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RESUMEN.

El jugo de la granada roja (Punica granatum L.) contiene altas concentraciones de
compuestos fendlicos, los cuales son capaces de disminuir los niveles de glucosa
en sangre y el estrés oxidativo relacionado con la diabetes. Sin embargo, la
concentracién y perfil de estos compuestos estan en funcion de la variedad de
granada. En base a lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo cuantificar los
compuestos fendlicos del jugo de granada de dos variedades (Tecozautia y Apaseo
EA) y determinar su efecto sobre los niveles de glucosa y perfil lipidico en ratas
sanas y diabéticas inducidas con estreptozotocina (STZ). Las muestras de dichos
frutos fueron donadas por el INIFAP, campus Celaya, ademas, se utiliz6 la variedad
Wonderful proveniente de EUA para fines comparativos. Al jugo de granada se le
cuantificé pH, sélidos solubles totales (SST), color, fenoles totales, flavonoides
totales, antocianinas y capacidad antioxidante in vitro (expresada en equivalentes
trolox). Para los estudios in vivo se evalud el jugo de granada roja incorporandolo en
el agua de beber de ratas sanas (5%) y diabéticas (2.5 y 5%) inducidas con STZ.
Cada semana se determinaron los niveles de glucosa sanguinea. Después de tres
semanas de tratamiento, los animales se sacrificaron y se cuantifico el perfil lipidico:
triglicéridos, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), colesterol total,
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y colesterol no HDL.Se encontré que la
variedad Wonderful muestra la mayor concentracion de fenoles totales (3601.66 mg
eq. acido galico/L de muestra), flavonoides totales (5.19 mg eq. catequina/mL de
muestra), antocianinas (425.02 mg eq. cianidina-3-glucdsido/L de muestra) y
capacidad antioxidante (20.96 mM eq. trolox). En los estudios in vivo se encontrd
que el jugo de granada roja incremento los niveles de glucosa hasta en un 41% en
sanas Y 25% en diabéticas. Asi mismo, en el caso de las ratas sanas la variedad
Wonderful increment6 sus niveles de triglicéridos (18%). Mientras que en el caso de
las ratas diabéticas, se observo una disminucion para la variedad Tecozautla y
Apaseo EA al 5% (28% y 39%, respectivamente), pero esta ultima fue la Unica
variedad que disminuy6 también los niveles de colesterol total y colesterol no HDL.
Estos resultados sugieren que el jugo de granada de la variedad Apaseo EA, no
controla los niveles de glucosa en sangre pero podria disminuir el riesgo
cardiovascular.




. INTRODUCCION.

La diabetes en México ocupa el primer lugar de mortalidad y actualmente existen
12 millones de enfermos en nuestro pais. Esta enfermedad acelera su incidencia
por los malos habitos de alimentacion, falta de ejercicio y sobre todo la obesidad.
En general, los pacientes con diabetes se caracterizan por dos defectos
metabdlicos: una alteraciéon en la secrecién de insulina que se produce en forma
retardada o insuficiente por la carga de glucosa y una incapacidad de los tejidos
periféricos para responder a esta hormona (resistencia a la insulina).
Lo anterior predispone a este tipo de pacientes a padecer una mayor incidencia de
complicaciones e incluso desarrollar enfermedades cardiovasculares,

arterioescleroticas, vasculares periféricas, cerebrales, renales, entre otras.

Actualmente, una de las terapias mas importantes para el control de la diabetes se
basa principalmente en la incorporacién de alimentos con la capacidad de disminuir
los niveles de glucosa en sangre. Entre los alimentos mas importantes destacan el

nopal, frijol, maiz, chaya, chilacayote, etc.

Recientemente se han reportado estudios en los que se ha propuesto al arbol del
granado (Punica granatum L.) como una fuente importante de fitoquimicos con alto
valor medicinal. Estos compuestos pueden estar presentes en la raiz, corteza,
flores, frutos maduros y semillas. En la medicina tradicional se encuentran recetas
donde es recomendado por su actividad antimicrobiana, astringente, antitusigena y

antiinflamatoria, por mencionar algunas.

El jugo de granada, rico en compuestos fendlicos (principalmente antocianinas),
tiene la capacidad de disminuir los niveles de glucosa en sangre y el estrés
oxidativo relacionado con la diabetes. Se han evaluado los efectos de una dilucion
del jugo de granada en pacientes diabéticos tipo 2 obteniendo efectos antioxidantes
en suero (perfil de lipidos) y macréfagos, los cuales podrian contribuir a la
atenuaciéon del desarrollo de la enfermedad junto con sus complicaciones. Otro




estudio evalué el consumo de jugo de granada concentrado en pacientes diabéticos
tipo 2 con hiperlipidemias mostrando cambios en los parametros séricos lipémicos

siendo benéfico en la modificacién de factores de riesgo cardiovasculares.

El cultivo de granada roja en México es considerado como marginal, debido a que
la superficie plantada es minima y el consumo limitado, aun cuando el arbol y la
fruta son ampliamente conocidos desde los tiempos de la colonia. Entre las
posibles causas del bajo consumo estan la competencia con otras frutas de verano,
la ignorancia de los beneficios de su ingestion regular y probablemente la dificultad
para comerla. La informacion generada recientemente fuera de México sobre las
propiedades funcionales de los productos de la granada no ha llegado al

consumidor nacional.

Sin embargo el arbol de granada roja es altamente productivo, adaptable a muchas
regiones del Centro y Norte de México y nuestro pais posee variedades criollas que
son apreciadas por el consumidor. Los estados de Guanajuato e Hidalgo son los
productores mas importantes, en Guanajuato, Apaseo El Alto aporta el 72% de la
produccién. El mercado actual también ha sido explorado con granada importada
de California con gran éxito. Todos estos factores indican que la produccién de este

frutal sera de mayor interés para los productores mexicanos en el mediano plazo.

En base a lo anterior, en el presente estudio se evaluaron caracteristicas fisicas y
compuestos fendlicos del jugo de dos variedades nacionales de granada roja
(Apaseo EA y Tecozautla), en comparacién con una variedad de importacion

(Wonderful) altamente comercializada en México. Asi mismo, se determind su

efecto en el control de glucosa y perfil lipidico en ratas sanas y diabéticas.




[l. ANTECEDENTES.

(1.1 Diabetes.

11.1.1 Generalidades.

La diabetes es un trastorno crénico que afecta al metabolismo de los carbohidratos,
las grasas y las proteinas. Dicho trastorno metabdlico altera el proceso normal de la
glucosa en el organismo e inicia cuando la produccion natural de insulina en el
pancreas se reduce y su accion disminuye. Con el paso del tiempo y a medida que
la enfermedad va avanzando, las células que producen la insulina se van alterando,
perdiendo su funcion de manera paulatina, ademas, la alta concentracién de azucar
en la sangre puede afectar a diversos o6rganos, generando las complicaciones

propias de la enfermedad (Figura 1).

Dentro de los factores de riesgo de esta enfermedad se encuentran: la herencia,
edad avanzada, exceso de peso y el estilo de vida. El exceso de peso es una de
las caracteristicas mas relevantes de la diabetes tanto en nifios como en adultos,
pues la obesidad puede producir resistencia a la insulina, es decir, ocasionar cierta
incapacidad en el organismo para usar eficazmente esta hormona. Una vida
sedentaria ligada a habitos alimenticios inadecuados (consumir un alto contenido
de grasa, comida chatarra, productos con elevado contenido de sodio, etc.)

aumenta las posibilidades de desarrollar la enfermedad (OMS, 1999).

11.1.2 Clasificacion.

I1.1.2.1 Tipo 1

La diabetes tipo 1, también conocida como juvenil (debido al inicio temprano) o

insulino-dependiente (debido a la necesidad clinica de insulina), es subclasificada




como tipo 1 autoinmune (tipo 1a) o tipo 1 idiopatica (tipo 1b). Lo que las diferencia
es la presencia o no de autoanticuerpos contra los islotes (Winter, 2002).

Pancreas.

Intestino.

Déficit de secrecién

de insulina.
Absorcién
Gastrointestinal de
carbohidratos.
Higado.
Telido
muscular.

Aumento de la Disminucién de la
produccién basal captacién de glucosa
de Glucosa. estimulada por la insulina

Figura 1. Patogenia de la diabetes (Adaptado de Litwak, 2002).

La tipo 1a es una enfermedad de origen multifactorial, donde el sistema inmune
juega un papel importante en su patogénesis. Debido a la destruccion autoinmune
de las células B de los islotes de Langerhans en el pancreas, la produccién de
insulina disminuye y esto es lo que conlleva finalmente la presentacion clinica de la

enfermedad.

En el periodo en que son evidentes los sintomas clinicos, 80-90% de las células

han sido destruidas. Las células que secretan glucagén, somatostatina, y

polipéptido pancreatico generalmente se preservan y se distribuyen dentro de los
islotes (Notkins, 2001).




En general la diabetes tipo 1 tiene un amplio componente genético debido a la alta
tasa de transmision familiar; el pariente de un diabético tiene aproximadamente un
7% de riesgo de desarrollar la enfermedad, y a su vez el hijo de un diabético tiene
un 6%, afectando a 1 de cada 300 nifios (Bach, 1994; Wucherpfenning, 2001).

11.1.2.2 Tipo 2.

En este grupo se incluyen individuos que demuestran resistencia a la insulina y en
ocasiones una relativa deficiencia de la hormona. La patogénesis de esta
enfermedad indica que en individuos genéticamente predispuestos se produce
inicialmente resistencia a la insulina por defectos en los transportadores de glucosa

o alteracion de la cascada de accién de la insulina (Cline, 1999).

En la homeostasis de la glucosa tiene especial importancia el transportador de
glucosa dependiente de insulina GLUT-4 (Shepherd y Kahn, 2005). La resistencia a
la insulina produce progresivamente un deterioro de la funcion celular beta por lo
que se han postulado diferentes mecanismos ain en estudio: toxicidad de la
elevada concentracion de glucosa, agotamiento de las células beta, alteracion en la
sintesis de insulina y lipotoxicidad derivada de Ios productos metabdlicos del
exceso de acidos grasos circulantes (Leahy, 2005). No se produce una destruccion
autoinmune de las células beta. La mayoria de pacientes son obesos y tienen un

elevado riesgo de padecer complicaciones macro y microvasculares (ADA, 2002).

11.1.3 Relacién entre el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas

con la diabetes mellitus.

Metabolismo de carbohidratos

Los diabéticos presentan un metabolismo similar al que se tiene normalmente en

ayuno. Al no haber insulina suficiente para facilitar la entrada de glucosa en la

célula, el nivel de sangre aumenta, con lo cual la célula se deshidrata por
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osmolaridad; esto hace que la célula pierda agua para intentar igualar las presiones
osmoticas; en consecuencia, habra un aumento de la osmolaridad en el
compartimiento extracelular y por ello, también en la sangre. Presentandose una

hiperglucemia, que puede liegar a valores serologicos de 300-350 mg/dL.

En el rifidn se produce una glucosuria y es que la glucosa se excreta por la orina
debido al hecho que la concentracion de glucosa en el plasma sanguineo supera el
umbral renal. Asi, esta glucosa que pasa a la orina arrastra agua osmaéticamente,
dando lugar a una deshidratacion intra y extracelular, estimulando el centro de la

sed y derivando en una acentuada polidipsia.
Metabolismo de proteinas

En el diabético se disminuye la sintesis de proteinas en los tejidos, favoreciéndose
la protéolisis (se tiene que hacer gluconeogénesis a partir de los aminoacidos). Ello
se manifiesta clinicamente, en conjunto con las alteraciones del metabolismo
lipidico, en una disminucién del peso y una polifagia. La disminucion de peso, si
bien es progresiva, puede alcanzar un estado critico que se denomina caquexia
(Dominguez, 2005).

Metabolismo de lipidos

Cuando no se produce la captacion de glucosa mediada por la insulina, las células
del organismo reaccionan obteniendo energia (ATP) de los acidos grasos. En la
sangre se incrementaran los acidos grasos y tendran lugar una serie de anomalias
en el metabolismo lipidico, favoreciéndose la acumulacion de lipidos en las paredes
de los vasos, derivando en una arterioesclerosis. En el higédo, por otra parte, se
estimulara el mecanismo de transporte a través de la carnitina hacia la mitocondria,
que es donde tiene lugar la beta-oxidacién de los acidos grasos. Los derivados del

catabolismo de los acidos grasos, los cuerpos cetonicos, saldran entonces de las

mitocondrias y se iran acumulando en la sangre, dando lugar a una cetoacidosis, la
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cual disminuye el pH sanguineo, que a su vez puede conducir al paciente a una
situacion critica de coma diabético e incluso a la muerte (Dominguez, 2005;
Villa, 2007).

Numerosos mecanismos de base lipidica se han citado como posibles
explicaciones para el aumento de riesgo asociado a diabetes. Entre ellos cabe
mencionar la coagulacion aumentada, la eliminacion de lipoproteinas giucosiladas
alterado y la susceptibilidad aumentada del colesterol LDL (lipoproteinas de baja
densidad) a la oxidacion (Villa, 2007).

El perfil lipidico de los pacientes con diabetes tipo 1 suele ser normal si es efectivo
su control de glucosa. Ademas de niveles altos de glucosa en sangre, como
consecuencia de su insensibilidad a la insulina, las personas con diabetes tipo 2
también tienen un alto nivel de triglicéridos tras las comidas, incluso cuando sus
niveles de triglicéridos antes de comer son normales. En personas sin diabetes, los
triglicéridos aumentan gradualmente tras las comidas y vuelven a su nivel normal
entre 4 y 6 horas después de las mismas. En personas con diabetes tipo 2, incluso
con niveles de ftriglicéridos normales antes de las comidas, los niveles de

triglicéridos siguen aumentando tras el desayuno a lo largo del dia (Dekker, 2004).

Debido a la transferencia continia de lipidos enzimaticos entre diferentes
particulas, en los diabéticos se observa un tiempo de circulacién mucho mas largo
con niveles elevados de triglicéridos, niveles de colesterol HDL (lipoproteinas de
alta densidad) bajos, niveles normales de colesterol LDL y niveles aumentados de
apo B. Las particulas de colesterol LDL y HDL son pequefias, ademas de densas,
mostrando efectos toxicos sobre las paredes arteriales. Se ha demostrado que
todas estas particulas son predictivas independientes de enfermedades

cardiovasculares, especialmente en diabetes tipo 2 y esta condicion es agravada

por la coexistencia de otros factores de riesgo, como la hipertension (Watkins,
2003; Dekker, 2004; Villa, 2007).




1.1.4 Tratamiento de la diabetes.

El tratamiento de la diabetes esta dirigido a aliviar los sintomas, mejorar la calidad
de vida y la prevencion de complicaciones agudas y cronicas. Las estrategias de
tratamiento se dividen en no farmacolégicas, como estrategias nutricionales (dieta
en conjunto con ejercicio), y las farmacolégicas que se dividen en medicamentos

orales e insulina (Alfaro y col., 2000; Mateos y Zacarias, 2002).

Los principales grupos de farmacos orales los constituyen las sulfonilureas,
eficaces en controlar la hiperglucemia con minimos efectos secundarios; las
biguanidas que incrementan la sensibilidad a la insulina; los inhibidores de
glucosidasas intestinales que reducen la hiperglucemia postprandial; las
tiazolindinedionas que mejoran el sindrome de resistencia a la insulina y las
meglitinidas que restauran la primera fase de secrecion de insulina disminuyendo la
hiperglucemia postprandial sin pico hiperglucémico entre comidas (Alfaro y col.,
2000).

Cada grupo de farmacos orales tiene caracteristicas propias por mecanismo de
accién, indicaciones y contraindicaciones especificas, asi como, efectos adversos,
por lo que su conocimiento es indispensable para su adecuado uso. La terapia con
insulina tradicionalmente utilizada en la diabetes tipo 1 ha ampliado su uso
recientemente como indicacién en la diabetes tipo 2 que puede utilizarse sola o
combinada con medicamentos orales, con lo que pueden lograrse mejores metas

de control y conseguir los objetivos deseados (Mateos y Zacarias, 2002).
i.1.5 Dieta y diabetes.
La dieta tiene un papel fundamental en la prevencién y control de la diabetes.

Estudios epidemiol6gicos han demostrado que poblaciones que consumen dietas

mediterraneas tienen una menor incidencia de enfermedades cronico

degenerativas (Wahle, 2004). Las caracteristicas principales de esta alimentacion
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son un alto consumo de productos vegetales (frutas, verduras, legumbres, frutos
secos, pan y otros cereales) siendo el trigo el alimento base, el aceite de oliva
como grasa principal, un mayor consumo de aves y pescado que de carnes rojas, y
el consumo regular de vino en cantidades moderadas (Ledn y Castillo, 2002).
Por lo tanto, patrones dietarios tradicionales pueden ayudar a reducir el riesgo de
obesidad y diabetes, debido a un adecuado balance de calorias y adecuado
consumo de nutrimentos. Aunque no es posible definir una dieta tipica para el
mexicano, si se puede hablar de algunos alimentos que normalmente consume la
poblacién mexicana, entre los cuales se encuentran: el frijol, el maiz, el nopal, la

calabaza, el chile, etc.

La incorporacién de productos industrializados altos en azlcares en la dieta
tradicional junto con un consumo pobre en frutas y verduras ha demostrado tener
un mayor riesgo de presentar la enfermedad (hasta un 31%) en comparacion a las
personas que no lo hacen (Feinglos y Totten, 2008; Harding y col, 2008; Palmer y
col, 2008). '

1.2 Granada roja (Punica granatum L.).
11.2.1 Datos histéricos y origen del hombre.

La granada roja es fruta del arbol del granado cuyo origen es, probablemente, el
Oriente Proximo. Su existencia es conocida desde antes de la era de Cristo y el
arbol fue cultivado por fenicios, griegos, arabes y romanos. Se sabe que los
antiguos egipcios preparaban con su jugo un vino ligero con sabor a frambuesa
(Agusti, 2004).

A los fenicios se les debe el nombre del género, Punica. El nombre de la especie

granatum deriva del latin, mientras que en inglés se hace referencia a ésta como

pomegranate.




11.2.2 Caracteristicas morfolégicas.

El granado, P. granatum L., es una planta dicotiledénea perteneciente al orden

mirtales, familia Punicaceae.

Es un arbusto caducifolio que alcanza hasta 6 m de altura. Su raiz es superficial,
nudosa, fuerte, de color rojizo y alcanza gran desarrollo. Sus ramas alternas y
abiertas, son de porte llorén, de grosor medio y, en ocasiones, con espinas

terminales (Figura 2a).

Las yemas del granado son de tipo determinado, vegetativas o mixtas. Las hojas
son opuestas, enteras, lisas, sin estipulas, de 2-5 cm de longitud y 1-3 cm de

anchura y con peciolos cortos (Figura 2b).

Las flores, solitarias o en grupos de hasta siete, se sitian en los ramos mixto, en
posicion axilar y/o coronandolos, y/o en ramos anticipados; poseen entre 5-9

pétalos y sépalos, ambos de color rojo y alternantes (Figura 3a); son hermafroditas.
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que Tunez y Egipto, lo son en el Norte de Africa. En el cercano Oriente; Iran,
Jordania, y Turquia abastecen al mercado regional y el europeo. En Asia, la India
es lider en produccién, en Afganistan la granada roja se ha mencionado como
opcion de uso de tierras dedicadas al cultivo de amapola. En el continente
americano la granada se produce en los EUA y México, y existen plantaciones
jovenes en Chile y Argentina. El estado de California produce granada roja para el
mercado domestico y con pequefios volumenes exportados a México y Brasil desde
el afio 2001, aun cuando la planta se adapta también al sur de Texas y Florida
(Agusti, 2004, Mondragén y Juérez, 2008).

En California, la cosecha comienza a mediados del mes de Septiembre, época en
la cual la fruta alcanza las caracteristicas minimas de maduracién; acidez menor a
1.85% y color rojo del grano similar o mas obscuro 5 R-5/12 de la carta de color de
Munsell (Salaheddin y Kader, 1984).

El arbol es poco exigente en suelos y con crecimiento algo lento; son
primordialmente de temperaturas calidas y subtropicales aunque naturaimente se
adaptan a regiones con frio invernal o semiaridas. La granada es resistente a la
sequia pero no al frio intenso (-11.11° C) (Morton, 1987).

La produccion en México de granada roja es muy escasa; para el 2005 alcanzo un
volumen de 3050 toneladas obtenidas en una superficie de 292 hectareas, siendo
los estados de Hidalgo y Guanajuato los que aportaron el 72% de la produccion.

La naturaleza no climatérica de este fruto trae una problematica también particular
para la cosecha de los mismos, pues aunque el color externo es un indice de
cosecha, el fruto cortado no madurara mas. Aunado a dicho problema existe una
alta incidencia de partido de frutos que se asocia a heterogeneidad en las practicas
de cultivos (riegos inadecuados o exceso de lluvia en el periodo de maduracion) y

aplicacién excesiva de nitrégeno lo cual propicia alto nivel de peérdidas en el
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mercado fresco que los mismos productores han canalizado al desgranado sin una

adecuada tecnologia para su manejo (Mercado y col., 2007).

En el municipio de Apaseo El Alto, Guanajuato, los productores de granada roja
cuentan con una experiencia de mas de 30 afios en el manejo, seleccion y
explotacion de este fruto (Lopez, 2007) que les ha permitido incursionar en el
mercado nacional, cubriendo la demanda de la industria restaurantera en los meses
de Agosto y Septiembre. La tecnologia de produccion es tradicional, susceptible a
mejorarse y al respecto se cuenta ya con el primer paquete tecnolégico generado
por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, el
cual fue disefiado con la idea de impulsar este cultivo (Mondragén y Juarez, 2008)
Queda pendiente la difusiéon de los beneficios del consumo de granada como fruta
fresca y sus derivados entre el plblico en general, lo cual generaria mas interés en

su consumo y consolidaria la demanda, con un beneficio directo a los productores.
. 1l.2.4 Clasificaciéon agrondmica.

Las variedades de granada en cultivo son muy numerosas, sin embargo, se carece
de una clasificaciéon tipificada de las mismas que no sean la de grupos de
caracteristicas similares, su época y origen de recoleccion del cultivo.

En EUA, las principales variedades en cultivo son de fruto de gran tamafo como
Wonderful, de alto rendimiento en semilla, Paper Shell, muy dulce, Spanish Ruby,

de semilla roja y Purple Seeded, de semillas muy rojas (Agusti, 2004).

En México, se encuentran numerosas variedades criollas pero la mas conocida en
el comercio se obtiene del municipio de Apaseo El Alto, Gto., la cual en este
trabajo se reporta como “Apaseo EA”". Otra variedad que comparte numerosos
caracteres con “Apaseo EA” es “Tecozautla”, producida en el municipio del mismo
nombre ubicado en el estado de Hidalgo. Ambos genotipos se encuentran en
proceso de registro por parte del INIFAP con el fin de protegerlos de la utilizacion

indiscriminada.
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11.2.5 Composicién Quimica.

El fruto de granada presenta un bajo contenido calérico, debido a su escaso
contenido de carbohidratos, entre los cuales se encuentran de manera importante
la glucosa y la fructosa. El componente mayoritario es el agua 'y en lo que se refiere
a otros nutrientes, tan solo destaca su aporte mineral de potasio. Otros
componentes destacables son el &cido citrico y el acido malico (Cuadro 1)
(Salaheddin y Kader, 1984; Lansky, 2007).

Cuadro 1. Composicién nutrimental de fruto del granado (100 g) (USDA,

2007)
Fraccion Contenido
Agua 80.97 g
Contenido energético 68 kcal
Proteinas 0.095 g
Lipidos totales 03g
Carbohidratos 1717 g
AzUcar total 16.57 g
Fierro (Fe) 0.3 mg
Zinc (Zn) 0.12 mg
Potasio (K) 259 mg
Sodio (Na) 3 mg
Cobre (Cu) 0.07 mg

El jugo de granada, contiene compuestos quimicos importantes que se han
relacionado con beneficios a la salud; debido a su capacidad antioxidante, dentro
de dichos compuestos se encuentran las antocianinas y los flavonoides, los cuales

ademas le proporcionan color a la fruta (Morton, 1987; Lansky, 2007).

La capacidad antioxidante del jugo de granada roja obtenido por diversos procesos
ha sido evaluada utilizando cuatro diferentes métodos; ABTS, DPPH, DMPD vy
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FRAP, dichas actividades fueron mayores a las presentadas por una muestra de
vino tinto comercial y por una infusion de té verde (Gil y col., 2000), los cuales han
sido ampliamente recomendados por su capacidad antioxidante (Ceriello y col.,
2001; Juskiewicz y col., 2008; Biytkbalci y El., 2008; Kishore y col., 2009). Durante
la elaboracion del jugo se utilizaron muestras de arilos congelados, dicho proceso
afectd la capacidad antioxidante de éste. Por otro lado, algunas muestras fueron
procesadas industrialimente mostrando la mayor capacidad antioxidante de todos
los tratamientos, lo que se atribuye a la extraccién de algunos de los taninos
hidrolizables presentes en la corteza de la fruta (Figura 4).
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Figura 4. Capacidad antioxidante in vifro en jugos de granada
roja comparada con las de vino tinto, té verde y el extracto
acuoso de las cascaras de la fruta evaluada por los métodos
ABTS, DPPH, FRAP Y DMPD (Adaptado de Gil y col., 2000).
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Dentro de los compuestos fendlicos del jugo de granada se tiene a: las
antocianinas, los taninos tipo galagil (punicalaginas), los derivados del acido elagico
y los taninos hidrolizables (Cuadro 2).

Cuadro 2. Compuestos fendlicos identificados en dos tipos de jugo de

diferentes presentaciones de granada roja (Adaptado de Gil y col., 2000).

Jugo de arilos | Jugo de arilos
Compuestos fenélicos frescos(1) congelados(2)
Primer grupo:
Antocianinas
Deffinidina 3,5-diglucésido 42.9 38.8
Cianidina 3,5- diglucésido 53.0 46.4
Delfinidina 3-glucésido 76.0 23.6
Cianidina 3-glucosido 128.3 59.5
Pelargonidina 3-glucésido 5.9 3.9
" Anfocianinas totales 306 722"
" Segundo grupo: ) " -
Taninos tipo galagil
Punicalagina B 12.7 14.4
Punicalagina D 10.1 11.1
Otros 45.1 102.5
Taninos tipo galagil totales 67.9 1281 77
" Tercer grupo: ) T
Derivados del acido elégico.
Acido elagico glucésido 17.9 17.9
Acido elagico 15.3 8.7
Derivados del 4cido elagico totales 33.2 %5 ]
Cuarto grupo: ] T
Otros taninos hidrolizables.
Galoil glucosa 51.1 43.9
Compuesto C 2245 203.6
Otros compuestos 2641 277.7
Taninos hidrolizables totalés 539.2 “B552 T
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En la medicina tradicional la granada roja se utiliza como: astringente, antitusigeno,
antidiarreico, antihipertensivo, vermifugo, diurético, contra la fiebre, colicos,

combatir el colesterol y la arteriosclerosis (Agusti, 2004).

Debido a que la hiperglucemia postprandial juega un papel importante en el
desarrollo de diabetes tipo 2 y en las complicaciones asociadas a esta enfermedad,
tales como, las enfermedades cardiovasculares, se ha recomendado el consumo
de alimentos con capacidad de disminuir glicemia postprandial, los cuales
mejorarfan el control de la diabetes y sus complicaciones. La administracion oral de
un extracto etanolico de flores de granada a ratas Zucker obesas, disminuye de
manera importante sus niveles de glucosa en condiciones de alimentacion y dicho
efecto esta relacionado con la capacidad del extracto para inhibir a la enzima

intestinal a-glucosidasa (Li y col., 2005).

Recientemente las investigaciones se han enfocado a determinar el efecto y
mecanismo de accion de extractos metandlicos (w/v) de las flores de granada roja
en el metabolismo lipidico, y se reporté que el blanco de estos compuestos son los
receptores activadores de peroxisomas (PPAR-y) (Huang y col., 2005a),
la activacion de estas proteinas ha sido utilizada en el tratamiento de la diabetes
tipo 2, al mejorar la sensibilidad de los receptores de insulina, en otro estudio se
evalué un extracto metandlico de flores de granada en ratas Zucker delgadas vy

obesas encontrando actividad similar al acido galico (Huang y col., 2005b).

Con respecto al jugo de granada, se han realizado estudios con pacientes
diabéticos tratados durante tres meses con un jugo diluido 1:5 y se demostré que la
concentracion del colesterol total y LDL en los pacientes tratados fueron similares a
los niveles mostrados en el grupo control sano (Cuadro 3). Eventualmente se
encontré que el consumo de jugo de granada en ese grupo especifico de pacientes,
no empeord los parametros diabéticos, pero dio lugar a efectos antioxidantes sobre

el suero y los macrofagos, que podrian contribuir a la atenuacion del desarrollo de

ateroesclerosis (Rosenblat y col., 2006).
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Cuadro 3. Perfil lipidico sérico en sujetos sanos (grupo control), asi como

en pacientes diabéticos antes y después del consumo de jugo de granada
(Adaptado de Rosenblat y col., 2006).

Parametros

Grupo Control

Pacientes diabéticos
antes del consumo
de jugo de granada

Pacientes diabéticos
después del
consumo de jugo de

granada.
Triglicéridos (mg%) 115+ 25 327+ 79* 302 + 64
Colesterol total (mg%) 1909 203 +13 193+ 10
Colesterol-LDL (mg%) 111 +10 1128 110+ 8
Colesterol-HDL (mg%) 56+ 3 39+3 41 + 3*

Los resultados sefialados muestran + error estandar de la media (SEM) *p<0.01 contra
los controles.

Por otro lado, también se evalu6 el jugo de granada concentrado (JGC) en una
dosis de 40 g al dia en pacientes diabéticos tipo Il con hiperlipidemia por ocho
semanas mostrando una reduccién significativa en colesterol total, la relacién
LDL/HDL y la relacién colesterol total/lHDL. En cambio, esto no sucedidé en
concentraciones séricas de triglicéridos y HDL. Al tomar en cuenta otros factores
(indices antropométricos, actividad fisica, clases y dosis de agentes orales
hipogliicemicos; asi como, el tipo de alimentacién) se concluy6é que el consumo de
CPJ puede modificar factores de riesgo de la enfermedad cardiaca en pacientes
hiperlipidémicos y su inclusién, por lo tanto, en sus dietas puede ser benéfica
(Esmailzadeh y col., 2004).

En base a lo anteriormente expuesto, se propone que las nuevas selecciones
(Apaseo EA y Tecozautla) de granada pudieran tener efectos similares o superiores
a los jugos de granadas comerciales con respecto al control de la diabetes debido a

que comparten numerosos caracteres.
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Hl. HIPOTESIS.

El jugo de granada roja de las variedades Apaseo EA y Tecozautla tiene efectos
benéficos en el perfil de lipidos y concentracion de glucosa en ratas diabéticas

inducidas quimicamente con estreptozotocina (STZ).
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IV. OBJETIVOS.

IV.1 General.

Evaluar los compuestos fendlicos del jugo de tres variedades de granada roja y su
efecto sobre los niveles de glucosa y perfil lipidico en ratas sanas y diabéticas
inducidas quimicamente con estreptozotocina.

IV.2 Especificos.

e Cuantificar parametros de pH, sélidos solubles totales (SST) y color del
jugo de granada roja.

e Determinar la concentracidon de antocianinas, flavonoides, fenoles totales

y capacidad antioxidante in vitro en el jugo de granada roja.

o Evaluar el efecto del consumo de dos variedades de jugo de granada roja

sobre los niveles de glucosa y perfil lipidico en ratas sanas y diabéticas.
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V. METODOLOGIA.

V.1 Materiales.
V.1.1 Material quimico.

o Estreptozotocina (STZ) minimo 98% HPLC de la marca SIGMA-ALDRICH

para la induccion quimica de diabetes en ratas de experimentacion.

e Tiras reactivas marca Accucheck para la determinacion de glucosa

sanguinea.

e Kits enzimaticos de la marca Randox Laboratories para la determinacion de

triglicéridos, colesterol y HDL en suero.
V.1.2 Material biolégico.
V.1.2.1 Animales de experimentacion.

Se utilizaron ratas macho Wistar cuyo peso corporal comprendi6 entre 250 y330 g
del bioterio del CINVESTAV-México y se sometieron a un periodo de adaptacion de
una semana bajo condiciones de ciclos de luz/obscuridad (12:12 h.), temperatura y
humedad controladas (22 + 2°C y 55 + 15%, respectivamente) teniendo acceso a

comida, agua o dilucion del jugo ad libitum durante todo el estudio experimental.
V.1.2.2 Granada roja.

Las muestras de granada roja nacional se recolectaron de huertas comerciales en
Apaseo El Alto, Gto. y Tecozautla, Hgo. en el mes de Agosto de 2006, la muestra
de granada de importacién (variedad Wonderful) fue obtenida de un supermercado

local en Diciembre del mismo afio. En ambos casos se obtuvieron frutas frescas en

22




estado de madurez de consumo, que se almacenaron en camaras de refrigeracion

a 4°C en bolsas de polietileno negras hasta su posterior anélisis quimico.

La fruta de la variedad Apaseo EA recolectada en el mes de Agosto se denomino
primera cosecha (EA1), asi mismo la recolectada en el mes de Septiembre fue la
segunda cosecha (EA2) y la recolectada en el mes de Noviembre fue la tercera
cosecha (EA3). Por lo anterior, el suministro del jugo de dicha variedad sigui6 el

mismo orden.

Todas las muestras de granada fueron proporcionadas por el Programa de Nopal y
Frutales del Campo Experimental Bajio ubicado en Celaya, Gto., del Instituto

Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

V.2 Métodos.

V.21 Elaboracion del jugo de granada roja.
El jugo de granada roja se prepar6 utilizando los granos del fruto fresco que se
molieron en un extractor. El jugo obtenido se filtr6 para eliminar el bagazo residual y
se utilizé tanto para los analisis quimicos como para el estudio in vivo. El jugo se
conservo en frascos ambar y en congelacion (-20°C).

V.2.2 Determinaciones en el jugo de granada roja.

V.2.2.1 Cuantificacion de fenoles totales.

El contenido de fenoles totales se determin6 usando el método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). Este método se basa en la oxidacion
de los compuestos fendlicos por el reactivo de Folin-Ciocalteu, el cual esta formado

por una mezcla de acido fosfotungstico y acido fosfomolibdico, reducida por accion
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de los fenoles, en una mezcla de 6xidos azules de tungsteno y de molibdeno. La
coloracién azul producida absorbe a una longitud de onda de 764 nm.

La cuantificacion se realizé utilizando una curva estandar de é&cido galico (0 a
20 pg) como estandar. Se pes6 1 g de jugo de granada, se disolvié en 10 mL de
metanol y se agité a temperatura ambiente durante 24 h. De esta solucién se tomo
40 pL para llevarlo a un volumen de 2 mL. Posteriormente se tom6 20 uL de esta

muestra y su respectivo blanco (agua).

Ambas muestras se mezclaron con 250 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1N)
adicionando 1.250 mL de Na,COs (20%) y se dejé reposar en la obscuridad por 2 h
a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se leyé la absorbancia a
730 nm. El valor obtenido de la muestra se expres6 como mg equivalentes de acido

galico (AG) por L de jugo (mg equivalentes AG/L muestra).

V.2.2.3 Cuantificacion de antocianinas.

La determinacion de antocianinas totales se realiz6 en el jugo de granada roja

siguiendo el método recomendado por Abdel-Aal y Hucl (1999).

En un vaso de precipitado de 50 mL se colocaron 0.5 g de jugo y se adicion6 4 mL
de etanol acidificado (85 mL de etanol al 95% + 15 mL de HCI 1N); mezclandose
~ fuertemente, en forma manual, durante 2 minutos y se ajusto el pH a 1.0 con HCI
(dilucién 1:1 HCI concentrado:agua). Posteriormente se centrifugd durante

20 minutos a 10,000 rpm y el sobrenadante se ajust6 a un volumen de 10 mL.

Una vez realizado lo anterior, se ley6 la absorbancia (Espectrofotometro UV-Visible,
SmartSpec™ Plus, BIO RAD) a 535 nm, realizando previamente un barrido para
obtener el espectro de absorbancia, en un rango de 400-600 nm.
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El valor de la absorbancia obtenido a 535 nm se sustituy6 en la formula:
C = (A/e)x(VT/1000)xMWx(1/PM)x1 0°
que, bajo las condiciones de estudio, la férmula puede simplificarse en :
C = Ax228.21 mg/kg

donde C=concentracién total de antocianinas (mg/kg) o miligramos equivalentes de
cianidina 3-glicosido/L de muestra, A=lectura de absorbancia a 535 nm,
e=coeficiente de absortividad molar (cianidina 3-glucosido=25965 cm'M™),
VT=volumen total del extracto de antocianinas, MW=Peso molecular de la cianidina

3-gltcosido=449, PM=peso de la muestra.

V1.2.2.3 Cuantificacién de flavonoides totales.

El contenido de flavonoides totales se determiné usando un método colorimétrico
(Gutiérrez y col., 2000). La cuantificacién se realiz6 utilizando una curva estandar
de (+)-catequina como estandar. Se mezclaron 1250 pL de agua HPLC con
diferentes volimenes de la solucion inicial (1mg/mL etanol) de (+)-catequina (0, 20,
40, 60, 80, 100), se agregd 75 uL de NaNO, al 5%, se mezclo y se dejo reposar
durante 6 minutos, posteriormente se adicion6 150 uL de AICI;.6H20 al 10%, se
mezcld y se dejo reposar durante 5 minutos, finalmente se agregd 500 pL de NaOH
1 M, ajustando el volumen a 2.5 mL para leer inmediatamente la absorbancia a
510 nm contra el blanco (Espectrofotémetro UV-Visible, SmartSpec™ Plus, BIO
RAD).

Para las muestras problema, se tomaron 100 pL y se afiadieron las mismas

cantidades mencionadas en el parrafo anterior, ajustando el volumen a 2.5 mL bajo
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las mismas condiciones de lectura. El valor obtenido de la muestra se expresé

como mg equivalentes de (+)-catequina/mL de muestra.

V.2.2.4 Capacidad antioxidante in vitro.

Este método evalla la capacidad antioxidante in vitro expresada como equivalentes
del acido (#/-)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetramil-croman-2-carboxilico (trolox), tanto de
compuestos puros como de materiales bioldgicos (Mariken y col., 2004). Este
método se basa en la capacidad del compuesto antioxidante a estudiar de atrapar
radicales del compuesto ABTS (2,2 -azinosbis-(2-aminodinopropano-HCl). El
radical libre se produce mediante la reaccién de ABTS con persulfato de potasio,

generando el radical ABTS™.

Para esta determinacion se utilizd una curva estandar de trolox, preparado en
etanol. Se pes6 1 g de jugo el cual se agitd con 10 mL de metanol durante 24 h a
temperatura ambiente. Obtenido el extracto metandlico, se centrifugé a 5000 rpm
por 10 minutos, del sobrenadante se tom6 10 pL y se agregaron 990 pL de la

solucion con el radical ABTS* con una Azasnm de 0.7.

La absorbancia se obtuvo después de realizar diluciones previas de la solucion
preparada con ABTS 7 mM y persulfato de potasio 2.5 mM con solucion
amortiguadora de fosfatos salino (PBS) 0.2 M, pH 7.4. La solucién del radical
ABTS* con la muestra tuvo una absorbancia a 734 nm después de 6 minutos, a
partir de la cual se obtendra el valor de TEAC para el extracto del fruto. El valor
TEAC es el indicador de la capacidad antioxidante de una muestra en relacion al

trolox y se calculara de la siguiente manera:

TEAC muestra= Amuestra/ [m + Amuestra]

Donde Amuestra €S la absorbancia de la muestra a 734 nm a los 6 minutos de

reaccion y m es la pendiente de la curva estandar de trolox.
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V.23 Evaluacion del efecto del jugo de granada roja sobre los niveles de

glucosa y lipidos en ratas diabéticas.

V.2.3.1 Induccién de diabetes con estreptozotocina (STZ).

Para la induccion quimica de diabetes se utilizé estreptozotocina (8TZ) a una dosis
de 45 mg/kg de peso corporal; administrada por via intraperitoneal a ratas con 15 h.

de ayuno.

La estreptozotocina se prepard minutos antes de la induccién disolviendo en una

solucién amortiguadora de citratos 0.1 M a pH 4.5.

Cinco dias posteriores a la induccién se determinaron los niveles de glucosa en
sangre tras un ayuno de 8 h. Aquellas ratas que mostraron valores arriba de

180 mg/dL fueron consideradas diabéticas y se incluyeron en el estudio.

V.2.3.2 Determinacién de glucosa sanguinea en ayuno.

El nivel de glucosa se cuantifico en muestras de sangre obtenidas de la vena
caudal de los animales de experimentacién, con un ayuno minimo de 8 h.
Se utilizaron tiras reactivas de la marca ACCU-CHECK y un glucémetro de la marca
Roche, con una sensibilidad de 10-600 mg/dL de glucosa para llevar a cabo la

determinacion.

V.2.3.3 Estudio experimental.

En este estudio se manejaron grupos de experimentacion conformados por ratas
sanas y diabéticas, las cuales se trataron con diferentes variedades y dosis de jugo
de granada (2.5 y 5%). Ademas, se consideré un grupo control de ratas sanas y

diabéticas.
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El Cuadro 4 muestra las dosis a administrar a los diferentes grupos de
experimentacion. El jugo de granada se administré en el agua de consumo diario
durante tres semanas. Durante este periodo de tiempo, se determiné diariamente
tanto el consumo de alimento como el consumo de agua o jugo diluido (2.5 y 5%).
Cada semana se determinaron los niveles de glucosa sanguinea en ayuno asi como
la ganancia de peso de cada grupo experimental. Al término del tiempo de estudio
se obtuvieron muestras de sangre por puncién cardiaca, la cual se centrifugé a
10000 rpm por 10 min. para la obtencién de sueros, los cuales se congelaron a

-20 ° C hasta su uso.

Cuadro 4. Evaluacién del efecto del jugo de granada roja sobre los niveles

séricos de glucosa y lipidos en ratas diabéticas

Grupo Ratas Poblacion Tratamiento
(n)
1 Sanas 5 Ninguno (Control Sano)
2 Sanas 5 Wonderful al 5%
3 Sanas 5 Apaseo EA al 5%
4 Sanas 5 Tecozautla al 5%
5 Diabéticas 7 Ninguno (Control Diabético)
6 Diabéticas 7 Wonderful al 5%
7 Diabéticas 7 Apaseo EA al 2.5 %
8 Diabéticas 7 Apaseo EA al 5%
9 Diabéticas 7 Tecozautla al 2.5%
10 Diabéticas 7 Tecozautla al 5%
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V.2.3.4 Determinacion de triglicéridos, colesterol total y HDL en suero.

Para la cuantificacién de triglicéridos, colesterol y HDL se utilizaron kits enzimaticos
comerciales de la marca Randox Laboratories. Las determinaciones se realizaron

en muestras de suero de los animales de experimentaciéon (Anexo 1).

V.2.3.5 Anadlisis estadistico.

Los resultados de las determinaciones de: pH y solidos solubles totales, parametros
de color y fenoles totales junto con capacidad antioxidante in Vitro fueron
reportados como la media + desviacién estandar (DE). Por otro lado, los resultados
de los estudios in vivo fueron reportados como la media + error estandar de la
media (SEM). Se utilizé el estadistico mediante el anlisis de varianza (ANOVA)
con un nivel de confianza de 90 y 95%, posteriormente se determin6 la diferencia
entre los tratamientos mediante la comparacion de medias por la prueba de Tukey-
Kramer y la comparacién de medias de cada tratamiento con su grupo control, por
la prueba de Dunnet. Los datos se analizaron con el paquete estadistico JMP 5.0.1.
y Sigma Stat 3.5.
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VI. RESULTADOS.

VI.1 Parametros fisicos y quimicos del jugo de granada roja.
VI.1.1 Determinaciones de pH y sélidos solubles totales.

Los jugos de granada roja fueron evaluados con respecto al pH y sélidos solubles
totales (SST), los cuales son parametros utilizados para cuantificar la acidez y el
porcentaje de azlcares contenidos en una muestra, respectivamente. En el
Cuadro 5 se muestra que el jugo de la variedad Tecozautla present6 el valor mas
alto de pH (3.45); mientras que la variedad Wonderful y Apaseo EA primera
cosecha (EA1) muestran el mas bajo (alrededor de 2.80). Asi mismo, se muestra
que el pH incrementa en el jugo conforme pasa el tiempo de cosecha. Con respecto
a los SST, el mayor porcentaje de azlcares corresponde a la variedad Apaseo EA

tercera cosecha (EA3) (16.41°Bx) y la menor concentracién la presenta la variedad

Wonderful (13.7°Bx).

Cuadro 5.Comparacién de los niveles de pH y SST en las diferentes

variedades de granada roja en estudio.

Variedad pH SST

(°Bx)
Apaseo EA (primera cosecha) 2.80+0.01° 1436+ 0.12°
Apaseo EA (tercera cosecha) 3.03+0.03° 16.41+0.16°
Tecozautla 345+0.01°2 15.66 + 0.09 ®
Wonderful 2.79+0.03° . 13.70+£ 0.11°

Valores con la misma letra en la misma columna no tienen diferencia significativa
(p<0.05) (Prueba de Tukey-Kramer). Datos expresados como media + desviacion

estandar.
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VI.1.2  Determinacién de parametros de color.

Al jugo de granada roja se le determiné en un colorimetro (Minolta TR2002
Software: Spectral Magic versién 1.01) las tres coordenadas cartesianas cilindricas
L*(luminosidad), a* y b*. Estas Gltimas se usaron para el calculo de los parametros
de correlacién de intensidad (chroma, C*) y correlacién de la tonalidad cromatica
(hue, h) con las ecuaciones correspondientes, caracterizando el color. En el
Cuadro 6 se muestra que el jugo de la variedad EA3 presenta el valor mas alto de
luminosidad (29.47), a*(11.79) y C*(11.81); mientras que, la variedad Wonderful los
mas bajos L* (22.30), a*(2.26) y C*(2.36). Asi mismo, se muestra que para la
variedad Apaseo EA dichos parametros incrementan en el jugo conforme pasa el
tiempo de cosecha. Contrariamente, EA1 muestra los valores mas bajos de b* y
de h. Estos datos nos sugieren que el jugo de Apaseo EA es la muestra con
tonalidad mas roja (debido a que valores positivos de a* pertenecen a tonalidades

rojas) y luminosa comparada con el resto de las muestras.

Cuadro 6. Determinaciéon de color en las diferentes variedades de

granada roja en estudio.

Variedad L* a* b* c* h

Apaseo EA (primera cosecha) | 28.47+0.42° | 9.8310.98 ® [0.26+0.41°| 9.83+0.99°%| 1.52+0.12°

Apaseo EA (tercera cosecha) |29.47+0.13° | 11.792£0.16 ® |0.5540.11 °| 11.81£0.16 | 2.69+0.52 °
Tecozautla 26.61+0.93° | 6.90+0.54° |1.65+0.18 | 7.09+0.56 ° | 13.45+0.40 °
Wonderful 22.30+0.28 ° | 2.26+0.33° |0.67+0.16 °| 2.36+0.05° | 16.51+1.61 °

Donde h = tan™(b*/a*), C*= (@*+b**)"* (Marti y col., 2001)
Valores con la misma letra en la misma columna no tienen diferencia significativa
(p<0.05) (Prueba de Tukey-Kramer). Datos expresados como media * desviacion

estandar.
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V1.2 Cuantificacion de fenoles totales, flavonoides totales, antocianinas
totales y capacidad antioxidante in vitro.

Se determiné la concentracion de fenoles totales (Cuadro 7) encontrando que la
variedad Wonderful tuvo el valor mas alto de dicho parametro (3601.66 mg eq.
AG/L dée muestra), de flavonoides (5.19 mg eq. catequina/mL de muestra), de
antociahinas (425.02 mg eq. C3G/L de muestra) y de capacidad antioxidante (20.96
mM eq. trolox). Mientras que Tecozautla muestra el valor mas bajo de fenoles
totales (188.43 mg eq. AG/L de muestra); no asi, un valor de antocianinas (172.23
mg eq. C3G/L de muestra) cercano al de EA3 (172.06 mg eq. C3G/L de muestra).
La variedad EA3, mostré el menor valor de flavonoides (1.82 mg eq. catequina/mL
de muestra) y capacidad antioxidante (9.13 mM eq. trolox). Estos datos sugieren
que el jugo de la variedad Wonderful es la muestra que tiene mayor actividad
antioxidante y, por consiguiente, se espera que sea el que reduzca en la misma
magnitud el estrés oxidativo, reforzando los mecanismos antioxidantes endoégenos

junto con efectos benéficos en el control de la diabetes.

Cuadro 7. Comparacién entre las determinaciones de fenoles totales,
flavonoides totales, antocianinas y capacidad antioxidante in vitro en las

diferentes variedades de granada roja en estudio.

Fenoles Flavonoides Antocianinas Capacidad
totales totales (mg eq. C3G/L | Antioxidante
Variedad. (mg eq. AG/L {mg eq. de muestra). (mM eq.
de muestra). catequina/mL trolox)
de muestra).
Apaseo EA 2212.77+0.14° 1.82+0.06 © 172.063.18 " 9.13+0.67 °©
(tercera cosecha)
Tecozautla 188.43+0.23 °| 2.08+0.05° 172.23+2.94° | 16.10£0.52°
Wonderful 3601.66£0.11 ° 5.19£0.29° 425.02+28.81° 20.96+0.23 °

C3-G = Cianidina-3-glucésido, AG = acido galico. Datos expresados como media *
desviacion estandar. Valores con la misma letra en la misma columna no tienen
diferencia significativa (p<0.05). (Prueba de Tukey-Kramer).
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V1.3 Estudios in vivo.

Para determinar el efecto del jugo de granada roja sobre los niveles de glucosa y
lipidos se realizaron los estudios in vivo. La Figura 5 muestra las concentraciones
de glucosa con respecto al tiempo de tratamiento de las ratas sanas, observandose
que los animales que consumieron jugo de granada de la variedad Wonderful y
Tecozautla presentaron mayores niveles de glucosa comparados con el control,
hasta un 41% a la tercera semana. Con respecto a los animales diabéticos se
observé un efecto muy similar incrementandose la glucosa sanguinea hasta en un
16% para los animales alimentados con jugo al 5% de la variedad Apaseo EA para
la segunda semana (Figura 6). Mientras que en la tercera semana de tratamiento
hubo un incremento en los niveles de glucosa sanguinea del 25% con la variedad
Wonderful al 2.5%. Asi mismo, un incremento del 21% para la variedad Apaseo EA
al 5% y de 25% para Tecozautla al 5% (Figura 6).

100 -

980 4 *

u

70 4

60 - BControl Negativo
_h i mWonderfu!al 5%
QOApaseo EAal 5%

OTecozautla al 6%

50 A
40 A
30 1

Niveles de glucosa (mg/dL})

20 -

10 4

1 2 3
Tiempo (semanas)

Figura 5. Niveles de glucosa en ratas sanas tratadas con el jugo
de granada roja (5%).
Los datos son presentados como la concentracion de glucosa + error

estandar de la media (SEM). *Indica diferencia estadistica significativa con
respecto al control, p < 0.05.
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Figura 6. Niveles de glucosa en ratas diabéticas tratadas con el
jugo de granada roja (2.5% y 5%).

Los datos son presentados como la concentracién de glucosa * error
estandar de la media (SEM).xIndica diferencia estadistica significativa con

respecto al control, p < 0.05.

El Cuadro 8 muestra los datos del peso corporal con respecto al tiempo de
tratamiento de todos los grupos de experimentacion, no observandose diferencia
significativa utilizando la prueba de Dunnet. Cabe sefalar, que a medida que
avanzé el tratamiento las ratas sanas, tanto control como tratadas incrementaron el
peso corporal, mientras que, las ratas diabéticas presentaron un decremento del
mismo parametro, sin observarse una diferencia estadisticamente significativa de

los tratamientos con respecto al control.
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Cuadro 8. Peso corporal de las ratas sanas y diabéticas tratadas con el
jugo de granada roja.

e _ . Variedad - Tiempo (semanas)
0 1 2 3

Control Sano 336.66+1.85 363.18+2.00 384.64+3.81 392.2645.82
Wonderful al 5% Sano 335.94+5.86 361.4046.29 381.9447.58 | 392.3048.71
Apaseo EA al 5% Sano 325.7043.82 | 355.8846.79 381.96+10.3 | 391.2648.63
Tecozautla al 5% Sano 328.4443.55 | 355.4415.71 373.8218.26 | 374.38+8.66
Control Diabético 278.1348.08 | 253.4615.03 | 241.05+4.47 | 236.1745.51
Wonderful al 2.5% Diabético 286.67+2.81 253.1148.84 | 222.10+12.3 | 234.701+14.4
Apaseo EA al 2.5% Diabético 286.69+8.95 | 268.73+11.4 249.79+12.4 | 250.53+16.1
Tecozautla al 2.5% Diabético 285.87+3.31 267.7146.79 | 253.5046.34 | 256.39+5.83
Wonderful al 5% Diabético 283.2446.60 | 252.1445.11 250.58+5.42 | 243.7349.54
Apaseo EA al 5% Diabético 294.3414.46 | 265.3315.94 353.9049.51 249.90+11.3
Tecozautla al 5% Diabético 290.89+3.87 | 260.77+7.00 241.1649.12 | 250.4719.10

Los datos son presentados como la peso corporal + error estandar de la media (SEM).

La Figura 7 muestra el consumo de alimento de ratas sanas con respecto a las
semanas de experimentacion. Los animales que consumieron jugo de las diferentes
variedades de granada roja presentaron el mismo consumo de alimento que el

grupo control.

Por otro lado, los resultados observados en el consumo de alimento con respecto al
tiempo de tratamiento para las ratas diabéticas (Figura 8) muestran que en la
primera semana el grupo tratado con la variedad Wonderful al 5% presenté una
disminucién del 13% con respecto al grupo control. En la segunda semana el grupo
tratado con la variedad Wonderful al 2.5% present6 una disminucién importante del
18% comparado con el control. Mientras que para la tercera semana, todos los
grupos alimentados con las diferentes variedades disminuyeron dicho consumo,
mostrando un decremento estadisticamente significativo desde un 14% (Apaseo EA
al 5%) hasta del 24% (Wonderful al 5%) respecto al grupo control.
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VIl. DISCUSION DE RESULTADOS.

Los cambios de acidez en las dos variedades de granada roja utilizadas en este
estudio (Cuadro 5) muestran datos similares a lo reportado para un jugo de
granada de la variedad Mollar (pH 3.8) procedente de Alicante, Espafia (Marti y
col., 2001; Pérez-Vicente y col., 2004), asi como, con frutos de granada roja
procedentes de un huerto comercial en Apaseo El Alto, Gto. Sin embargo, el jugo
de granada de Apaseo EA de la primera cosecha presento menor valor de pH, lo
cual podria estar influenciado por las condiciones ambientales (Mercado y col.,
2007). Se ha demostrado la presencia de &cido citrico y una pequefia cantidad de
acido ascorbico en el jugo de granada roja (Marti y col., 2001) y a dichos acidos se

les atribuye de manera importante la acidez de este jugo.

En cuanto a los resultados de SST, los valores de las diferentes variedades
flucttan en un intervalo de 14 a 16 °Bx. Este parametro es una medida del
porcentaje de azlucares disueltos en un liquido y esta acorde a lo reportado para
jugo de la variedad Mollar (15 °Bx) (Marti y col., 2001; Pérez-Vicente y col., 2004).

Con respecto al color, es interesante observar que dentro de estos parametros
existen cambios a través del tiempo en la variedad Apaseo EA, siendo mayores
todos estos valores para EA3 en comparacion a EA1 con tres meses de diferencia
en el tiempo de cosecha. El valor positivo de a* es caracteristico de las tonalidades
rojas (Lopez y col., 2004) y dicho valor fue mayor para Apaseo EA3, lo cual nos
indica que las granadas procedentes de esta localidad producen frutos con mayor
contenido de pigmentos rojos y mas luminosos (indicado por el parametro L*).
El parametro h en las muestras del trabajo experimental se encuentra entre 1° y
17°, donde al aumentar de 0° a 60°, el color cambia de rojo-magenta a rojo-naranja,
por lo tanto la tonalidad de los jugos corresponde al rango de tonos magenta (Marti
y col., 2001).
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Por otro lado, cada una de las variedades presenta concentraciones diferentes en
cuanto al contenido de compuestos fendlicos. En este estudio se observa, la
diferencia existente entre el contenido de flavonoides y antocianinas entre las

variedades de granada roja.

El contenido de fenoles totales en la variedad Mollar se ha reportado en 2750 mg
eq. AG/L muestra (Pérez-Vicente y col., 2004); siendo equiparable, en nuestro
estudio, a EA3 con 2212.77 mg eq. AG/L muestra, menor en el caso de la variedad
Tecozautla (188.43 mg eq. AG/L muestra) y siendo superado por la variedad
comercial Wonderful (3601.66 mg eq. AG/L muestra) utilizada con fines
comparativos. Otros autores han reportado 0.8334 mg AG/g de arilos en la variedad
Mollar de Eiche (Guillen y col., 2007) que comparados con las variedades de este
estudio se tiene a EA3 con 2.1406 mg AG/g de muestra, Tecozautla con 0.1773 mg
AG/g de muestra y Wonderful con 2.7013 mg AG/g de muestra. Dichas diferencias
pueden atribuirse a que en la variedad Mollar de Elche, estos compuestos fueron
determinados en los arilos enteros y no unicamente en el jugo, lo que sugiere un
mayor aprovechamiento de ésta caracteristica del fruto en dicha presentacion.
Guillen y col., demuestran que la variedad Mollar de Elche es muy rica en fenoles
totales en comparacion a las variedades Taifi y Ganesh. Por lo que, la variedad
Apaseo EA presenta concentraciones similares a la variedad Mollar, pero
superiores a otras fuentes importantes tales como: el vino tinto (2036 mg AGIL
muestra) y el té verde (1029 mg AG/L muestra) (Gil y col., 2000).

Con respecto a la concentracion de antocianinas se observo una cantidad similar
para la variedad EA3 (172.06 mg eq C3G/L muestra) comparada con Tecozautla
(172.23 mg eq C3G/L muestra) y menor a Wonderful (425.02 mg eq C3G/L
muestra). Esta ultima es superior a lo reportado para la variedad Mollar (250.9 mg
eq C3G/L muestra) (Pérez-Vicente y col., 2004). Esta diferencia puede explicarse

por los diferentes tiempos de cosecha, origen y variedad a la que pertenecen.
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Asi mismo, diversas investigaciones reportan que durante el almacenamiento de la
granada roja, las antocianas disminuyen en los arilos almacenados o en los zumos
debido a que su estabilidad se ve alterada por el tiempo y la temperatura, en frio o
a temperatura ambiente (Marti y col, 2001; Pérez-Vicente y col., 2004; Guillen y
col., 2007). Dichos autores utilizaron temperaturas desde 2 a 25°C y en nuestro

caso, fueron congelados los jugos (-20°C) hasta su uso.

En cuanto a la capacidad antioxidante, la variedad EA3 presenté 9.13 mM eq.
trolox, Tecozautla 16.1 mM eq. trolox y Wonderful el valor de 20.96 mM eq. trolox,
mientras que una muestra de la variedad Mollar contiene 17 mM eq. trolox (Péerez-
Vicente y col., 2004) mostrando diferencias entre las variedades pero mayores a las
presentadas en el vino tinto y una infusion de té verde determinadas bajo el mismo
método. La variedad de importacion (Wonderful) presentd un valor de TEAC similar
a muestras de la misma variedad procesadas industrialmente, pero EA3 presento

valores inferiores a éstas (Gil y col., 2000).

Con respecto a los estudios in vivo, la administracion via intraperitoneal a una dosis
de 60 mg/kg de peso corporal de STZ, un antibiético de amplio espectro con
actividad diabetogénica, oncolitica y oncogénica, provoca la destruccion selectiva
de las células beta pancreaticas (Rossini y col., 1977: Spring, 2001); produciendo
un aumento progresivo en niveles glucémicos en sangre (350-450 mg/dL) alrededor
de 1 a 2 dias después de la inyeccion (Rossini y col., 1977). En base a lo anterior,
en el presente estudio se emplearon animales diabéticos con niveles de glucosa
alrededor de 300 mg/dL, lo que sugiere que una parte importante del pancreas se

encontraba ya destruido.

Cabe destacar que, en general, los niveles de glucosa determinados a lo largo del
periodo experimental, son mayores a los obtenidos en las lecturas iniciales. Este
hecho puede deberse a que en los inicios de la diabetes, la enfermedad suele ser
menos agresiva y debido a que la destruccion del pancreas es progresiva, existe

menor produccién de insulina y por lo tanto los niveles de glucosa se van
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En general, en las ratas diabéticas hubo una disminucion en el consumo de
alimento (Figura 8), a pesar de que no se reguld el metabolismo de glucosa. Por lo
que, la disminucién en el consumo de alimento pudo estar relacionada con la

ingesta alta de glucosa a partir del jugo de granada, produciendo cierta saciedad.

Es un problema comlin que los pacientes con diabetes presenten elevadas
concentraciones de triglicéridos y colesterol en sangre (Goldstein y col., 2003). El
tejido adiposo requiere de una funcién apropiada de la insulina para incorporar
glucosa y reesterificar los acidos grasos, los cuales son transportados como
triglicéridos. En el caso de la diabetes, la funcion de reesterificacion no se lleva
eficientemente a cabo, incrementandose los niveles de triglicéridos en sangre
(Greenspan y Strewler, 1998). El jugo de la variedad Tecozautla disminuy6 los
niveles de ftriglicéridos tanto en ratas sanas como diabéticas (Figura 12), lo que
podria estar relacionado con una disminucion en la sintesis de triglicéridos en
higado. Mientras que, los jugos de granada de las variedades Apaseo EA vy
Wonderful al 2.5% incrementan estos niveles en ratas diabéticas. Se ha reportado
que el consumo durante tres meses de jugo de granada diluido (1:5) en pacientes
diabéticos, no mejora el perfil lipidico pero si produce efectos antioxidantes sobre el
suero y los macroéfagos, lo que podria contribuir a la atenuacion del desarrollo de
ateroesclerosis (Rosenblat y col., 2006). Asi mismo, el consumo de 40 g al dia de
jugo de granada concentrado (JGC) no reduce las concentraciones séricas de

triglicéridos en pacientes con hiperlipidemia. (Esmailzadeh y col., 2004).

Con respecto al colesterol total para las ratas sanas bajo tratamiento con las
variedades Wonderful, Apaseo EA y Tecozautla, aumentaron significativamente los
niveles de este lipido (Figura 14). Mientras que, las ratas diabéticas tratadas con la
variedad Tecozautla al 2.5 y 5% también aumentaron los niveles de colesterol total
respecto al grupo control. Por el contrario, la variedad Wonderful y Apaseo EA al
5% en las ratas diabéticas disminuyd considerablemente los niveles séricos del

mismo. Lo anterior concuerda con dos estudios con pacientes humanos diabéticos

tratados con jugo de granada roja diluido 1:5 (50 mL/dia) o una dosis de 40 g de
48




JGC, donde se observo una reduccién significativa en las concentraciones séricas
de colesterol (Esmailzadeh y col., 2004; Rosenblat y col., 2006). Las discrepancias
entre los resultados de diferentes variedades, pueden deberse a la dosis
establecida entre los experimentos, las semanas de tratamiento y la composicion

fitoquimica de cada variedad de granada roja.

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL)
juegan un papel importante en el metabolismo del colesterol, ya que son las
responsables de transportar el colesterol sintetizado de manera endégena por el
higado, el obtenido por via exdgena a partir de los alimentos, del higado a la
periferia y viceversa para que sea metabolizado. Los pacientes diabéticos tanto
insulino dependientes como no insulino dependientes generalmente presentan
elevadas concentraciones de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y pocas
concentraciones de lipoproteinas de alta densidad (HDL) lo que repercute en
problemas del corazdn (Goldstein y col.,, 2003). Por otro lado, el calculo de
colesterol no HDL asume que todo el colesterol que no es transportado en las HDL
es potencialmente aterogénico. Incluso es un mejor predictor de eventos vasculares
que el colesterol LDL en poblaciones formadas por sujetos con diabetes,
enfermedad cardiovascular o con hipertrigliceridemia (Aguilar y col., 2004). En las
figuras 15 y 16 se muestran los resultados obtenidos sobre las concentraciones
séricas de colesterol no HDL y HDL en los diferentes grupos de experimentacion,
encontrando que la administracion del jugo de Tecozautla (al 2.5y 5 %) en ratas
diabéticas incrementa los niveles de colesterol no HDL; dicho resultado podria
incrementar el riesgo de ateroesclerosis aunque a la dilucién al 5% se incrementa
los niveles de HDL (19%). Por el contrario, las variedades Wonderful y Apaseo EA
al 5% disminuyen significativamente con respecto al grupo control el nivel de
colesterol no HDL e incrementa la variedad Wonderful a dicha dilucion los valores
de HDL (18%) no asi, la variedad Apaseo a la misma dilucion que disminuye los
niveles de HDL en un 26%.
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VIil. CONCLUSIONES.

El jugo de la variedad Apaseo EA present6 una tonalidad mas roja comparado con
las otras variedades; sin embargo, este efecto no puede atribuirse a la presencia de
antocianinas, ya que la variedad Wonderful mostr6 los contenidos mas altos de

estos fenoles.

El consumo de granada roja de las variedades Wonderful, Apaseo EA'y Tecozautla
incrementd la concentracion de glucosa sanguinea tanto en animales sanos como
en diabéticos, lo cual pudiera estar relacionado con el contenido de solidos solubles

totales presentes en el jugo de dicha fruta.

El jugo de la variedad Tecozautla disminuye los niveles de triglicéridos, pero
incrementa la concentracién de colesterol total y de colesterol no HDL, lo cual

predispone a riesgo cardiovascular.

El jugo de la variedad Apaseo EA no disminuye los niveles de glucosa en sangre,
pero regula negativamente los niveles de triglicéridos, colesterol total y colesterol no
HDL sugiriendo que podria ser recomendable para el control del perfil lipidico en la

diabetes mellitus.
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X. ANEXO 1.

A continuacién; se muestra el fundamento de las técnicas, para cada una de las

determinaciones, incluidas en el perfil lipidico.

» Triglicéridos.

Los triglicéridos presentes en la muestra de sangre reaccionan con una lipasa para
formar glicerol. El glicerol, convertido a glicerol-3-fosfato por la enzima glicerol
cinasa, reacciona con la enzima glicerol fosfato oxidasa para formar fosfato de
dihidroxiacetona y peréxido de hidrégeno, el cual reacciona con la enzima con
4-aminoantipirina/p-clorofenol y a través de la enzima peroxidasa se lieva a cabo la
formaciéon de un compuesto de color rojo intenso llamado quinoeimina, el cual se

lee espectrofotométricamente a una longitud de onda de 500 nm.

» Colesterol total.

Para esta determinacion también se utiliza el indicador quinoneimina que se forma
a partir de peroxido de hidrégeno y 4-amino-antipirina en presencia de fenol y
peroxidasa. Los ésteres de colesterol presentes en la muestra reaccionan con la
enzima colesterol esterasa para liberar colesterol, et cual al reaccionar de nuevo
con esta enzima produce colesten-3-ona y peroxido de hidrégeno a partir del cual
se obtiene el indicador antes mencionado, que se lee a una longitud de onda de
546 nm.
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» HDL.

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL y VLDL) y las fracciones de quilomicrones
precipitan cuantitativamente al afadir acido fosfotingstico en presencia de iones
magnesio. Después de centrifugar, la concentracion de colesterol se determina en
la fraccion HDL que queda en el sobrenadante. Por lo que esta determinacion se

basa en el mismo principio que la determinacion enzimatica de colesterol.
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