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RESUMEN

El orujo de uva es un subproducto con un alto contenido en compuestos fendlicos
extraibles (EPC) y compuestos fendlicos no extraibles (NEPC). Se ha reportado
gue el orujo previene la resistencia a insulina y, dicho efecto, se ha asociado
principalmente al consumo de EPC; mientras que los NEPC no han sido
considerados para tales asociaciones. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto del consumo de orujo de uva roja con diferentes contenidos de
compuestos fendlicos extraibles y no extraibles sobre la resistencia a la insulina en
ratas alimentadas con una dieta hipercaldrica e identificar los posibles compuestos
fendlicos totales asociados a este beneficio. Se utilizaron orujos de uva de
diferentes variedades con concentraciones contrastadas de estos compuestos en
una relacion de EPC:NEPC de 1.0 para Garnacha, 1,4 para Malbec, y 5.7 para
Syrah. El orujo de Malbec present6 la mayor concentracion de antocianinas como
malvidina hexdsido y catequinas, las cuales son EPC y el orujo de Garnacha de
procianidinas diméricas y triméricas, mientras que Syrah presenté la mayor
concentracion de peonidina dihexdsido y malvidina dihexésido. Para la evaluaciéon
in vivo se usaron ratas Wistar, las cuales se alimentaron durante 16 semanas con
una dieta hipercaldrica suplementada con orujo (1 g/kg/dia). EI consumo de orujo
redujo el indice HOMA-IR 1.67-1.75 veces y mejor0 la tolerancia a la glucosa, y
contenido de glucogeno hepatico sin diferencias significativas entre los grupos
tratados. Los acidos grasos libres séricos disminuyeron en un 24-33% para todos
los grupos tratados con los orujos y el contenido de triglicérido fue un 47% menor
en los animales tratados con Malbec, Garnacha un 31% y Syrah un 16%,
comparado con los valores del grupo DAGF. El andlisis de PCA mostr6 que todos
los orujos mejoraron los niveles de glucosa sérico, insulina y resistencia a insulina,
pero el orujo de la variedad Malbec ejercié ligeramente menor capacidad de
regulacion (HOMA-IR, 9.1) y el orujo Syrah (HOMA-IR, 6.2) fue ligeramente mejor;
este efecto se asocié a su alto contenido de NEPC. Sin embargo, esta ultima
variedad tuvo el menor efecto para disminuir los triglicéridos en suero, siendo el
orujo de la variedad Malbec el que produjo el mayor efecto hipotrigliceridémico. En
general, el orujo de uva ejerce beneficios en el control de la resistencia a la
insulina; sin embargo, la proporcion de sus EPC y EPC solamente podria ser
importante a considerar para la regulacion de triglicéridos en suero.

Palabras clave: Resistencia a la insulina, triglicéridos, orujo de uva, compuestos
fendlicos.
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ABSTRACT

Grape pomace is a by-product containing extractable phenolic compounds (EPCs)
and non-extractable phenolic compounds (NEPCs). Grape pomace has been
reported to prevent insulin resistance, and this effect has been mainly associated
with the consumption of EPCs, whereas NEPCs have not been considered for
such associations. Therefore, this work aimed to evaluate the effect of red grape
pomace consumption with different contents of extractable and non-extractable
phenolic compounds on insulin resistance in rats fed a hypercaloric diet and to
identify the possible total phenolic compounds associated with this benefit. Grape
pomace from different grape varieties with contrasting concentrations of these
compounds at an EPC: NEPC ratio of 1.0 for Garnacha, 1.4 for Malbec, and 5.7 for
Syrah were used. Malbec pomace presented the highest concentration of
anthocyanins, such as malvidin hexoside and catechins, which are EPCs, and
Garnacha pomace of dimeric and trimeric procyanidins, while Syrah presented the
highest concentration of peonidin dihexoside and malvidin dihexoside. Wistar rats
fed for 16 weeks with a hypercaloric diet supplemented with pomace (1 g/kg/day)
were used for the in vivo evaluation. The consumption of pomace reduced the
HOMA-IR index by 1.67-1.75 times and improved glucose tolerance and hepatic
glycogen content without significant differences between the treated groups.
Serum-free fatty acids decreased by 24-33% for all pomace-treated groups, and
triglyceride content was 47% lower in Malbec, Grenache 31%, and Syrah 16%
lower compared to DAGF group values. PCA analysis showed that all pomace
improved serum glucose, insulin, and insulin resistance levels. Malbec pomace
exerted slightly less regulatory capacity (HOMA-IR, 9.1), and Syrah pomace
(HOMA-IR, 6.2) was slightly better; this effect was associated with its high NEPC
content. However, the latter variety had the slightest effect in lowering serum
triglycerides, with Malbec pomace producing the most significant
hypotriglyceridemic effect. Overall, grape pomace exerts benefits in the control of
insulin resistance; however, the ratio of its EPC and EPC alone could be important
to consider for regulating serum triglycerides.

Keywords: Insulin resistance, triglycerides, grape pomace, phenolic compounds.
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1. INTRODUCCION

La resistencia a la insulina es una condicién patolégica en la que las células
dependientes de insulina, como son los adipocitos y las células musculares, no
responden de manera adecuada a los niveles plasméticos de insulina y, por lo
tanto, el transporte de glucosa en estos tejidos se ve disminuida. En el higado, la
insulina tiene la funcion de inhibir la gluconeogénesis, por lo que una resistencia a
la insulina se ve reflejada en un aumento en la produccion de glucosa enddégena
(Singla et al., 2010; Yaribeygi et al., 2019). Esta respuesta alterada a la insulina
incrementa el riesgo de diabetes; por lo tanto, los tratamientos que previenen y
controlan esta alteracion pueden tener un alto impacto en salud, tal es el caso de

los compuestos fendlicos.

Una fuente importante de dichos compuestos es el orujo de uva. El orujo de
uva es un subproducto de la industria vitivinicola conformado por las semillas, piel
y tallos (Yu & Ahmedna, 2013). Este subproducto contiene compuestos fenélicos
extraibles (EPC) y no extraibles (NEPC). Entre los compuestos extraibles
destacan las antocianinas, flavonoides, acidos fendlicos y estilbenos (Kammerer et
al., 2004). Por otro lado, respecto a los no extraibles, se incluyen las
proantocianidinas no extraibles y los polifenoles hidrolizables (Arranz et al., 2010;
Brenes et al., 2016; Solari-Godifio et al., 2017). Adicionalmente, el orujo presenta
alto contenido de fibra, especificamente lignina, pectinas, celulosa y hemicelulosa

(Gbnzéalez-Centeno et al., 2010).

Existen varios reportes en los que se ha demostrado que el orujo de uva
disminuye la resistencia de insulina. Por ejemplo, el consumo de orujo evaluado
en personas con sindrome metabdlico mejoré la resistencia a la insulina (Martinez-
Maqueda et al., 2018). Ratas y ratones alimentados con una dieta alta en grasa y
con orujo de uva presentaron una disminucion de la glucosa sanguinea, insulina
en ayuno y una mejora de la tolerancia a la glucosa (Rosenzweig et al., 2017;
Gerardi et al., 2020). Sin embargo, la mayoria de los estudios han evaluado
extractos de orujo, principalmente enriquecidos con antocianinas. Dichos

beneficios se relacionaron con un incremento de proteinas de la sefalizacién de

1



insulina, asi como una mejora de sus fosforilaciones (da Costa et al., 2017; Santos
et al., 2017; Van Hul et al., 2018).

Por otro lado, uno de las principales limitantes del uso del orujo de uva es
su composicion fitoquimica, la cual presenta variaciones que dependen de la
variedad, la region donde fue cultivada, las condiciones ambientales y el proceso
de vinificacién (Copado Romero, 2020). Por lo tanto, es importante identificar los
compuestos fendlicos asociados a los beneficios de la resistencia a la insulina y,
de esta manera, utilizar esta composicion para seleccionar a los orujos con mayor

potencial para el control de esta patologia.

Por lo tanto, este proyecto tuvo como objetivo evaluar el efecto del consumo de
orujo de uva con diferentes contenido de compuestos fendlicos extraibles y no
extraibles sobre el control de la resistencia a insulina en ratas alimentadas con
una dieta hipercalorica e identificar la asociacién de estos compuestos bioactivos

con los beneficios a la salud.



2. ANTECEDENTES

2.1. Insulina

La insulina es una proteina que actia como hormona la cual es sintetizada
en los islotes de las células B del pancreas, también conocidos como islotes de
Langerhans. Este conjunto de células son los encargados de mantener las
concentraciones séricas de glucosa ya que ayudan a la captaciéon de este
monosacarido en ciertos tejidos, tales como el adiposo y muscular, ademas de ser
una molécula sefial para algunos procesos metabdlicos en el higado (Wilcox,
2005; NIDDK, 2018).

La insulina participa en distintas rutas del metabolismo de los carbohidratos,
por ejemplo, en la absorcion de glucosa en células dependientes de insulina como
las células musculares y de tejido graso, al translocar el transportador de glucosa
(GLUT4) a las membranas celulares desde las vesiculas intracelulares. La insulina
también induce la formacion de glucégeno, al desfosforilar la sintasa de
glucogeno, y disminuye la gluconeogénesis al inhibir la 2,6 bifosfofructoquinasa
(Wilcox, 2005).

Esta hormona es importante para el metabolismo, y es secretada en funcién
a la demanda metabdlica. Las células beta pancreaticas se encuentran
sumamente vascularizadas, por lo que facilmente pueden percibir el cambio en la
concentracion plasmética de glucosa (Schmitz et al., 2008). Esto efecto se debe a
la presencia de pequefios poros llamados fenestras, los cuales favorecen el
recambio de nutrientes entre la sangre y los tejidos, asi como, la salida de la

insulina al torrente sanguineo (Suckale & Solimena, 2008).

La glucosa es el principal inductor de la liberacion de la insulina. El
pancreas expresa el transportador de glucosa 2 (GLUT2), el cual no es insulino-
dependiente; por lo que una alta concentracion de este monosacarido y el
subsecuente metabolismo del mismo, genera la sefial de exocitosis de la insulina,

asi como su sintesis de novo (Schmitz et al., 2008).



2.1.1. Cascada de sefializacion de lainsulina

La insulina presenta sus efectos fisiolégicos al unirse a su receptor que esta
localizado en la membrana de la célula. El receptor de insulina (IR, por sus siglas
en inglés) es una proteina tetramérica tirosina quinasa, formado por dos
subunidades extracelulares (subunidad alfa), las cuales se unen a la insulina; y
dos subunidades transmembranales (subunidad beta), donde cada una de estas

presenta un dominio de tirosina quinasa (Petersen & Shulman, 2018).

Cuando la insulina se une a la subunidad alfa, la subunidad beta presenta
un cambio conformacional y se autofosforila en los residuos de tirosina, lo que
produce un reclutamiento de varias proteinas, incluyendo al sustrato del receptor
de insulina (IRS, por sus siglas en inglés), el cual es fosforilado por IR en residuos
de tirosina (Yaribeygi et al., 2019).

El IRS-1 activado desencadena la transduccién de sefales al acoplarse a la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), la cual se activa y cataliza la transformacion del
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). El
PIP3 tiene la capacidad de activar varias proteinas del tipo quinasa,
principalmente a la proteina quinasa B (PKB), la cual da la sefal para que el
transportador de glucosa GLUT-4 se transloque a la membrana celular y permitir la

entrada de glucosa a la célula (Yaribeygi et al., 2019) (Figura 1).
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Figura 1. Cascada de sefalizacion de la insulina (Petersen & Shulman, 2018).

2.1.2. Resistencia alainsulina

La resistencia a la insulina es una condicion patologica en la que las células
dependientes de insulina, como los adipocitos, las células musculares y el higado,
no responden a los niveles plasmaticos de insulina y, por lo tanto, pueden producir
distintos desdrdenes metabdlicos como la obesidad, dislipidemia, hipertension,

ateroesclerosis, higado graso y diabetes mellitus tipo 2 (Yaribeygi et al., 2019).

El estrés oxidativo ha sido asociado a la resistencia a insulina, este es
definido por un exceso de especies oxidativas endogenas, las cuales alteran las
vias de sefalizacion y dafian las celulas. El estrés oxidativo activa fosforilaciones
de residuos de serina del receptor de insulina (IR) y de los sustratos del receptor
de insulina (IRS), ademas disminuyen las fosforilaciones de residuos de tirosina,
inhibiendo su actividad (Evans et al., 2003). De igual forma, la presencia de acidos
grasos libres promueve la resistencia a la insulina debido a que induce la sintesis
de diacilglicerol, se activa PKC y esta fosforila en residuos de serina/treonina a
IRS-1, provocando una menor translocacion de GLUT4 en tejido muscular y
adiposo, asi como un aumento en la gluconeogénesis y una disminucion en la
actividad de la glucégeno sintasa en higado, lo que disminuye la sintesis de
glucégeno (Petersen & Shulman, 2006).



Las mitocondrias contribuyen a la oxidacion en la célula debido a los
entornos ricos en nutrientes, ya que un mayor suministro de glucosa en las dietas
altas en azucar, las mitocondrias tienen mas sustrato disponible para producir ATP
y esto incrementa la actividad de la cadena respiratoria y la liberacién de
electrones, produciento mas especies reactivas del oxigeno (ERO). Las ERO
estimulan directamente a proteinas como lo son NF-kB , INK y p38 MAPK lo que
da como resultado alteraciones del receptor de insulina. Se ha demostardo que la
resistencia a la insulina se puede prevenir al restringir la sobreactivacion

mitocondrial (Yaribeygi et al., 2020).

2.2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios sintetizados por las
plantas, se encuentran abundantemente distribuidos en las raices, hojas semillas y
frutos. Estos compuestos presentan al menos un anillo aromatico en su estructura,
asi como un grupo hidroxilo. Estos anillos pueden estar de manera conjugada,
como glucdsidos, con uno o varios residuos de azucares unidos a los anillos por
medio de un grupo hidroxilo o bien de forma conjugada con otros compuestos. Los
compuestos fenodlicos se pueden clasificarse en funcion a su estructura (Manach &
Donovan, 2004; Laura et al., 2019).

2.2.1. Clasificacion de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se pueden clasificar en compuestos extraibles y
no extraibles. Los compuestos fendlicos extraibles (EPPs) son solubilizados en
solventes acuosos organicos y pueden encontrarse como acidos fendlicos libres o
esterificados, flavonoides y proantocianidinas de bajo o medio peso molecular
(dimeros a decdmeros de catequina y epicatequina), asi como, estilbenos y
lignanos. Los compuestos fendlicos extraibles con mayor presencia en la
naturaleza son los &cidos fendlicos y los flavonoides. Estos ultimos estan
formados por dos anillos de tipo benceno (A y B) unidos con un heterociclo de tres

carbonos con un oxigeno. Estos flavonoides pueden subdividirse en antocianinas,



flavan-3-oles, flavonas, flavanonas y flavonoles (Cuadro 1) (Cutrim & Cortez,
2018).

Los compuestos polifendlicos no extraibles (NEPPs), incluyen a las
proantocianidinas no extraibles (NEPAS), estas son polimeros de flavan-3-oles de
alto peso molecular, las cuales estan libres en la matriz alimentaria. También se
encuentran los polifenoles de menor peso molecular, como los acidos fendlicos
unidos a proteina o polisacaridos de la pared celular, y taninos hidrolizables que
tiene un centro de glucosa u otro poliol esterificado con acido galico, llamados
galotaninos o con acido elagico, llamados elagitaninos. Estos NEPPs permanecen
en el residuo de la extraccién acuosa-organica. Por lo tanto para su extraccion, se
requiere de una hidrolisis enzimética o quimica mediante un tratamiento de la

matriz con alcalis o acidos (Arranz el al., 2010; Zurita et al., 2012) (Cuadro 1).



Cuadro 1. Clasificacion y estructura de compuestos fendlicos
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2.3. Orujo de uva
2.3.1. Generalidades

El orujo de uva es una matriz en la que abundan compuestos fendlicos.
Este subproducto se obtiene de la industria vinicola y se compone basicamente de
las semillas, la piel y tallos de la uva; consta aproximadamente del 20-25% del
peso total de la uva procesada durante la produccion de vino (Yu & Ahmedna,
2013; Gil-Sanchez et al., 2018).

2.3.2. Composicion fitoquimica del orujo de uva

El orujo de uva contiene compuestos fendlicos extraibles representando
aproximadamente un contenido de 4.9-5.8 g/100 g en base seca, dentro de los
cuales se encuentran acidos fendlicos simples del tipo hidroxicinamico (acidos
cumarico, cafeico, ferdlico y sinapinico), acidos hidroxibenzoicos (&cido
protacatecuico, galico, siringico y gentilico). Contiene flavonoides de subclase de
flavonoles (kaempferol, quercetina y miricetina), flavanoles como (+)-catequina, (-)-
epicatequina, (-)-epigalocatequina y (-)-epigalocatequina 3-O-galato. Ademas, el
orujo también presenta antocianinas (cianidina 3-O-glucésido, malvidina 3-O
glucosido y delfinidina 3-O-glucésido), estilbenos (como resveratrol), polifenoles
poliméricos (proantocianidinas, galotaninosy elagitaninos) (Beres et al., 2017). Por
otro lado, el orujo de uva también presenta polifenoles no extraibles (NEPC),
siendo estos los que se encuentran en mayor cantidad y, de manera mas
abundante, las proantocianidinas no extraibles (NEPA) (Peréz-Jimenez et al.,
2009; Martinez-Meza et al., 2021). Este subproducto también presenta alto
contenido de fibra, especificamente lignina, pectinas, celulosa y hemicelulosa

(Gonzalez-Centeno et al., 2010).

La composicion fitoquimica del orujo de uva varia por el lugar donde se
cultiva la uva, la variedad de la uva, clima, madurez y tiempo de fermentacion (Yu
& Ahmedna, 2013). Cantos et al. (2002) analizaron 4 variedades rojas de orujo de

uva y encontraron que las antocianinas mayoritarias fueron cianidina 3-O-



glucosido, petudina 3-O-glucdsido y malvidina 3-O-glucosido, donde la variedad
gue presentaba una mayor cantidad de antocianinas fue Flame seedless. En el
caso de los flavonoides los compuestos mayoritarios encontrados en las
variedades de orujo de uva fueron quercetina 3-O-glucurénido, quercetina 3-O-
rutinésido, siendo la variedad Red globe la que present6 la mayor concentracion
de flavonoides totales. Para el caso de &cidos hidroxicinamicos, el &acido

cafeoiltartarico fue el mas abundante en la variedad Flame seedless.

En el mismo sentido, en un analisis de la composicién fitoquimica de orujos
de 4 variedades rojas de uva cultivadas en Brasil, se encontré en un andlisis la
mayor concentracion de antocianinas en la variedad Bordeaux, quercetina y
derivados de kaempferol en Merlot, la catequina en Cabernet Sauvignon y
epicatequina en la variedad Isabel (Rockenbach et al., 2011).

En los estudios mencionados anteriormente, los autores asociaron la
composiciéon de compuestos fendlicos de orujos de uva con la variedad. Sin
embargo, también se ha reportado que existen cambios en la composicion
fitoquimica en orujos de la misma variedad producidos en el mismo vifiedo en
diferente afio. Para Cabernet Mitos, el contenido de malvidina 3-O-glucésido,
peonidina 3-O-glucésido, &cido caftarico y trans-resveratrol presentaron
diferencias de 2.5, 2.5, 2.8 y 11 veces, respectivamente, entre dos afos de
produccion, atribuyendo este efecto a factores climaticos y microclimaticos, estado
de madurez de la uva y factores tecnolégicos durante la produccion de vino
(Kammerer et al., 2004) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Comparacién de algunos compuestos fendlicos de orujo de
variedad Cabernet Mitos cultivada en distintos afios

uva

Compuesto (mg/kg materia seca) 2001 2002
Delfinidina 3-O-glucésido 2213 + 38 5552 + 48
Cianidina 3-O-glucésido 759 + 35 1903 + 11
Petunidina 3-O-glucésido 2643 + 18 6680 + 63
Peonidina 3-O-glucosido 4960 * 16 12450 + 158
Malvidina 3-O-glucésido 20533 + 92 50981 + 1000
Petunidina 3-O-acetilglucdsido 545 + 32 1375+ 11
Malvidina 3-O-acetilglucésido 3110 + 106 8688 + 313
Petunidina 3-p-cumaroilglucésido 974 + 26 2458 + 0
Peonidina 3-p-cumaroilglucésido 2451 + 94 6828 + 57
Malvidina 3-p-cumaroilglucésido 10591 + 201 31442 +192
Acido caftarico 624.3 +10.1 217.7+77.3
Trans-resveratrol 123.0+5.1 11.1+1.6

(Adaptado de Kammerer et al., 2004).
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En el estado de Querétaro, las casas productoras de vino utilizan diferentes
variedades de uva y algunas distintos procesos, esto tiene como consecuencia
variaciones en la composicion fitoquimica de los orujos. En estudios previos
realizado con 12 subproductos de uva roja, provenientes de diferentes casas
productoras de vino, se encontré6 que los subproductos que presentan mayor
concentracion de compuestos fendlicos totales y flavonoides fueron los de las

variedades Malbec, Garnacha y Merlot; mientras que, Syrah mostrd bajo contenido

de este tipo de compuestos (Copado Romero, 2020) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Contenido de polifenoles extraibles en muestras de orujo de uva

Compues-
I Proanto-
tos . Antociani- o
. : " Flavonoides cianidinas
Vifiedo Variedad fendlicos nas .
(mg EC/g) extraibles
totales (mg (mg EM/g) (mg PA/g)
EAGI/g) 9 FAg
La Redonda | Malbec 494+£15 [49.7+£2.0 29+0.07 |55+£0.1
Azteca Syrah 16.8+0.5 |10.9+£0.5 1.47+0.06 | 3.6+0.1
Del Marqués | Garnacha 520+2.6 |53.7+25 0.74+£0.03|1.8+0.0
Syrah 39.1+15 |314+1.1 1.60+0.05[4.0+0.1
Cabernet 37.8+05 |39.2+14 1.35+£0.06 | 3.1£0.1
Sauvignon
Merlot 50.2+13 47820 0.81+0.03|35+0.1
Vifia Magal | Cabernet 42.3+2.1 (35717 2.17+0.10|3.2£0.0
Sauvignon
Merlot 435+3.0 [355+1.5 1.12+0.05|3.2+0.1
Tempranillo |37.5+1.9 |329+1.1 1.25+0.053.1+0.1

EAG: Equivalentes de &cido gélico;

EC: Equivalentes de catequina; EM: Equivalentes de malvidina;
PA: Proantocianidinas (Modificado de Copado Romero, 2020).

Para el caso de los compuestos fendlicos no extraibles, la variedad Syrah

presenté una mayor concentracion de este tipo de fitoquimicos (Copado Romero,
2020) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Contenido de polifenoles no extraibles en muestras de orujo de uva

Vifiedo Variedad NEPA HeP
(mg PA/g) (mg GAE/g)

La Redonda Malbec 64.40 + 3.06 19.79 £ 0.83
Azteca Syrah 86.11 + 3.92 24.90 £ 0.98
Del Marqués Garnacha 38.78 £1.86 20.40 £ 0.79
Syrah 80.50 £ 3.81 23.61+0.74

Cabernet Sauvignon | 57.98 + 1.64 21.20 £0.49

Merlot 85.49 +3.42 18.10+0.71

Vifia Magal Cabernet Sauvignon | 55.29 + 2.61 20.20+1.12
Merlot 34.64 +£1.53 19.44 +0.70

Tempranillo 40.60 £ 1.52 23.17 £0.98

NEPA: Proantocianidinas no extraibles; PA: Proantocinidinas HPP: Polifenoles hidrolizables; GAE:
Equivalentes de acido gélico (Modificado de Copado Romero, 2020).

2.3.3. Orujo de uvay resistencia alainsulina

Algunos estudios se han realizado para determinar el efecto de orujo sobre
la resistencia a insulina. En humanos adultos aparentemente sanos, el consumo
agudo de una bebida de este subproducto incremento6 la sensibilidad de la insulina
en tejidos periféricos, asi como la insulina posprandial, sugiriendo un menor riesgo
para desarrollar diabetes tipo 2 (Costabile et al., 2019). Mohammad et al. (2021),
evaluaron durante 8 semanas el efecto del consumo de 100 mg/dia de extracto de
semilla de uva en adolescentes que presentaban sindrome metabdlico, y

reportaron una disminucién en la concentracion de la insulina y en la resistencia.

Estudios realizado con orujo de uva completo han reportado que humanos
gue presentaban al menos dos factores de riesgo de sindrome metabdlico, y que
consumieron durante 6 semanas 8 g/dia de un suplemento de orujo de uva, se

mejord la resistencia a la insulina (Martinez-Maqueda et al., 2018). Asimismo,
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ratas alimentadas con una dieta obesogénica y suplementada con orujo de uva (1
g/kg) durante 6 semanas presentaron una mayor respuesta a la insulina (HOMA-
IR). Los autores demostraron que en tejido adiposo epididimal se presenté una
disminucién de las fosforilaciones de Ser307 en IRS-1 y un aumento de las
fosforilaciones de Ser472 en AKT, mecanismo relacionado con el aumento de la
sensibilidad de la insulina (Rodriguez Lanzi et al., 2016).

A pesar de todos estos reportes en los cuales se ha demostrado el
beneficio de orujo, algunos autores han reportado resultados contradictorios como
Rodriguez Lanzi et al. (2016), quienes administraron el orujo de uva completo (1
g/kg/dia) por 16 semans a ratas Wistar alimentadas con una dieta alta en grasa y
fructosa; y dicho tratamiento no redujo la resistencia a insulina. Esto podria estar

relacionado a la composicion fitoquimica de los orujos.

Respecto a compuestos bioactivos del orujo de uva, se ha evaluado un
extracto de antocianinas (200 mg/dia) durante 12 semanas en ratones que
consumieron una dieta alta en grasa, y se reportdé que dicho extracto presento un
efecto preventivo de la resistencia a insulina. Esos efectos fueron relacionados
con una modulacion positiva de las proteinas sefializadoras de insulina (IR, pIRS,
PI3K, pAKT), y la expresion de GLUT-4 en tejido adiposo y muscular (da Costa et
al., 2017).

Finalmente, ratas Wistar alimentadas con una dieta de cafeteria y tratadas
con proantocianidinas extraibles (25 mg/kg) durante 9 semanas, se reportd un
incrementd en la secrecidon del péptido similar al glucagon (GLP-1) del intestino y
sSu aumento se asocié a una mejora en la resistencia a insulina (HOMA-IR)
(Gonzalez-Abuin et al., 2014).

Con base a esta informacién, es claro la capacidad del orujo de uva para
mejorar la resistencia a insulina, y hasta el momento se ha reportado que el
beneficio esta relacionado con compuestos fendlicos extraibles. Sin embargo, el
orujo de uva tiene un alto contenido de compuestos fendélicos no extraibles y para

estos, solamente se ha sugerido un efecto en salud. Por lo tanto, es importante
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determinar el efecto de los NEPP en la resistencia a insulina. En este proyecto se
planted utilizar orujos de uva de diferentes variedades con una relacion
contrastante de EPP:NEPP para evaluar sus beneficios en el control de la

resistencia a insulina.

Esto permitird avanzar en la identificacibn de orujos con potencial para ser

utilizado en salud.
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3. JUSTIFICACION

En los dltimos afios, el interés por dietas altas en compuestos fendlicos ha
aumentado de manera significativa debido a sus beneficios en enfermedades
cronicas no transmisibles asociadas a la resistencia a la insulina. Se ha reportado
que en la resistencia a la insulina, la actividad de las proteinas que participan en la
sefalizacion de la insulina disminuye vy, por lo tanto, se altera el transporte de
glucosa en células adiposas y musculares, y se incrementa la produccion de
glucosa hepatica, generando hiperglicemia en los individuos y, a largo plazo,
complicaciones que producen altas tasas de mortalidad.

Por lo tanto, el control de estas alteraciones es un factor clave y los
compuestos fenolicos derivados de algunos subproductos agroindustriales como el
orujo de uva son una alternativa. Su relevancia radica en el alto contenido y
diversidad de compuestos fendlicos. Se ha reportado que el consumo de orujo de
uva regula la resistencia a la insulina y mejora la respuesta de esta hormona en
condiciones posprandiales. EI consumo de orujo también es capaz de regular el
metabolismo de lipidos alterados. Estos beneficios han sido asociados
principalmente a compuestos fendlicos extraibes como las antocianinas y
proantocianidinas. Sin embargo, el orujo es un subproducto con concentraciones
altas de compuestos fendlicos no extraibles, los cuales también se han
recomendado para el control de estas enfermedades metabolicas, pero sus
beneficios no han sido demostrados.

Por otro lado, una de las principales limitaciones en el uso del orujo con
fines terapéuticos es la variacion en su composicion. Se ha reportado que los
compuestos fendlicos, tanto extraibles como no extraibles de los orujos de uva
dependen del cultivo, la etapa de madurez del fruto, su cosecha, asi como las
condiciones del proceso de elaboracion del vino. Esto se debe considerar en los
estudios realizados ya que la composicién del orujo de uva es un factor que
determina los beneficios a la salud. Sin embargo, estas variables que afectan la
composicion no pueden ser controladas y por ello, es importante identificar los

compuestos que podrian tener relevancia en los beneficios del orujo.

17



Con base en lo anterior, en este proyecto se plantea evaluar orujos de uva
con diferentes contenidos de compuestos fendlicos extraibles y no extraibles
sobre el control de resistencia a insulina y determinar su asociacién con dichos
compuestos. Con esta informacion, se tendra una aproximacion para seleccionar
aquellos orujos de uva con mayor potencial a la salud y se avanzara en la

participacion de los NEPPs en la prevencion de la resistencia a insulina.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Evaluar el consumo de orujo de uva roja con diferentes contenidos y perfiles
de compuestos fendlicos sobre la resistencia a la insulina en ratas alimentadas
con una dieta hipercalérica e identificar los posibles compuestos bioactivos

asociados a este beneficio.

4.2. Objetivos especificos

-Caracterizar los compuestos fendlicos de los orujos de uva roja de

diferentes variedades provenientes de distintos vifiedos del estado de Querétaro.

-Determinar el efecto de los orujos de uva roja con diferente compaosicion de
compuestos fendlicos sobre la prevencidon de la resistencia a la insulina en ratas

alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa.

- Evaluar el efecto de los orujos de uva sobre el control de factores de
riesgo asociados al desarrollo de la resistencia a insulina en los animales en

estudio.

-Integrar mediante un andlisis de componentes principales los compuestos

fendlicos extraibles y no extraibles con el control de la resistencia a insulina.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Materiales

5.1.1. Animales

Ratas Wistar macho de seis semanas de edad (40 animales), con peso de
160-180 g, se obtuvieron del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM). Las ratas se alojaron dentro del bioterio de la
Facultad de Quimica en jaulas individuales de 258 cm? de acero inoxidable, las
cuales permiten la entrada de aire y luz, ademas de contar con un clip a prueba de
escape. De igual manera, los animales se mantuvieron bajo condiciones
ambientales estandar (ciclo de luz/oscuridad de 12 h, condiciones de humedad del
55 + 15% y temperatura 25 + 2 °C) durante una semana de adaptacion. Durante
esta semana las ratas se alimentaron con dieta estandar comercial (Rodent Lab
Chow 5001) y agua ad libitum. El grado de molestia causado en los animales fue
de categoria C. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con las
Regulaciones Federales para la Experimentacion y Cuidado de Animales
(SAGARPA, NOM-062-Z0O0-1999 México) y al Comité de Bioética de la Facultad
de Quimica (UAQ) (Numero de dictamen CBQ21/049)

5.1.2. Material vegetal

Se utilizaron orujos de tres variedades de uva: Malbec, Syrah y Garnacha,
provenientes de diferentes vifiedos de la regiébn de Querétaro (La Redonda,
Azteca y el Marqués, respectivamente), recolectados en 2018. El material se sec6
a 45 °C, en un horno de conveccion por 5 horas, posteriormente se molié y tamizo,
empleando un tamiz del namero 40. Estos materiales fueron sido seleccionados
con base a un estudio previamente realizado con 12 subproductos de orujo

recolectados en diferentes vifiedos (Copado, 2020).

5.2. Métodos

5.2.1. Extraccion de polifenoles extraibles

Se pesaron 0.5 g de la muestra de orujo de uva y se mezclaron con 20 mL

de una mezcla metanol/agua (1:1, v:v, pH 2), se agité durante 1 h a temperatura
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ambiente. Se centrifugd por 10 min a 1500 g. El sobrenadante se recolect6 y se

coloco en un matraz aforado de 50 mL.

Al residuo de la centrifugacion se afiadi6 20 mL de una mezcla
acetona/agua (7:3, v:v), se agitdé por 1 h a temperatura ambiente. Se recolecté el
sobrenadante y se combind con el sobrenadante anterior. Se afor6 el matraz con
los dos sobrenadantes en una proporcion 1:1 (v:v). Este extracto se utilizo para la
determinacion de compuestos fendlicos totales, antocianinas y flavonoides totales.
El extracto se almacend a -20 °C. El residuo se recuperd y se seco a 45 °C para la

cuantificacion de polifenoles no extraibles (Jiménez-Escrig et al., 2001).
5.2.1.1. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales extraibles

La determinacion de compuestos fendlicos totales se realizé mediante el
método de Folin-Ciocalteu. Se colocaron 40 yL de agua destilada en una placa y a
continuacion se afiadieron 10 pL del extracto fendlico, el cual se diluyé en una
proporcion 1:4 (v:v), seguido de 25 uL del reactivo Folin-Ciocalteu. La mezcla
reposo por 30 min en la obscuridad y se afiadieron 125 uL de Na:COs (20%). Se
agito la placa a temperatura ambiente por 30 min y se ley6 su absorbancia a 765

nm (equipo).

La cuantificacion se realiz6 con una curva de calibracion utilizando un
estandar de &cido gélico (0.1 mg/mL). Los resultados se expresaron como mg

equivalentes de acido galico (EAG)/g de muestra (Singleton et al., 1999).
5.2.1.2. Cuantificacion de antocianinas monoméricas extraibles

La determinacion de antocianinas monomericas se realizo con el método de
pH diferencial. Se afiadieron 175 uL de solucion amortiguadora (KCI, 0.025N a pH
1.0 y CH3COO NazH20, 0.4 M a pH 4.5) y 50 uL del extracto de compuestos
fendlicos en un pozo de una placa. En un diferente pozo se adicionaron 175 pL de
solucion amortiguadora de acetato de sodio (0.4 M, pH 4.5) y 50 pL del extracto de
compuestos fendlicos. Se leyeron las absorbancias de ambos pozos a 510 nm y
700 nm.

21



El contenido de antocianinas monoméricas se realiz0 a partir de la
diferencia entre las absorbancias con ambas longitudes de onda y ambos pH
(Giusti & Wrolstad, 2003). Los resultados se expresaron como mg equivalentes de

malvidina-3-glucésido/g de muestra a partir de las siguientes ecuaciones:
Absorbancia total= (AbSs1onm - AbS700nm)pH 1.0 — (ADS510nm - ADS700nm)pH 4.5
Antocianinas totales= Absorbancia total*1000*PM*FD / € * d

Donde:

Abs: Absorbancia

PM: Peso molecular de malvidina-3-glucésido (463.3 g mol?)

FD: Factor de dilucion (4.5)

e: coeficiente de extincién molar de la malvidina-3-glucésido (28000L mol* cm™)

d: longitud de recorrido éptico (0.7 cm)

5.2.1.3. Cuantificacion de flavonoides totales extraibles

La determinacién de flavonoides totales se realizO a partir de la
cuantificacion de quelatos con AIClz y los flavonoides orto-, meta- y para-
hidroxilados. Se afiadieron 116 puL de agua destilada, en seguida de 9 uL del
extracto de compuestos fendlicos y 7.5 yL de NaNO; (5%), se reposo6 por 6 min y
se afladieron 15 uL de AICI3 (10%); después de 5 min de reposo se afiadieron 50
ML de NaOH (1 N) y 52.5 yL de agua destilada. La absorbancia se ley6 a 510 nm

en un lector de placa Marca Thermo Scientific, Multiscan GO.

La cuantificacion se llevé a cabo con una curva de calibracion utilizando
como estandar una solucioén de (+)-catequina (0.002-0.009 mg/mL). Los resultados
se expresaron como mg equivalentes de catequina (EC)/g de muestra (Heimler et
al., 2006).
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5.2.1.4. Cuantificacion de proantocianidinas extraibles

La cuantificacion de proantocianidinas extraibles se realizd hidrolizando el
extracto de compuestos fendlicos de la secciéon 5.2.1. Se tomaron 5 mL del
extracto y se afor6 a 10 mL con una solucion butanol/HCI/FeCls (95:5; viv) y se
coloc6 en un bafio de agua a 100 °C por 1 h. Se tomaron 200 pL del extracto
hidrolizado y se colocaron en un pozo de una placa. Se leyeron las absorbancias a
450 y 555 nm en un lector de placa Marca Thermo Scientific, Multiscan GO. Se
utilizé la curva reportada por Zurita et al. (2012) y los resultados se expresaron

como mg de proantocianidinas (PA)/g de muestra.

5.2.2. Compuestos fendlicos no extraibles
5.2.2.1. Extraccion y cuantificacion de proantocianidinas no extraibles
(NEPA)

Se tomaron 0.2 g del residuo del apartado 5.2.1. y se sometieron a
hidrdlisis, se afiadieron 4 mL de una solucién de butanol/HCI/FeCls (95:5, v:v) y se
sometieron a 100 °C por 1 h. Posteriormente se centrifugd a 3000 g por 10 min y
se recupero el sobrenadante. El residuo se lavdo con 2 mL de la solucion
butanol/HCI/FeCls con agitacion y se centrifugd a 3000 g por 10 min. Se tomo el
sobrenadante y se mezclé con el primer sobrenadante. EL residuo se lavé por 3
veces consecutivas. Los sobrenadantes obtenidos se mezclaron y se aforaron a
10 mL con la solucién de butanol/HCI/FeCls. En una placa se afiadieron 190 uL de
la solucion butanol/HCI/FeCls y 10 yL del extracto hidrolizado. Se leyeron las
absorbancias a 450 y 555 nm (Pérez-Ramirez et al., 2018). Se utilizé la curva
reportada por Zurita et al. (2012) y los resultados se expresaron como mg de
proantocianidinas (PA)/g de muestra.

5.2.2.2. Extraccion y cuantificacion de polifenoles hidrolizables

Se mezclo 0.1 g del residuo del apartado 5.2.1. con 2 mL de metanol:H2SO4
(90:10) y se incubaron los tubos por 20 h a 85 °C con agitacidon constante. Se

enfriaron los tubos y se sometieron a centrifugacion por 10 min a 4500 g. Se
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recupero el sobrenadante y se coloc6 en un matraz aforado de 50 mL. El residuo
se lavd 2 veces con 10 mL de agua destilada, repitiendo la centrifugacion y el
sobrenadante resultante se mezcl6 con los anteriores. El volumen final se ajusté a
a 50 mL con agua destilada. La cantidad de polifenoles hidrolizables se midié con

el método Folin-Ciocalteu descrito en el apartado 5.2.2.1 (Singleton et al., 1999).
5.2.2.3. Identificacion de compuestos fendlicos extraibles

Se realizd un extracto fendlico de acuerdo a la metodologia de la seccion
5.2.1,y 1 mL de este extracto fue concentrado al vacio (Speedvac, Thermo Fisher
Scientific) y resuspendido en 200 pL de metanol y filtrado (0.45 um). La
separacion cromatogréafica se llevé a cabo en un equipo de Cromatografia de Ultra
resolucion acoplado a un espectrometro de masas de cuadrupolo-tiempo de vuelo
con una fuente de lonizacion de electrospray, por sus siglas en inglés UPLC-QTof
MS ESI (Vion, Waters Co.). Se utilizé6 una columna BEH Acquity Cis (2.1 x 100
mm, 1.7 um) a 35 °C. La fase movil consistié de agua con 0.1% de acido formico
(A) y acetonitrilo (B) a un flujo de 0.5 mL/min. Las condiciones de los gradientes
fueron las siguientes: 0% B a los 0 min, 15% B a los 2.5 min, 21% B a los 10 min,
90% B a los 12 min y 95% B a los 13 min, seguido de una re-equilibracién del
sistema (0% B a los 15 min durante 2 min).

Las condiciones del espectrometro de masas incluyeron: adquisicion de
datos en modo de ionizacién negativo (ESI-), rango de masas de 100 a 1200 Da,
voltaje del capilar de 2 kV, voltaje de cono de 40 eV, energia de colision baja de 6
V' y energia de colision alta de 15 — 45 V; la temperatura de la fuente fue de 120
°C, el gas de desolvatacién fue nitrogeno a 450 °C a 800L/h; el flujo de gas de
cono fue de 50 L/h. Se realizo la correccion de masas con leucina encefalina (50
pg/mL) a 10 uL/min. Con respecto al DAD, se realizé el monitoreo de las
absorbancias a 214 nm (flavanoles), 280 nm (&cidos hidroxibenzoicos), 320 nm
(acidos hidroxicinamicos), 365 nm (flavonoles) y 520 nm (antocianinas) (Pérez-
Ramirez et al., 2018).

La identificacion de compuestos se llevé a cabo mediante un analisis de su

masa exacta (error de masa <5 ppm), el patrén de fragmentacion y la distribucion
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isotopica con el software UNIFI (Waters, Co., USA). La cuantificacion de los
polifenoles se realizd por medio de curvas de calibracion con acido galico (acido
hidroxibenzoico), (-)-epicatequina (flavanoles), naringenina (flavanonas),

guercetina (flavonoles), y cloruro de cianidina (antocianina).
5.2.3. Analisis microbiolégico de orujo de uva

Se afiadieron 10 g de muestra de orujo de uva a 90 mL de diluyente estéril a
temperatura ambiente, se homogenizé por 2 min con un homogenizador
automatizado (Stomacher) hasta que se obtuvo una suspensidn completa y
homogénea; se dej6 sedimentar y se separ0 la cantidad deseada de la

suspension.
5.2.3.1. Determinacién de bacterias meso6filas aerobias

La determinacion se realiz6 como se indica en la NOM-110-SSA1-1994; se
prepararon diluciones 1:10. Se colocaron 1 mL de la dilucién en una placa Petri en
un volumen de 15 a 20 mL de agar triptona y se mezclé. Se incubarén las cajas a
35 °C £ 2 durante 24 a 48 h, se seleccionaron placas que contengan entre 25 a
250 colonias y se reportd de acuerdo con la NOM-092-SSA1-1994.

Las placas se contaron después de 3, 4 y 5 dias; a los 5 dias se
seleccionaron las que tenian entre 10 y 150 colonias; el conteo se realiz6 de
acuerdo con la NOM-111-SSA1-1994.

5.2.3.2. Determinacién de coliformes totales

La determinacion se realizé como se indica en la NOM-210-SSA1-2014; se
hicieron diluciones 1:10 en tubos con caldo lauril triptosa. Se realizaron al menos 3
diluciones consecutivas por cada dilucién; se homogenizé de 15 a 20 min. Los
tubos se incubaron a 35 °C £ 0.5 durante 24 h y se observo si existe la formacion
de gas; si no existiera gas, se dejo incubar otras 24 h. Se realizé un calculo de la
concentracion de coliformes en base al nimero de tubos positivos en cada dilucién

utilizando las distintas tablas contenidas en la norma.

5.2.3.3. Determinacién de hongos y levaduras
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La determinacion se realizé como se indica en la NOM-110-SSA1-1994; se
hicieron diluciones 1:10 en el diluyente hasta obtener la densidad de
microorganismos esperados. Se colocé 1 mL de la dilucién primaria en una placa
Petri en un volumen de 15 a 20 mL de agar papa dextrosa acidificado y se mezcl6
cuidadosamente en movimientos de derecha a izquierda. Se incubaron las cajas a
25 °C £ 1 durante 24 h, las placas se contaron después de 3, 4 y 5 dias de
incubacion. A los 5 dias se seleccionaron aquellas que contenian entre 10 y 150

colonias. El conteo se realiz6 de acuerdo con la NOM-111-SSA1-1994

5.2.4. Evaluacion de los orujos de uva sobre el control de la resistencia a
insulinain vivo

Las ratas se dividieron en 5 grupos (n = 8): (i) grupo control sano,
alimentado con una dieta estandar (proteina 28.5 %, lipidos 13.4 % vy
carbohidratos 57.9 %) (Rodent Lab Chow 5001, Purina) (ii) grupo control obeso,
(iif) grupo obeso tratado con orujo de uva variedad Syrah, (iv) grupo obeso tratado
con orujo de uva variedad Garnacha y (v) grupo obeso tratado con orujo de uva
variedad Malbec. Los grupos obesos fueron alimentados con una dieta
hipercalorica (60 % dieta estandar, 20 % manteca de cerdo, 20 % fructosa, 1 %
minerales y 0.03 % vitaminas). El orujo de uva se administré en el alimento en una
concentracion de 1 g/kg de peso de rata por dia, con base a evidencias de
ingestas habituales de compuestos fenodlicos por distintas poblaciones (1.2 g de
compuestos fendlicos por dia). Este contenido de compuestos fendlicos se
ajustaba semanalmente en funcion del peso corporal. La duracion del experimento
fue de 16 semanas, en las cuales se registr6 semanalmente el consumo de
alimento y la ganancia de peso. Se llevé a cabo el lavado diario de los bebederos,
comederos, pisos y charolas de recoleccion, ademas del lavado de jaulas cada

tercer.
5.2.4.1. Matanza

La matanze se llevd a cabo después de 8 h de ayuno y mediante
decapitacion por guillotina. Se recolectaron muestras sangre, de tejido hepatico y

muscular, estas ultimas fueron lavadas con solucion salina y congeladas en
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nitrogeno liquido. La sangre fue centrifugada a 4000 g duarnte 15 min para

obtener el suero, el cual fue almacenado a -80 °C.

Las jeringas utilizadas se colocaron en un bote rojo de polipropileno
especial para objetos punzocortantes con una leyenda que indique “residuos
punzocortantes biologico-infecciosos” por un periodo maximo de 15 dias hasta su
recoleccion por la empresa Servicios Especializados en Residuos S.A. de C.V,, la
cual garantiza el tratamiento sobre los residuos segun lo estipulado en la norma
NOM-087-ECOL-SSA1-2002. El material quirargico utilizado se remojo en cloro
por 12 h, se lavo y se esterilizd para su posterior almacenamiento. Los restos de
las ratas no requeridos para el estudio se almacenaron a -20 °C en una bolsa
grande color amarillo, sin rebasar el 80% de su capacidad; dicha bolsa se rotul6
con la leyenda “desechos patologicos” y se almacend hasta su recoleccion por la

empresa EcoServi, Industrial.

5.2.4.2. Evaluacion del metabolismo de carbohidratos

5.2.4.2.1 Curva de tolerancia oral a la glucosa

Una semana antes del sacrificio, las ratas se mantuvieron en ayuno de 8 h.
Se administré una solucion de glucosa (50% p/v) en una dosis de 4 mL/kg. La
glucosa en sangre se midio de la vena de la cola utilizando un glucometro (Chek
Active, Roche ®) a los 0, 30, 60, 90 y 120 min.

5.2.4.2.2. Evaluaciéon de laresistencia a lainsulina

Se cuantificd la concentracion de glucosa en suero empleando un kit
colorimétricos (Spinreact, Espafa). Ademas, se midieron los niveles de insulina
mediante un kit ELISA (EZRMI-13K, Merck Millipore). Se calcul6 el indice HOMA-

IR (Homeostasis Model Assesment for Insulin Resistance).

5.2.4.2.3. Cuantificacion de glucégeno hepético

Se colocaron 200 mg de tejido hepatico con 200 puL de KOH 30 % (m:v) en un
tubo y se incubaron en bafio Maria a 100 °C por 20 min. Se dej6 enfriar la
muestra, se afiadid 1 mL de etanol y se coloc6é en bafio de hielo hasta que se

formé un precipitado. Se centrifugdb a 1700 g por 10 min y se retir6 el
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sobrenadante. Al precipitado se le afadieron 200 yL de KOH 15% n(m:v), se
afiadio 1 mL de etanol y se coloco en hielo. Una vez formado el precipitado, se
centrifugé a 1600 g por 10 min y se desecho el sobrenadante. Al tubo con el
precipitado se le colocé 2 mL de agua destilada, se agité hasta que el precipitado
se dispersé y se afiadio 10 mL del reactivo de antrona (solucién de antrona al 0.2
% en acido sulfurico al 95%, v:v). Se prepard un blanco (2 mL de agua destilada
con 10 mL de reactivo de antrona) y un patrén (2 mL de solucion estandar de
dextrosa y 10 mL de reactivo de antrona). Se colocaron los tubos en bafio maria
por 15 min. Posteriormente, se colocaron en agua fria, se tomaron 200 pL y se
leyd la absorbancia a 620 nm. Para calcular la concentracion de glucégeno se
utilizé la relacion de Absszonm Glucdégeno/Abs s2onm Glucosa. Dicha relacion de
absorbancia se expres6 como mg de glucogeno/g de tejido (rendimiento)

empleando las siguientes formulas:
% de glucogeno= Abse2onm Glucdgeno / Abss2onm Glucosa *100
Glucégeno puro (mg)= mg precipitado * % glucégeno /100 mg
Rendimiento= mg de glucégeno puro / g de higado.

5.2.4.3. Metabolismo de lipidos

5.2.4.3.1. Triglicéridos en suero

Los niveles de triglicéridos en suero se determinaron utilizando un Kit

colorimétrico (Spin-react, S.A).
5.2.4.3.2. Cuantificacién de acidos grasos libres en suero

Se adicionaron 25 pL de suero en un tubo eppendorf con 125 uL de cloroformo
y 150 pyL de solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 6.5. Se agité en un
vortex por 90 s y se dej6 el tubo hasta la separacion de las fases. Se tomo la fase
de cloroformo (inferior) y se le adicionaron 300 pL de Cu-TEA (solucion de
trietanolamina 1 M, &cido acético 1 N y nitrato de cobre Il 6.45%, 9:1:10). Se agito
con vortex y se separo la fase superior. A la fase de cloroformo se le adicionaron

10 pL de dietilditio carbomato de sodio 0.1 % (m:v) y se ley6 a 400 nm. La
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cuantificaciéon se llevd a cabo utlizando una curva de calibracion de acido
palmitico de 0-11.5 mMI/L.

5.2.4.3.3. Peroxidacion lipidica

Se prepararon homogenizados de higado y musculo utilizando 1.2 mL una
solucion amortiguadora de fosfatos (0.1 M, pH 7.4) con KCI (1.17 %, m:v) y 100
mg de tejido, después de homogenizar los tejidos se centrifugé a 800 g por 5 min.
Se recupero el sobrenadante y se centrifugdé nuevamente a 10, 500 g por 20 min,
recuperando el sobrenadante.

Para la determinacion de la peroxidacion lipidica por el método de TBARS, se
mezclaron 2,5 mL de homogenados de tejido con 0.3 mL de HCI 5 N y 0.625 mL
de acido tricloroacético al 40 % (viv). Se agregaron 0.625 mL de &cido
tiobarbiturico al 2 % (m:v) a cada muestra y se incub6 a 90 °C durante 20 min.
Después de esta incubacion, las muestras se colocaron en hielo durante 5 min y
se centrifugaron a 30,000 g por 5 min. Se ley0 la absorbancia de los
sobrenadantes a 532 nm. La peroxidacion lipidica se expres6 como nmol
equivalentes de TBARS/mg de tejido, utilizando un coeficiente de extincién molar ¢
= 1,56 x 10° M-t cmt (Wright et al., 1981).

5.2.4.3.4. Oxidacién de proteinas

Se prepararon homogenizados de higado utilizando 10 mL una solucién
amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH 7) y 2-mercaptoetanol 1 mM y 1 g de tejido,
y se homogenizoé.

Se tomaron 200 yL del extracto proteico y se adicionaron 200 yL de acido
tricloroacético al 20% a 4 °C durante 5 min. Se centrifugd a 5000 g por 10 min, se
descarto el sobrenadante y el precipitado se le afiadié 200 pL de 2,4 DNPH 10 mM
en HCI 2 M se incubé durante 30 min, se adicioné 200 yL de ATC 50% y se
centrifugd a 500 g 10 min. Se lavo el precipitado 3 veces con 500 pyL de una
mezcla etanol/acetato de etilo (1:1); se centrifugd a 500 g por 4 min entre cada
lavado desechando el sobrenadante. El precipitado se resuspendid en una

solucion de guanidina 6 M y se incubé a 37 °C por 15 min. Se ley6 del
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sobrenadante a 270 nm. Se utiliz6 como blanco HCL 2 M. Se calculo la diferencia
de absorbancia entre la muestra y el blanco y se emple6 un coeficiente de
extencion molar de 22000 M* cm™. Los valores se expresaron como nmol/mg

tejido.

5.3. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como la media = desviacion
estandar. La evaluacion estadistica de los datos se determind mediante el analisis
de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%. La comparacion de
todos los tratamientos se realizO con un andlisis de comparacion de medias
aplicando la prueba de Tukey. Estos andlisis se realizaron utilizando el software
de analisis de datos JMP, version 8.0 (SAS, USA). La asociacion de los efectos
beneficiosos del orujo de uva con su perfil de compuestos bioactivos se realizaron
analisis de componentes principales (PCA) utilizando el software estadistico R

3.4.3. Para la integracion del heatmap, se empleo este mismo programa.

30



6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.2. Composicién fitoquimica de los orujos de tres variedades de uva

En la Figura 2 se muestran los resultados del contenido de los compuestos
fendlicos extraibles y no extraibles de las tres variedades en estudio. Los orujos
de Malbec y Garnacha fueron los que presentaron el mayor contenido de
compuestos fendlicos extraibles (49.42 = 1.64 mg/g, 52.07 = 1.42 mg/g,
respectivamente) y flavonoides extraibles (48.78 + 1.86 mg/lg y 51.27 + 2.24
mg/g, respectivamente), comparados con los contenidos en Syrah (16.20 + 0.42
mg/g de compuestos fendlicos extraibles y 10.98 £ 0.47 mg/g de flavonoies).
Malbec fue el orujo con mayor concentracién de antocianinas (2.94 + 0.07 mg/qg) y
proantocianidinas extraibles (7.33 £ 1.30 mg/g). Esto demuestra que el orujo de
Malbec tiene la mayor concentracion de todos los polifenoles extraibles, seguido
del orujo de Garnacha. Por el contrario, el orujo de Syrah tiene una baja cantidad
de estos compuestos, pero tiene el mayor contenido de proantocianidinas no
extraibles (86.11 + 3.92 mg/g) y polifenoles hidrolizables (24.90 + 0.98 mg/qg)
comparado con los orujos de Malbec y Garnacha, siendo el material con mayor
contenido de polifenoles no extraibles. Malbec fue el orujo de uva con
concentraciones similares de ambos polifenoles; extraibles y no extraibles vy,
finalmente, el orujo de Garnacha es el material con mayores concentraciones de

polifenoles extraibles y bajo contenido de polifenoles no extraibles (Figura 2).

Las concentraciones de compuestos fendlicos extraibles encontrados en
este estudio son similares a lo reportado por Copado-Romero (2020). En dicho
estudios los compuestos fendlicos totales fueron de 16-52 mg GAE/qg, flavonoides
de 10-54 mg CE/g, antocianinas de 0.7-2.9 mg ME/g y proantocianidinas extraibles
de 1.8-5-6 mg PA/g. Por otro lado, respecto a los no extraibles, el orujo de uva ha
sido una de las fuentes mas estudiadas (Pérez-Jiménez, 2013). En esta
clasificacion se encuentran las proantocianidinas no extraibles, que son polimeros
de flavan-3-oles, de alto peso molecular que se encuentran libres en la matriz o
compuestos fendlicos de bajo peso molecular asociados a otros componentes de

la matriz alimentaria, como fibra o proteinas, y en orujo se uva se ha reportado
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concentraciones de 27-67 mg/g (Zurita et al., 2012; Pérez-Jiménez et al., 2009).
Similares concentraciones fueron encontradas en nuestro estudio de 38-86 mg/g
de NEPA.

Respecto a los polifenoles hidrolizables en orujo de uva se han reportado
concentraciones de 26-35 mg/g de NEPC (Arranz et al., 2010; Solari-Godifio et al.,
2017). En nuestro estudios se detectaron concentraciones en un rango de 19-24
mg/g; estos valores son menores comparados con los de Solari-Godifio et al.
(2017). Estas diferencias podrian estar relacionadas al proceso de secado, ya que
estos autores utilizaron liofilizacion (-84 °C) y secado por aire frio (18 °C); mientras
gue, en nuestro estudio la temperatura utilizada fue de 45 °C. Adicionalmente, esta
diferencia podria estar relacionada a las condiciones climaticas durante el cultivo

de uva o al proceso para la elaboracion de vino (Yu & Ahmedna, 2013).
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Figura 2. Concentracion de compuestos fendlicos extraibles y no extraibles en tres

variedades de orujo de uva. Resultados expresados en media + desviacion estandar, n=3.
CFT: Compuestos fendlicos extraibles; EPA: Proantocianidinas extraibles; NEPA:
Proantocianidinas no extraibles; PH: Polifenoles hidrolizables. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas utilizando la prueba de Tukey (p < 0.05). Concentracion de CFT y PH en
mg de equivalentes de acido galico/g; flavonoides en mg equivalentes de catequina/g; antocianinas
en equivalentes de malvidina/g; proantocianidinas extraibles y no extraibles en mg equivalentes de
proantocianidinas/g

Estos rangos tan amplios de los compuestos fendlicos detectados en los
orujos se debe a diferentes factores como la variedad, las condiciones de cultivo,
grado de madurez del fruto y el proceso de vinificacidn, entre otros (Averilla et al.,
2019; Gerardi et al., 2021).

6.3. Perfil fitoquimico de los orujos de tres variedades de uva

En los orujos de uva se cuantificaron diversos compuestos fendlicos
individuales y la Figura 3a muestra el contenido de flavanoles. Los orujos de
Malbec, Garnacha y Syrah presentaron mayoritariamente (+)-catequina (308, 262
y 14 ug/g, respectivamente) y (-)-epicatequina (203, 221 y 36 ug/g,
respectivamente). Se puede observar que los orujos de Malbec y Garnacha tienen
concentraciones muy similares de flavanoles totales (531 y 513 ug/g,

respectivamente).
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Respecto a los flavonoles, los orujos de Malbec y Garnacha fueron los que
presentaron una mayor concentracion de quercetina hexosido (585 y 162 ug/g,
respectivamente) e (Iso)-rhamnetina hexésido (1280 y 406 ug/g, respectivamente).
El orujo de Syrah tiene un mayor contenido de quercetina (149 pg/g), seguido de

(Iso)-rhamnetina hexdsido (78 ug/g) (Figura 3b).

)
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Figura 3. Contenido de flavanoles (a) y flavonoles (b) en orujo de tres variedades

de uva. Resultados expresados en media + desviacion estandar, n= 3. Letras diferentes para
cada compuesto indican diferencia estadistica significativa utilizando la prueba de Tukey (p<0.05).

35



Las procianidinas fueron abundantes en los orujos de Malbec y Garnacha,
predominando la procianidina dimero B (EC-EC) isomero Il (106 y 150 pg/g,
repectivamente) y la procianidina dimero B (EC-EC) isémero | (95 y 132 ug/g,
repectivamente). El total de procianidinas es estos orujos fue de 313 ug/g para
Malbec y 402 pg/g para Garnacha; mientras que, el orujo de Syrah presento
cantidades poco significativas (5.23 pg/g) (Figura 4a).

Finalmente, respecto a los contenido de antocianinas, el orujo de Malbec
presentdé una mayor cantidad de estos compuestos, principalmente malvidina
cumaril-hexdsido con 6020 pg/g; esta misma antocianina fue mayoritaria para el
orujo de Syrah con 1710 ug/g. La malvidina hexosido fue el segundo compuesto
mayoritario en los orujos de Malbec y Syrah (683 y 4545 ug/g) y el mas abundante
para el orujo de Garnacha (2200 pg/g) (Figura 4b).
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Figura 4. Contenido de proantocianidinas (a) y antocianinas (b) en orujo de tres

variedades de uva. Resultados expresados en media + desviacion estandar, n= 3. Letras
diferentes para cada compuesto indican diferencia estadistica significativa utilizando la prueba de
Tukey (p<0.05).
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En la Figura 5 se muestra un mapa de calor del perfil fitoquimico de
compuestos fenolicos extraibles de las tres variedades de orujo de uva. Este
grafico es una representacion analitica que permite visualizar las concentraciones
de compuestos con fines comparativos. Con esto se confirma que las variedades
gue presenta un mayor contenido de estos compuestos son Garnacha y Malbec,
mientras que Syrah tiene una menor concentracion. Las tres variedades tienen
una composicion fitoquimica de extraibles contrastante; el orujo de Malbec
presentd las mayores concentraciones de catequina, (epi)-catequinas Yy
malvidinas. el orujo de Garnacha es abundante en quercetina, kaempferol y
procianidinas y, finalmente, el orujo de Syrah fue abundante en (iso)-ramnetina,

peonidina dihexdsido, siringetina hexdsido y malvidina dihexésido.

Los resultados obtenidos concuerdan con los reportado por Xia et al.
(2010), quienes describen la distribucion y presencia de ciertos compuestos
fitoquimicos, como el acido galico, catequina, epicatequina y procianidinas
diméricas. Mientras que, Kammerer et al. (2004), reportaron que los compuestos
extraibles mas abundantes en orujo son la malvidina 3-O-glucosa, peonidina 3-O-
glucosa, malvidina 3-O-p-coumaril glucosa, catequina, epicatequina, procianidina
B1, quercetina 3-O-glucésido y quercetina 3-O-glucurdnidos. acido caftarico, acido
coutarico, &cido fertarico, acido galico, acido protocatecuico y trans-resveratrol. En

nuestro estudio, los acido fendlicos y los estilbenos no fueron identificados.
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Figura 5. Mapa de calor o heatmap del perfil fitoquimico de los orujos de las

variedades Malbec, Garnacha y Syrah. El grafico fue elaborado utilizando el promedio de la
concentracion de los compuestos fendlicos.

6.4. Composicion microbioldgica de las tres variedades de orujo de uva

En el Cuadro 5 se muestran los resultados del estudio microbiolégico para los
orujos de las tres variedades de uva. Debido a que no existe una normativa
mexicana que regule la calidad microbiana que debe presentar los residuos
agroindustriales, se tom6 como referencia la norma NOM-247-SSA1-2008, la cual
regula los cereales, sémolas y harinas para consumo. Se observa en los

resultados que los orujos de las tres variedades de uva en estudio presentan una
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calidad microbiologica aceptable; estos valores se encuentran abajo del limite

permisible y son aptas para el consumo.

Cuadro 5. Analisis microbioldgico de los orujos de las tres variedades

Coliformes Mesofilos
Variedad totales aerobios Hongos Levaduras
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/) (UFC)
Malbec 40 559 37 147
Garnacha 78 303 35 50
Syrah 80 662 123 13
Limites permisibles
100 UFC/g 10,000 UFC/g | 300 UFC/g 300 UFC/g
UCF. Unidades Formadoras de Colonias
6.5. Evaluacién del efecto del consumo de tres variedades de orujo de

uva en animales alimentados con dietas hipercal6ricas
6.4.1. Metabolismo de carbohidratos

6.5.4.3. Concentracion de glucosa, insulina e indice HOMA-IR

En el Cuadro 6 se muestran los niveles de glucosa e insulina basal, asi
como el indice HOMA-IR de los animales tratados con los orujos de las tres
variedades de uva. Se observa que estos parametros incrementaron 1.6, 3.2y 5.2
veces, respectivamente, en el grupo DAGF comparado con los parametro del

grupo sano (p < 0.05).

Para el caso de los animales tratados con los orujos de las tres variedades
de uva se observé una disminucién de estos valores de 0.3-0.4 veces para el caso
de glucosa; mientras que, para el caso de insulina fue de 0.7-1.7, y el valor de
HOMA fue de 1.7-2.7 comparados con los valores del grupo DAGF, siendo los

valores de HOMA-IR estadisticamente menores al del grupo DAGF (p < 0.05).
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Cuadro 6. Cuantificacion de glucosa, insulina y HOMA de animales tratados con
orujo de uva de diferentes variedades y alimentados con una dieta hipercalérica

DAGF DAGF DAGF
Sanos DAGF + + +
Malbec Garnacha Syrah
?rl]“g‘jzi‘;‘ 1132+414a | 182.6+61.9b | 130.7+17.7ab | 144.0 + 10.1ab | 136.9 + 11.7ab
Insulina 4.0+1.6b 13.7+1.2a 8.1 + 2.4ab 7.8 +3.2ab 5.1+ 1.3ab
(ng/mL)
HOMA- | 39:15b 24.3+6.2a 9.1+3.1b 7.9+3.2b 6.2 +1.4b

Resultados expresados en media + desviacion estandar, n=3. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas utilizando la prueba de Tukey (p<0.05). HOMA-IR. Indice de resistencia a
insulina. DAGF. Dieta alta en grasa y fructosa.

Un estado de resistencia a la insulina define como la incapacidad de
algunos tejidos para responder a los niveles normales de insulina y para mantener
las funciones normales de esta hormona, se requieren altas concentraciones de
esta (Petersen & Shulman, 2006; Lee et al., 2022). En los animales alimentados
con una dieta alta en grasa y fructosa se observé un aumento de los niveles de
glucosa e insulina comparado con los animales sanos. Por lo tanto, a pesar de las
elevadas concentraciones de esta hormona no se regulan, en su totalidad, la
produccion de glucosa por el higado o el transporte de este carbohidrato en tejido

adiposo o muscular.

Los tratamientos con los orujos de diferentes variedades de uva,
independientemente de su contenido contrastante de compuestos fendlicos,
disminuyeron la resistencia a insulina. Estos resultados no son acordes a lo
reportado por Rodriguez-Lanzi et al. (2016), quienes alimentaron a ratas con una
dieta alta en grasa y fructosa y suplementada con orujo de uva de la variedad
Malbec (1 g/kg), y reportaron que no hubo efecto sobre el control de la resistencia
a insulina. Estas condiciones fueron muy similares a nuestro estudio y en la
caracterizacion de compuestos fendlicos extraibles que estos autores presentan,
su contenido de -catequina y (-)-epicatequina fue hasta dos veces mayor que el
encontrado en las variedades de orujo de nuestro estudio y a pesar de esto, no se

observo un efecto en la prevencion de la resistencia a insulina.

41




Otros autores han reportado que la regulacion de la resistencia a insulina
inducida por orujo esta relacionada a las antocianinas como las petunidinas y
malvidinas (da Costa et al., 2017), el acido galico (Costabile et al., 2019) y las
proantocianidinas (Yogalakshmi et al., 2013). Respecto a nuestros resultados,
Malbec fue la variedad con un mayor contenido de petunidinas y malvidinas, y
Garnacha y Malbec con la mayor concentracion de proantocianidinas, siendo
Syrah, la variedad de orujo con niveles muy bajos de estos compuestos y a pesar
de esto, la prevencion de la resistencia a insulina fue similar para estas tres
variedades, por lo tanto, otros compuestos asociados a los no extraibles podrian

estar relacionados con estos beneficios.

6.5.4.4. Curvade tolerancia oral ala glucosa

En la Figura 6 se muestran las curvas de tolerancia oral a la glucosa
(CTOG) de los animales tratados con los orujos de las tres variedades de uva. Se
puede observar que, para todos los tiempos de muestreo, existe una diferencia
estadistica significativa entre el grupo sano y DAGF. Para el caso de los
tratamientos no se observa una diferencia estadistica significativa entre ellos y

estos fueron similares al grupo sano (p < 0.05).

La tolerancia oral a la glucosa (CTG) refleja la eficiencia con la que el
cuerpo metaboliza la glucosa después de una carga oral de glucosa. La CTG se
considera un método para evaluar la aparente sensibilidad a la insulina y la
resistencia a la insulina de un individuo (Stumvoll et al., 2000). En nuestro estudio,
los animales obesos presentaron una intolerancia a la glucosa; lo que confirma, la
resistencia a insulina previamente discutida. Mientras que los orujos de las tres

variedades regularon los niveles de glucosa en la la curva de tolerancia.
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Figura 6. Curva de tolerancia a la glucosa de animales alimentados con una dieta

hipercalérica y suplementada con orujos de diferentes variedades de uva.
Resultados expresados en media + desviacién estandar, n = 8. Letras diferentes indican
diferencias significativas utilizando la prueba de Tukey (p < 0.05) para cada tiempo. DAGF. Dieta
alta en grasa y fructosa.

Un estudio realizado con humanos con al menos dos factores de riesgo
cardiovascular, se les administro 8 g de orujo al dia de la variedad tempranillo
durante 6 semanas, este contenia 29.6% de compuestos fendlicos, con un 23.4%
de NEPP. Se reporté una disminucién importante en la concentracion de los
niveles de insulina y en el indice HOMA, asi como una regulacion posprandial de
la sensibilidad a insulina, estos autores sugieren que el efecto podria estar
relacionado a los productos derivados del metabolismo microbiano de los
polifenoles (Martinez-Maqueda et al., 2018). La relacion del contenido de NEPP y
EPP del orujo del trabajo previamente citado (79% NEPPs y 21% EPPs), es
similar al orujo de Syrah evaluado en nuestro estudio, en cual contiene 85 % de
NEPPs vy 15 % EPPs.

6.5.4.5. Contenido de glucégeno hepético

Debido a que se ha propuesto que el orujo induce una mejora del
metabolismo de glucosa en higado, se evalué el contenido de glucégeno en
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higado, ya que es el carbohidrato de almacén en este 6rgano. En la Figura 7 se
muestra el contenido de glucogeno hepatico en los animales alimentados con una
dieta alta en grasa y fructosa y tratados con los orujos de las tres variedades de
uva. Se observa que el grupo DAGF presenta un aumento significativo en el
contenido de 4.2 veces (p < 0.05,), comparado con el del control sano. Por el
contrario, se observa que el contenido de glucégeno hepatico en los grupos
tratados con los orujos de las tres variedades de uva es estadisticamente similar al

del control sano, sin presentar diferencia estadistica entre ellos.
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Figura 7. Contenido de glucogeno hepatico de ratas alimentadas con una dieta

hipercaldrica suplementada con orujo de diferentes variedades de uva. Resultados
expresados en media *+ desviacion estandar, n=8. Letras diferentes muestran diferencias
significativas por prueba de Tukey (p<0.05).

Las principales enzimas responsables de la sintesis de glucégeno son la
quinasa de la glucdgeno sintasa (GSK) y la glucégeno sintasa (GS). La sintesis de
glucogeno es inducida por insulina la actividad de la GSK, la cual a su vez induce
a la glucogeno sintasa. En un estado de resistencia a la insulina, la enzima no es
activada; y, por lo tanto, no se sintetiza el glucégeno. Los resultados presentados
en la Figura 7 muestran lo contrario, ya que se observa una mayor concentracion

de glucogeno en el grupo DAGF comparado con la del control sano y los grupos
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tratados; esto podria explicarse por la activacion de una via alterna a la glucégeno
sintasa. El higado, al no ser dependiente de insulina para la absorcion de glucosa,
internaliza la glucosa del torrente sanguineo, la cual, al saturar la via glucolitica
acumula glucosa 6 fosfato; exceso de metabolito puede activar la GS y conducir a
la sintesis de glucégeno (von Wilamowitz-Moellendorff et al., 2013; Santoleri et al.,
2019).

Adicionalmente, Lu et al. (2014) reportaron que ratones alimentados con
una dieta alta en grasa desarrollaron resistencia a insulina y presentaron niveles
elevados de glucogeno hepatico. Estos autores detectaron un aumento en los
niveles de expresion del mRNA para la proteina PTG (Proteina dirigida al
glucogeno, Ppplr3c). Esta proteina tiene un papel importante en la sintesis de
glucdgeno, ya que ratones OK para esta proteina muestran niveles de glucogeno
notablemente reducidos en higado. Por lo tanto, una dieta alta en grasas puede
inducir la sintesis de glucégeno mediante vias alternas a la via Akt/GS3K-mediada
por insulina. Por lo que, nuestros resultados concuerdan con dicha activacion, en

la cual se proponen vias alternas de sintesis de glucégeno.

Cordero-Herrera et al. (2015) evaluaron un extracto de cocoa rico en
compuestos fendlicos, principalmente (-)-epicatequina, adicionado a una dieta alta
en grasa en animales diabéticos-obesos y encontraron que los animales
diabéticos presentaron altas concentraciénes de glucogeno hepatico comparado
con un grupo sano, el cual disminuyé con el extracto de cocoa. Adicionalmente, la
concentracion de GSK3 y GS no fue modificada pero las fosfirlaciones de GSK3
disminuyeron y las fosforilaciones de GS aumentaron en el grupo obeso, lo que
disminuiria la sintesis de glucégeno; sin embargo, ellos reportaron altos

contenidos en ese grupo, lo que es acorde a lo anteriomente mencionado.
6.5.5. Evaluacion del metabolismo lipidico y niveles de oxidacion hepatica

El metabolismo de lipidos esta asociado al desarrollo de la resistencia a la
insulina, debido a la acumulacién de acidos grasos libres en los tejidos hepatico y
muscular, los cuales disminuyen la sefalizacion de la insulina (Savage et al.,
2007).
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En el Cuadro 7 se muestra la concentracion de triglicéridos y acidos grasos
libres en suero, asi como la peroxidacion lipidica y de proteinas expresada en los
animales en estudio tratados con diferentes variedades de orujo de uva. Para el
caso de los triglicéridos en suero se puede observar que los animales obesos
incrementaron sus niveles 2.8 veces comparado con los animales sanos.
Respecto a los animales tratados con el subproducto de uva, para la variedad
Malbec se observaron menores niveles hasta de un 47 %, comparado con el grupo
DAGF (p < 0.05), Garnacha un 31 % y Syrah un 16 %.

Respecto a los acidos grasos libres, el grupo alimentado con DAGF mostro
una mayor concentraciodn en un 21 % respecto al grupo sano (p < 0.05). Los
tratamientos con orujo presentaron una disminucion en la concentracion de dichos
acidos grasos en un 31, 24 y 33 % para Malbec, Syrah y Garnacha,

respectivamente (p < 0.05).

Por otro lado, para la peroxidacion lipidica y oxidacién de proteinas en tejido
hepatico, la concentracion de TBARS en el grupo DAGF fue 2 veces mas altay la
de proteinas 3.4 veces comparado con las del grupo sano (p < 0.05). Todos los
orujos disminuyeron estas oxidaciones comparado con el grupo DAGF y sus
concentraciones fueron estadisticamente similar entre los tratamientos: lipidos (33-
51 %) y proteinas (57-67 %).

Cuadro 7. Concentracion de triglicéridos, &cidos grasos libres en suero, y niveles
de oxidacion hepatica en animales alimentados con una dieta hipercalérica y

Tejido | Determinacién | Sanos DAGF Malbec Syrah Garnacha

Suero Triglicéridos 58 £ 6.9¢c 168 + 30a 90 £+ 23b 141 + 29a 116 + 21ab

Suero Acidos grasos | 5.1+0.11b 6.2+0.2a 4.3+0.2bc 4.7+0.5bc 4.1+0.6bc
libres

Higado | Peroxidacion 1.2+0.06¢ 3.3+0.07a 2.2+0.19b 2.2+0.19b 1.6+0.11b
de lipidos

Higado Oxidacion de 67.3+4.0c 231.1+16a | 83.8+8.3bc | 76.2+ 7.1bc | 98.4+£12.3b
proteinas

adicionada con orujos de uva de diferentes variedades

Resultados expresados en media = desviacion estandar, n=8. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas utilizando la prueba de Tukey (p < 0.05). Resultados de niveles de
triglicéridos expresados como mg/dL, &cidos grasos libres como nmol/L, peroxidacion lipidica como
MDA/mg de tejido y oxidacion de proteinas como nmol/mg tejido.

46



El orujo de Syrah mostré6 una menor capacidad para regular los niveles de
triglicéridos en suero y este orujo se caracterizé por su alto contenido en NEPA y
HPP. Por lo tanto, estos compuestos podrian no estar asociados con la regulaciéon
de los triglicéridos. Se ha propuesto que los compuestos fendlicos extraibles del
orujo estan relacionados con la regulacién de los triglicéridos. Por ejemplo,
Adisakwattana et al. (2010) reportaron que la administracion oral de extracto de
semilla de uva redujo significativamente los triglicéridos séricos en ratas. El
mecanismo propuesto fue una inhibicion de la digestion y absorcién de lipidos
(inhibicion de la lipasa pancreatica y la esterasa del colesterol). Ademas, estos
autores sugieren que uno de los principales compuestos en el extracto de semilla
de uva son las procianidinas oligoméricas que, de acuerdo con la Figura 2, la
variedad Malbec tuvo el mayor contenido total de estos compuestos y el grupo
DAGF + Malbec present6 un menor contenido de triglicéridos séricos

Por otro lado, los &cidos grasos son precursores de diacilglicéridos (DAG), y
éstos son precursores inmediatos de TAG. En un estudio en humanos y ratones
se reportd que un alto contenido de DAGs induce la actividad de la enzima PKCB,
lo cual altera la fosforilacion del sustrato del receptor de insulina (IRS),
conduciendo a una inhibicion del transporte glucosa estimulada por insulina en
musculo. Aunado a esto, tanto en musculo como higado, se ha observado
constantemente la activacion de isoformas de PKC (da Silva Rosa et al., 2020). En
nuestro estudio, la concentracién de acidos grasos libres presentd un incremento
en el grupo DAGF (p < 0.05) comparado con el control sano; lo cual puede estar

asociado con el aumento de la resistencia a la insulina en el grupo DAGF.

Los animales tratados con orujo presentaron niveles de acidos grasos libres
similares entre todos los tratamientos y menor en un 25 % al control sano. Estos
resultados son similares a los reportados por Van Hul et al. (2018) quienes
administraron un extracto rico en antocianinas a ratones alimentados con una
dieta alta en grasas y observaron una disminucion del contenido de acidos grasos
no esterificados; los autores sugieren que este efecto esta relacionado con una

mejora a la resistencia a insulina.
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Respecto a los procesos de oxidacion en el higado, el incremento de
TBARS vy residuos de carbonilo esta relacionado a una mayor actividad
metabdlica. Iboyte et al. (2017) reportaron niveles de MDA en tejido hepéatico de
ratas obesas con un cambio de 7.5 veces comparado con el control sano; mientras
que, sus tratamientos con una dieta enriquecida con distintos compuestos
fendlicos disminuyeron 6.5-7 veces comparado con su control obeso en tejido
hepatico. Estas diferencias se pueden atribuir a la alta concentracion de
compuestos fendlicos presentes en la dieta de estos autores. El alimento fue
enriquecido con &cidos fendlicos, como el &cido caféico, ferdlico, galico y
protocatecuico; mientras que, en nuestro estudio los compuestos fendlicos se
encuentran en la matriz del orujo, y la accesibilidad y biodisponibilidad podria ser

menor, generando menor proteccion para la oxidacion lipidica.

6.5.6. Integracion de los compuestos fendlicos del orujo de uva con
componentes fisioldégicos relacionados con la resistencia a insulina

La Figura 8 muestra el analisis de componentes principales a partir de los
resultados de HOMA-IR, concentracion de glucosa, insulina, acidos grasos libres y
triglicéridos en sangre. EI PCA analiza una matriz de datos que representa
observaciones descritas por diferentes variables dependientes que, en general,
estan interrelacionadas. Su objetivo es obtener informacion importante a partir de
los datos de la matriz y expresar esta informacion como un conjunto de nuevas
variables llamadas componentes principales; asimismo, representa el patron de
similitud de las observaciones y las variables al mostrarlas como puntos en un
mapa (Abid y Williams, 2010).

En la Figura 8 se observa que la varianza total explicada es del 97 % y la
agrupacion de DAGF y el control sano se ubican en cuartiles opuestos con
respecto al componente 1; mientras que, los grupos tratados con los orujos
tienden hacia los grupos sanos. Respecto a los parametros relacionados con la
dinamica fisiol6gica de la resistencia a insulina como las concentraciones en suero
de glucosa, insulina, trigicéridos y acidos grasos libres, fueron parametros que

caracterizaron al grupo alimentado con DAGF. Asimismo, los grupos tratados con
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las variedades de orujo que se posicionaron hacia el control sano, confirma que

dichos tratamientos mejoraron la resistencia a la insulina.
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Figura 8. Analisis de componentes principales (PCA) del efecto de una dieta
estandar, alta en grasa y fructuosa y adicionada con orujo de diferentes
variedades de uva sobre la dinamica fisiolégica del metabolismo de ratas asociado
con la resistencia a insulina.

Por otra parte, la Figura 10 muestra el andlisis de PCA a partir de
parametros relacionados con resistencia a la insulina, Unicamente en animales con
tratamiento. El componente 1 explica el 80 % de la varianza; en este sentido, se
observa que el grupo DAGF + Malbec esta altamente representado con la
concentracion de insulina, los acidos grasos libres y el indice HOMA; lo que
sugiere que de los tres orujos evaluados, a pesar de que todos regularon estos
parametros, el orujo de la variedad Malbec fue el que presenté la menor
capacidad; por el contrario, el grupo DAGF + Syrah tiene una menor
representacion respecto a estos parametros, pero se caracterizO por mayores
concentraciones de triglicéridos en suero. Por lo tanto, se observa que el grupo
DAGF + Syrah mejoro la resistencia a insulina sistémica en mayor medida que los
otros grupos. Esta respuesta se puede atribuir a los polifenoles hidrolizables y
proantocianidinas no extraibles del orujo de la variedad Syrah como se observa en

el andlisis componentes principales; el cual muestra que la variedad Syrah esta
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mayormente representada por estos compuesto; mientras que, el orujo de Malbec
se caracterizé por la mayor concentracion de antocianinas y proantocianidinas
extraibles y este orujo fue el que regulé de manera importante los triglicéridos en
suero (Figura 10b). Ratas alimentadas durante 10 semanas con dieta estandar y
suplementada con diferentes concentraciones de orujo de uva Muscadina (6.8-
20.6%) presentaron una menor concentracion de triglicéridos y este efecto fue
asociado a una menor expresion de transcrito de sintesis de acidos grasos. Se
identificaron algunos compuestos fendlicos extraibles en este orujo como (+)-
catequina, (-)-epicatequina, quercetina, kamferol, antocianinas como peonidinas y
petunidinas, asi como procianidina B2, sin embargo, estos no fueron cuantificados
(Yu et al., 2017). Los compuestos anteriormente mencionados fueron detectados
en nuestro estudio, mayoritariamente en los orujos de las variedades Malbec y
Garnacha, mientras que Syrah presentd concentraciones muy bajas de estos

compues polifendlicos extraibles.
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Figura 9. Analisis de componentes principales (PCA) del efecto de una dieta alta
en grasa Yy fructuosa adicionada con orujos de diferentes variedades de uva sobre
la dinamica fisiologica del metabolismo de ratas asociado con la resistencia a
insulina (a). Analisis de componentes principales del contenido de polifenoles
extraibles y no extraibles de orujos de diferentes variedades de uva (b). cFT:
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Compuestos fendlicos totales. TF: Flavonoides totales. AM: Antocianinas monoméricas. PAE:
Proantocianidinas extraibles. PH: Polifenoles hidrolizables. NEPA: Proantocianidinas no extraibles.

7. CONCLUSIONES

- La regulacion de la resistencia a la insulina fue similar para los orujos de las
diferentes variedades de uva, lo cual nos indica que la relacién de polifenoles
extraibles y no extraibles no es un parametro por considerar para la seleccién de
los orujos con posibles beneficios en la prevencion de esta enfermedad

metabolica.

- Los orujos con mayor contenido de antocianinas y proantocianidinas extraibles
presentaron efectos ligeramente menores para mejorar la resistencia a insulina;
mientras que, los orujos con menor contenido de estos compuestos fendlicos
extraibles, hasta en un 64%, mostraron ligeramente mayor capacidad de
prevencion de la resistencia a insulina. Estos resultados sugieren que
posiblemente el efecto no es dependiente solamente de antocianinas y

proantocianidinas extraibles.

-La variedad con mayor contenido de los compuestos fendlicos no extraibles,
como los polifenoles hidrolizables, y las proantocianidinas no extraibles
presentaron menor capacidad para producir un efecto hipotrigliceridémico. Estos
resultados sugieren que posiblemente algin compuesto extraible no presente en
ese orujo o presente en menor cantidad es el responsable de la disminucion de los

triglicéridos en suero

-El orujo de uva, independientemente de la casa productora de vinos, es una
alternativa recomendable para la prevencion de la resistencia a insulina e

hipertrigliceridemia.

-Para confirmar la relacion de los NEPPs con estos beneficios, se requiere evaluar

un mayor numero de variedades con contenidos contrastantes de NEPPs y EPPs.
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