administracion de los farmacos
(via intramuscular). Considerando lo anterior, el extracto fenolico de pasta de aguacate cv ‘Hass’
logré ejercer un efecto similar al buscado por los farmacos agonistas de GLP-1 al aumentar su
concentracion plasmatica, sin efectos secundarios evidentes en los animales de experimentacion.
Por lo que el uso del extracto resulta viable como una alternativa prometedora para la regulacion
de mecanismos asociados a la saciedad y metabolismo de la glucosa.

A pesar de que el mecanismo putativo de cémo es que se lleva a cabo esta regulacion no ha sido

elucidado por completo, se han sugerido diferentes vias por las cual esto pudiera ocurrir. Por
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ejemplo, en un estudio donde se administraron 50 mg/kg de peso de un extracto fenolico de frijol
de soya a ratas Wistar, se encontrd que la concentracion de GLP-1 aument6 de forma proporcional
al nivel de cAMP. Al mismo tiempo, se encontr6 que tras administrar un antagonista de cAMP, los
niveles de GLP-1 se vieron igualmente perjudicados (Domae et al., 2019). Lo anterior indica que
la influencia que ejercen los compuestos fenolicos sobre GLP-1 pudiera ser de forma indirecta, y
no directamente sobre la hormona en cuestion. Por otro lado, diversos autores reportan que la
influencia que ejercen los compuestos fendlicos sobre la hormona reside en la capacidad de algunos
de dichos compuestos para inhibir a la enzima dipeptidil peptidasa 4 (DPPA), previniendo la
hidrolisis de GLP-1 (Gao et al., 2015). De acuerdo a lo mencionado anteriormente, algunos de los
farmacos agonistas de GLP-1 tienen como mecanismo de accion la inhibicion de dicha enzima,
prolongando asi la vida media de la hormona extendiendo su campo y tiempo de accidon. A pesar
de que estas variables no fueron medidas en el presente estudio, se proponen como alternativas al
posible mecanismo de accion por el cual se llevo la diferenciacion en los niveles de GLP-1 dentro
de los cuatro grupos experimentales, viéndose favorecidos los grupos tratados con el extracto
fendlico de pasta de aguacate cv ‘Hass’. Lo anterior resulta relevante ya que, de ser asi, el uso de
compuestos fenolicos extraidos de fuentes naturales pudieran ser una alternativa sustentable y sin

efectos secundarios a los agonistas de GLP-1.
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Figura 9. Concentracion plasmatica de la hormona anorexigénica GLP-1 de ratas Wistar macho

alimentadas con dieta estandar (DE), dieta alta en grasa (DAG), y las mismas dietas suplementadas

con 1g/kg de extracto fendlico de pasta de aguacate (DE + EF y DAG + EF), después de 8 semanas

de bioensayo. En el eje de las ordenadas se muestran los grupos experimentales y en las abscisas

la concentracion de la hormona representada en pg/mL. Literales diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05).
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La adiponectina es una de las hormonas que se encuentra en mayor concentracion en el torrente
sanguineo, la cual incrementa después de periodos de ayuno (promoviendo la oxidacion lipidica y
la regulacion a la baja de la glucosa). De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 10,
se determind que no se presentaron diferencias significativas (p>0.05) en la concentracion
plasmatica de esta hormona por efecto del extracto fenolico. No obstante, en los grupos alimentados
con dietas altas en grasa (DAG y DAG + EF), se observo un efecto negativo, al disminuir de forma
significativa los niveles de adiponectina (p<0.05), en comparacion con los grupos DE y DE + EF.
A pesar de no presentarse diferencias significativas por efecto del extracto, se aprecia una tendencia
al aumento en los grupos tratados con éste. Recordando que no existieron diferencias significativas
entre la ganancia de peso y el aumento del tejido adiposo, se sugiere que la concentracion de
adiponectina se vio influida por la composicion dietética, sin ser del todo afectada por la inclusion

del extracto. Sin embargo, la tendencia al aumento por efecto del extracto en ambos grupos pudiese
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haberse visto proyectada con el incremento en la cantidad administrada de extracto fenolico a los
animales de experimentacion.

Respecto a la fluctuacion de esta hormona por efecto de las dietas altas en grasa, se han reportado
estudios con resultados similares a los aqui obtenidos. Por ejemplo, Almabrouk y cols., (2018)
proporcionaron una dieta alta en grasa a ratones Sv129-WT durante 12 semanas; los autores
reportan que la concentracion circulante de adiponectina se vio significativamente reducida en los
grupos tratados con esta dieta, en comparacion a la dieta control estandar. Este efecto sobre la
concentracion de adiponectina fue atribuido a que las dietas altas en grasa pueden promover la
inflamacion, y reducir la fosforilacion de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK), siendo
esto relacionado a una disminucidn en la concentracion de dicha hormona. La AMPK ha sido
estudiada durante varios anos debido a su rol como regulador del balance energético y una gran
variedad de procesos intracelulares, como la captacion celular de glucosa y acidos grasos libres, el
ciclo celular, la estabilidad del mRNA y la apoptosis. A pesar de que el mecanismo de accion por
el cual las dietas altas en grasa ejercen un efecto negativo sobre la actividad de AMPK no ha sido
detallado, se ha demostrado que dichas dietas disminuyen ambas isoformas de AMPK en el tejido
adiposo blanco y pardo. Autores sugieren que esta reduccion generalizada de la actividad de
AMPK, indica que la disminucién en su sefializacion es probablemente un aspecto importante de
los efectos patofisiologicos de las dietas altas en grasa (Lindholm et al., 2013).

No obstante, autores han demostrado que este detrimento sobre los niveles de adiponectina a causa
de las dietas altas en grasa u otras variables, puede ser atenuado por efecto de los compuestos
fenodlicos de diferentes fuentes de origen vegetal, de manera similar a la tendencia no significativa
proyectada en los grupos DE + EF y DAG + EF de incrementar los niveles de dicha hormona. Por
ejemplo, tras administrar 500 mg/kg de peso de un extracto fenolico de té verde a ratones knockout
de adiponectina (Adipo™), se reportd que los niveles de dicha hormona aumentaron de forma
significativa en los grupos tratados con el extracto, en comparacion con los del grupo placebo
(Ferreira et al., 2020). Sin embargo, cabe destacar nuevamente que las dosis empleadas en ese

estudio son sumamente altas y superiores a las utilizadas en el presente.
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Figura 10. Concentracion plasmatica de la hormona adiponectina de ratas Wistar macho
alimentadas con dieta estandar (DE), dieta alta en grasa (DAG), y las mismas dietas suplementadas
con 1g/kg de extracto fendlico de pasta de aguacate (DE + EF y DAG + EF), después de 8 semanas
de bioensayo. En el eje de las ordenadas se muestran los grupos experimentales y en las abscisas
la concentracion de la hormona representada en pg/mL. Literales diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05).

Este mismo comportamiento fue también reportado por Tian y cols., (2013), quienes, tras
administrar un extracto fendlico de té verde a ratas Wistar macho alimentadas con dieta alta en
grasa, determinaron que los niveles de adiponectina incrementaron debido a la intervencion de los
compuestos fendlicos sobre la via del receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma
(PPARY). Lo anterior resulta relevante, ya que la expresion de adiponectina es dependiente de este
factor de transcripcion. PPARY se une directamente al elemento de respuesta a PPAR (PPRE) en
el promotor de adiponectina, lo cual estimula la transcripcion de este gen. La actividad de PPARy
es, a su vez, dependiente de la via de sefializacion de ERK MAPK, por medio de la regulacion de
la actividad de PGC-1a, mediante varios eventos de sefalizacion. La fosforilacion de los receptores
PPAR puede aumentar o disminuir su actividad (Moreno et al., 2010).

En un estudiado realizado por Tian y cols. (2013), la expresion de mRNA y proteina de PPARy

disminuy6 en el grupo con dieta alta en grasa, mientras que la fosforilacion de PPARy aumento.
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Estos cambios fueron atenuados por el tratamiento con el extracto fenolico de té verde. Finalmente,
los autores concluyeron que el extracto fendlico de té verde mejord la hipoadiponectinemia
(reduccion en los niveles de adiponectina) en ratas alimentadas con dieta alta en grasa, tras
interrumpir el ciclo de fosforilacion de erk1/2 mediado por dichas dietas (Figura 11). El anélisis
de la ruta de sefializacion indico que estaba involucrada la regulacion de PPARy mediada por la
ruta erk1/2. En el presente estudio, a pesar de no contar con diferencias significativas por efecto
del extracto fendlico de pasta de aguacate, se percibe una tendencia no significativa de regulacion
positiva en los grupos suplementados, tendencia que posiblemente podria aumentar tras un mayor
tiempo de exposicion a los compuestos en el extracto. Al incrementar este tiempo, es posible que
los compuestos fenolicos podrian resultar en el incremento de la adiponectina.

Como se ha mencionado anteriormente, un aumento en los niveles de adiponectina plasmatica
podria resultar en una mejor sensibilizacion a la insulina, metabolismo de la glucosa y un menor
riesgo de padecer diabetes tipo 2. Los principales mecanismos de accidon por los cuales la
adiponectina podria mejorar la sensibilidad a la insulina pudieran deberse a su efecto sobre la
oxidacion de acidos grasos y a la inhibicion de la glucosa hepatica (Lihn et al., 2005).

Kubota y cols., (2002) reportaron una leve resistencia a la insulina en ratones heterocigotos con
deficiencia de adiponectina, y una moderada resistencia a la insulina en ratones homocigotos con
deficiencia de adiponectina. Las diferencias en los fenotipos de los ratones con deficiencia de
adiponectina podrian deberse a diferentes métodos de eliminacion y al trasfondo genético de los
animales. Sin embargo, los estudios de deficiencia de adiponectina indican que la adiponectina
juega un papel protector contra el desarrollo de resistencia a la insulina. Adicionalmente, la
adiponectina tiene varias funciones bioldgicas diferentes a la sensibilizacion a la insulina, como
funciones antiaterogénicas, antiinflamatorias, antiangiogénicas y antitumorales (Achari & Jain,
2017; Von Frankenberg et al., 2017). El reciente descubrimiento de los receptores de adiponectina
ha ayudado a dilucidar las vias intracelulares mas especificas implicadas en la accion de la
adiponectina, por lo que desarrollar coadyuvantes de origen natural que promuevan su actividad o
concentracion plasmatica pudiera ser una herramienta Util para el tratamiento de diferentes

enfermedades cronicas no transmisibles.
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Figura 11. Efecto de las dietas altas en grasa sobre la secrecion de adiponectina y como los
compuestos fendlicos pueden interferir en dicho proceso. Adaptado de Tian y cols., (2013).

La leptina es una hormona cuya concentracién depende principalmente del metabolismo energético
y de la composicidon corporal (porcentaje de masa grasa y magra), sin embargo, estudios han
demostrado que algunos compuestos fenolicos pueden modificar su concentracion basal a largo
plazo. De acuerdo con los resultados de concentracion de esta hormona presentados en la Figura
12, se encontr6 que los grupos tratados con el extracto fenolico de pasta de aguacate, presentaron
una concentracion significativamente mayor (p<0.05), con respecto a sus controles sin extracto.
De igual forma, al comparar entre grupos, los grupos DAG y DAG + EF promovieron una mayor
secrecion de leptina (p<0.05), en comparacion con los grupos tratados con la DE y DE + EF.
Recordando que la leptina depende de la composicion corporal, y tras no haber presentado
diferencias significativas en dicha variable, se sugiere que la concentracidon de esta hormona pudo
ser influida por los cambios en las dietas, tanto la distribucion de macronutrientes como la adicion

del extracto fenolico.
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Figura 12. Concentracion plasmatica de la hormona leptina de ratas Wistar macho alimentadas
con dieta estdndar (DE), dieta alta en grasa (DAG), y las mismas dietas suplementadas con 1g/kg
de extracto fendlico de pasta de aguacate (DE + EF y DAG + EF), después de 8 semanas de
bioensayo. En el eje de las ordenadas se muestran los grupos experimentales y en las abscisas la
concentracion de la hormona representada en pg/mL. Literales diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05).

Estos resultados son comparables con los de Ibars et al., (2018), donde la concentracion sérica de
leptina incrementd en un modelo murino, tras la suplementacion subcrénica con compuestos
fenolicos de uva. Los autores atribuyen este incremento a que los compuestos fenolicos de la uva
incrementaron la susceptibilidad y sensibilidad a la hormona, promoviendo asi un estado de
saciedad mas prolongado, no asociado a hiperleptinemia, debido a que los animales de
experimentacion no eran obesos y fueron expuestos a agonistas de dicha hormona. Sin embargo,
algunos estudios muestran resultados contrastantes, donde esta hormona se ve significativamente
reducida tras la suplementaciéon con compuestos fendlicos (Boix-Castejon et al., 2018). No
obstante, estas modificaciones son asociadas a desordenes metabodlicos como obesidad o resistencia
a la leptina, donde la regulacion negativa de ésta podria beneficiar al organismo para disminuir la
inflamacion asociada al exceso de peso y masa grasa.

Si bien, los estudios disponibles sobre lo que representan los cambios en los niveles de leptina en
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el organismo son contrastantes, resulta indispensable recordar que la resistencia a la leptina o
hiperleptinemia se asocian a sujetos con obesidad o una mayor cantidad de masa magra. Por lo
tanto, no es posible relacionarlo con los animales de experimentacion del presente estudio, debido
a que no se presentaron diferencias significativas entre los niveles de tejido adiposo inicial, final
ni en el cambio de este parametro a lo largo de las 8 semanas de duracion del bioensayo (Figura 8
y Figura 9). Por lo que, al excluir dichos factores, las Unicas variables que pudieran haber
propiciado los cambios en los niveles de la hormona son la distribucion dietética (balanceada o alta
en grasa), asi como la incorporacién del extracto fendlico de pasta de aguacate cv. ‘Hass’.

A pesar de que los mecanismos de accion por los cuales pudiera ocurrir dicha modificacion en los
niveles de leptina por efecto de los compuestos fenodlicos no han sido esclarecidos, existen
diferentes propuestas que buscan definir este sinergismo. En un estudio donde se utilizo extracto
fenodlico de semilla de uva (GSPE), se determind que los compuestos fenolicos ahi presentes
mejoraban la sensibilidad central a dicha hormona (Ibars et al., 2018). Esto se evalu6 determinando
la expresion de genes que regulan la via de sefializacion de leptina, y los efectores posteriores en
el hipotdlamo de ratas macho. En primer lugar, se determinaron los niveles de proteina STAT3
hipotalamica, como uno de los estandares de oro para evaluar la activacion de la cascada de leptina
in vivo. Los animales suplementados con GSPE aumentaron los niveles de STAT3, al igual que los
niveles de POMC, por lo que se sugiere que este aumento en la sefializacion podria haber tenido
un efecto positivo sobre la sensibilidad a esta hormona. Es importante destacar que la expresion de
POMC esta vinculada a la induccion de senales anorexigénicas y los animales suplementados con
GSPE mostraron una reduccion significativa en la ingesta de alimento, al igual que en el presente
estudio. De acuerdo a lo establecido anteriormente, la leptina es la principal hormona que transmite
informacion sobre las reservas de energia de la periferia al hipotdlamo. La interaccion de la leptina
con la isoforma mas larga de su receptor (Obrb) en las neuronas que expresan POMC y AgRP,
promueve la fosforilacion del transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3).
Luego, STAT3 se dimeriza y se transloca al ntcleo, donde se une a los promotores de POMC y
AgRP. Esto estimula la expresion de POMC e inhibe la de AgRP, estimulado asi una reduccién en
la ingesta de alimento y aumentando el gasto energético.

En la Figura 13 se presenta la concentracion plasmatica de la hormona anorexigénica CCK,
después de 8 semanas de tratamiento para los cuatro grupos experimentales. En este caso, se

determind que ni la dieta ni el extracto fendlico de pasta de aguacate tuvieron un efecto significativo
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(p>0.05) sobre su concentracidon plasmatica, a pesar de que se percibe una ligera tendencia no
significativa al aumento en el grupo DAG + EF. Por lo que los cambios ejercidos en el consumo
de alimento de los animales de experimentacion no fueron mediados por esta hormona, a pesar de

ser una de las principales en promover la saciedad en modelos in vivo.
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Figura 13. Concentracion plasmatica de la hormona anorexigénica CCK de ratas Wistar macho

alimentadas con dieta estandar (DE), dieta alta en grasa (DAG), y las mismas dietas suplementadas

con 1g/kg de extracto fendlico de pasta de aguacate (DE + EF y DAG + EF), después de 8 semanas

de bioensayo. En el eje de las ordenadas se muestran los grupos experimentales y en las abscisas

la concentracion de la hormona representada en pg/mL. Literales diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05).

En un estudio se evaluaron los efectos supresores de apetito (promotores de saciedad), de los
principales compuestos fendlicos del extracto fendlico de espinaca (Spinacia oleracea) en un
modelo murino. Se reportd que el extracto fenolico logrd incrementar la concentracion de CCK
tras administrado, sin embargo, este incremento fue asociado a un efecto inductor acelerado de la
liberacion de esta hormona en el lumen intestinal, lo cual se llevo a cabo los primeros 30 y 60 min

después de su consumo (Panda & Shinde, 2017b). Los autores argumentan que, a pesar de haber
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incrementado los niveles de la hormona, la mayor concentracion de ésta se observo a los 60 min
de consumido el extracto. Ya que la vida media de esta hormona es breve, esto podria ser una
posible justificacion para la falta de diferencias significativas reportadas en el presente estudio.
Kim et al., (2017) obtuvieron resultados similares al presente estudio, tras administrar un extracto
de Aster pseudoglehni a un modelo murino. Los autores reportan que, a pesar de no obtener
diferencias en la concentracion de CCK tras administrar el extracto, existe un efecto positivo sobre
la regulacion y reduccion de la motilidad géstrica, lo que podria promover una mayor sensacion de
saciedad al mantener los nutrientes en el lumen intestinal durante un tiempo mas prolongado. Dado
lo reportado anteriormente, es necesario evaluar el efecto de dichos compuestos sobre esta hormona
durante periodos de tiempo mas cortos, asi como de correlacionarlo con eventos fisiologicos
asociados a la regulacion de saciedad en el organismo.

A pesar de existir suficiente informacion disponible respecto a esta hormona y su estimulacién por
nutrientes que entran en contacto con las células I en el intestino delgado, el mecanismo por el cual
otros compuestos, particularmente los compuestos fenolicos, pueden ejercer un efecto similar al
reportado tras la exposicion a macronutrientes, no ha sido reportado (Paniagua et al., 2019). Al
Shukor y cols., (2016) evaluaron el efecto de ciertos flavonoides como la quercetina, kaempferol,
apigenina y rutina sobre las células I del intestino delgado (secretoras de CCK), utilizando cultivos
de células STC-1. Los autores reportaron una estimulacion de las células I por parte de los
flavonoides, teniendo como resultado un aumento en la secrecion de CCK. A pesar de ser
prometedores, estos resultados distan de la realidad, debido a que los compuestos fendlicos no
llegan intactos al intestino delgado y mucho menos en las cantidades utilizadas (20 uM). No
obstante, estos resultados permiten proponer posibles mecanismos de accion a través de los cuales
se ejerzan cambios sobre la secrecion de esta hormona.

Resulta necesario recalcar la relevancia del presente estudio, ya que la forma de administracion del
extracto se asemeja al consumo dentro de la dieta habitual de un organismo, ya sea como alimento
funcional o en el mercado de los nutracéuticos. Es también relevante hacer énfasis en que si se
presentaron cambios significativos sobre la concentracion de hormonas relevantes para el proceso
de saciedad, y que posiblemente promovieron modificaciones en el consumo de alimento.
Asimismo, la inclusion del extracto dentro de las dietas no propicido dafios fisioldgicos,
conductuales o de consumo aparentes sobre los animales experimentales. Esto sugiere que el

consumo de este extracto es seguro, sin embargo, se requieren estudios adicionales para asegurarlo
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de manera concluyente. La evidencia presentada en este trabajo indica que el estudio del efecto de
los compuestos fendlicos provenientes de subproductos agroalimentarios cuenta con un futuro
prometedor, en el cual, el objetivo principal seria implementarlo de forma segura y efectiva para

mejorar la salud de seres humanos.
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7. CONCLUSION

La pasta de aguacate cv. ‘Hass’ es un subproducto industrial, que conserva una
concentracion importante de compuestos fendlicos, asi como capacidad antioxidante reportada en
el fruto en fresco. Bajo las condiciones del estudio el extracto fenodlico no ejerciéo modificaciones
significativas sobre el peso corporal, el porcentaje de tejido adiposo o concentracion de glucosa
sanguinea al ser administrado de manera subcronica a ratas Wistar macho. Las dietas altas en grasa
alteraron el perfil de lipidos plasmaticos, aumentando la concentracion de colesterol total y LDL y
disminuyendo la de HDL. Sin embargo, el extracto restaur6 la concentracion de HDL a valores
normales, después de haber disminuido por la dieta alta en grasa.

El extracto fenolico de pasta de aguacate cv. ‘Hass’ ejercid un efecto de saciedad, al disminuir el
consumo de alimento en los grupos experimentales tratados con dicho extracto. Su mecanismo de
accion se debid, al menos en parte, al aumento en la concentracion plasmatica de las hormonas
inductoras de saciedad GLP-1 y leptina. Estos efectos no se asociaron a cambios significativos en
la concentracion de adiponectina o CCK, al no haber cambios en sus concentraciones. Sin embargo,
se encontraron tendencias no significativas al aumento en los grupos tratados con el extracto.

De forma general, el extracto fendlico de la pasta de aguacate cv. ‘Hass’, ejercio un efecto de
saciedad al ser incorporado a dietas estandar y dietas altas en grasa, ademas de modificar el perfil
lipidico sérico. Es por ello que se requieren de futuras investigaciones sobre otros subproductos de
frutos tropicales ricos en compuestos fenolicos y sus efectos sobre la saciedad y los procesos
biologicos asociados, al igual que estudios sobre la extrapolacion de la dosis y el efecto en seres
humanos para ser considerado como un posible nutracettico. Esto permitiria proponer multiples
usos para este subproducto, tales como la extraccion de sus compuestos bioactivos y aplicacion

como ingredientes funcionales.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliamente estandarizar un protocolo de manejo de los subproductos del
aguacate por parte de la industria, tales como la refrigeracion inmediata después de generarlos y
proceder con medidas de higiene y cuidado para preservar la integridad de los compuestos de
interés dentro de ésta. Esto promoveria la conservacion de los compuestos de interés y haria mas
factible su aplicacion.

Se sugiere considerar las medidas de conservacion para los subproductos de aguacate mencionadas
a lo largo del escrito para preservar la integridad de los compuestos bioactivos presentes en la pasta
de aguacate, particularmente, se recomienda el secado por conveccion a temperaturas seguras que
eviten la degradacion de los compuestos fendlicos, asi como la mayor eliminacion posible del agua
disponible en el subproducto.

Se propone también prolongar la duracién del bioensayo para lograr una exposicion cronica al
extracto fenolico, para asi corroborar algunos efectos que pudieran no haberse desarrollado en el
presente estudio por una insuficiente interaccion entre el extracto y los animales de
experimentacion.

Finalmente, se propone analizar el efecto de estos compuestos fendlicos y la saciedad, a nivel
cerebral, visualizando cambios o fluctuaciones en los receptores asociados a NPY, POMC y otros

posibles mediadores involucrados.
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