unvessow aronowt o€ awerEnol | NIV ERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

)

5&'0;\0

O ENCEILE
@
( ]
&
YL HONOR

FACULTAD DE QUIMICA

X
“ABSORCION, BIOTRANSFORMACION Y EXCRECION DE
POLIFENOLES PROVENIENTES DE BEBIDAS

ELABORADAS CON FRUTOS ROJOS EN RATAS
ALIMENTADAS CON UNA DIETA OBESOGENICA”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE
INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA

PRESENTA
ANA PAOLA CASTANON SERVIN

DIRIGIDA POR
Dra. ROSALIA REYNOSO CAMACHO

CODIRIGIDA POR
M.C. ANA MARIA SOTELO GONZALEZ

SANTIAGO DE QUERETARO, QUERETARO, 2023.



REPOSITORIO
INSTITUCIONAL
DGBSDI-UAQ

Direccion General de Bibliotecas y Servicios Digitales
de Informacion

[©loke)

Absorcion, biotransformacion y excrecion de
polifenoles provenientes de bebidas elaboradas con
frutos rojos en ratas alimentadas con una dieta
obesogénica.

por

Ana Paola Castandn Servin

se distribuye bajo una Licencia Creative Commons
Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0
Internacional.

Clave RI: FQLIN-251578



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE QUIMICA

“ABSORCION, BIOTRANSFORMACION Y EXCRECION DE
POLIFENOLES PROVENIENTES DE BEBIDAS
ELABORADAS CON FRUTOS ROJOS EN RATAS
ALIMENTADAS CON UNA DIETA OBESOGENICA”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA

PRESENTA
ANA PAOLA CASTANON SERVIN

DIRIGIDA POR
Dra. ROSALIA REYNOSO CAMACHO

CODIRIGIDA POR
M.C. ANA MARIA SOTELO GONZALEZ

SINODALES

Dra. ROSALIA REYNOSO CAMACHO 7
DIRECTOR of
M.C. ANA MARIA SOTELO GONZALEZ W
CODIRECTOR
Dra. IZA FERNANDA PEREZ RAMIREZ ﬁ

SINODAL v

Dra. MINERVA RAMOS GOMEZ ,lrggg;’é{f-'
SINODAL —




INDICE GENERAL

Contenido Péagina
INDICE GENERAL ...ttt ettt ettt ene e i
INDICE DE CUADROS .......cotiiieiteeiecieeeete et eeeteeteeteeteeteetseaeeaesteeasstesaseaesseesesaeeeesaennes iii
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ettt sttt sttt en s iv
1. ANTECEDENTES. ... 1
00 A @] 0T o = To PP R 1
1.2 Estrés oxidativo en la obesidad............ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiii 2
1.3 Capacidad antioXidante.............uuuuiiiiii e 3
1.4 Compuestos PONFENOGIICOS ........ciiiiiiiiiiiiiiiieiee e 4
1.5 Metabolismo de los compuestos polifendlicos ...........ccccveveeiiiiiiiiiiiiieeeeees 5
1.5.1 Absorcion de los compuestos polifeniliCos ...........coovviiiiiiiiiiiiieiniiee 6
1.5.2 Biotransformacion de los compuestos polifenolicos...........ceevvvvvviiiiiieeeenn. 7
1.5.3 Excrecion de los compuestos polifendlicos ...........coovvviiiiiiiiiciiieeeccee e, 9
1.6 FIULOS FOJOS ..eiiiiiiiiiiiiieeee ettt ettt ettt ettt et e e e e e e e e e e e e e e eeees 9
G0 o 1= TP 10
G IZ A |V (o] = - V.4 U | PP 11
1.7 Biomarcadores de consumo de compuestos polifendlicos.............ccccceee..... 12
HIPOTESIS ..ottt 1
T O ] 2 N o I YL 1 T 2
G TNt R = T - | SRR 2
3.2 ESPECITICOS ..t 2
4. METODOLOGIA ......ocuiitiieeeeteetee ettt 3
4.1 Material de StUTIO ......couuueiiiie e 3
4.2 MELOUOS ... 4

4.2.1 Determinaciones en muestras de orina obtenidas de ratas alimentadas con

una dieta obesogénica y suplementadas con bebidas elaboradas con frutos rojos



4.2.1.1 Extraccion de compuestos polifendlicos...........ooevvviiiiiiiecieeiiiiiiinnnn. 4

4.2.1.2 Determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales.......... 4
4.2.1.3 Determinacion del contenido de flavonoides totales .............ccccvvvuneees 5
4.2.1.4 |dentificacion del perfil de metabolitos de polifenoles ........................ 5
4.2.1.5 Determinacion de la capacidad antioxidante..................ccceevevvvvvnnnnnn. 6

4.2.2 AnAlisis eStadiStiCO. .......ccuvvviiiiiiiiiiiiii 7

5. RESULTADOS Y DISCUSION .....ooiviiiiiieieeciectecteee e ete ettt 8

5.1 Cuantificacién urinaria de compuestos fendlicos totales en ratas alimentadas
con una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas de decocciones
0 TTULOS FOJOS. ..ttt 8
5.3 Perfil de metabolitos de polifenoles urinarios en ratas alimentadas con una
dieta alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas de decocciones de frutos
0] 101N 12
5.4 Capacidad antioxidante en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y

fructosa suplementada con bebidas de decocciones de frutos rojos. ................. 22
5. CONCLUSIONES. ......ciii ittt ettt e e e e e e s e s eeeeaeeeeaanes 26
7. REFERENCIAS ...ttt e e e e e e e s et e e e e e e e e e anns 27
N AV 1 T 34

Anexo 1. Consumo promedio de polifenoles totales en la dieta de las ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas de
decocCionNes de frULOS FOJOS. .....uuuuiiii e eeeeeeeans 34
Anexo 2. Top 25 de los discriminantes del Componente 1 del Andlisis Discriminante
de Minimos Cuadrados Parciales Dispersos de ratas alimentadas con una dieta
alta en grasa y fructosa suplementado con bebidas a base de decocciones de
110 1€ LT 0] [0 1 7 PP 35
Anexo 3. Top 25 de los discriminantes del Componente 2 del Andlisis Discriminante
de Minimos Cuadrados Parciales Dispersos de ratas alimentadas con una dieta
alta en grasa y fructosa suplementado con bebidas a base de decocciones de

1101 (0 LT 0] [0 1 7 PP 36



INDICE DE CUADROS
Cuadro Pagina

1. Metabolitos urinarios de polifenoles en ratas alimentadas con una dieta
rica en grasa y fructosa, suplementadas con bebidas de fresa, mora azul y

mezcla de fresa-mora azul. 13



INDICE DE FIGURAS

Figura Pagina

1. Biotransformacion de los compuestos polifendlicos.

2. Contenido de polifenoles totales en orina de animales alimentados con
una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas de decocciones
de frutos rojos.

3. Concentracion de flavonoides totales en orina de animales alimentados con
una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con las bebidas de decocciones
de frutos rojos.

4. Grafico bidimensional del modelo de analisis de componentes principales (A)
y grafico de doble proyeccion (B) de metabolitos de polifenoles.

5. Grafico bidimensional del modelo de andlisis discriminante de minimos
cuadrados parciales dispersos (sPLS-DA; A), caracteristicas discriminantes del
componente 1 del sSPLS-DA (B) y caracteristicas discriminantes del componente
2 del sPLS-DA (C) de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa
suplementada con bebidas a base de decocciones de frutos rojos.

6. Gréfico de cluster de K-means de metabolitos de polifenoles urinarios de ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con

bebidas a base de decocciones de frutos rojos.

7. Analisis jerarquico de cluster (A) y componentes discriminantes de K-means
(B) de metabolitos de polifenoles urinarios de ratas alimentadas con una dieta
alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas a base de decocciones de
frutos rojos.

8. Capacidad de atrapamiento del radical DPPH.

9. Capacidad de atrapamiento del radical ABTS.

11

17

19

20

21
23
24



RESUMEN

La fresa y mora azul son los frutos rojos mas consumidos a nivel mundial debido a
sus caracteristicas organolépticas y su alto contenido de polifenoles. En un estudio
previo de nuestro grupo de trabajo, se elaboraron bebidas a base de decocciones de
fresa, mora azul y fresa-mora azul, las cuales presentaron alta concentracion de
compuestos polifendlicos. Dichas bebidas se evaluaron en modelos animales de
ratas suplementadas durante 18 semanas con las bebidas y alimentadas con una
dieta alta en grasa y fructosa, encontrando que disminuyeron los niveles de
triglicéridos en suero y mejoro la resistencia a insulina. Sin embargo, se desconoce
gué polifenoles podrian estar asociados a los efectos benéficos observados. El
objetivo de este proyecto fue analizar la absorcion de polifenoles mediante su
excrecion en orina, asi como su capacidad antioxidante. Se realiz6 la extraccion de
los metabolitos para determinar el contenido de polifenoles totales y el perfil de
metabolitos por medio de cromatografia de liquidos de ultra resolucion acoplada a
espectrometria de masas de cuadrupolo/tiempo-de-vuelo. Se determind la capacidad
antioxidante en orina por medio de la capacidad de atrapamiento por DPPHy ABTS.
Se identificaron 50 metabolitos asociados al metabolismo de polifenoles, en donde
la excrecion de metabolitos de elagitaninos aumento con la bebida de fresa; las
bebidas de mora azul y fresa-mora azul aumentaron la excrecién de enterolactona.
La suplementacion con la bebida de mora azul mostré mayor capacidad antioxidante
comparado con la bebida de fresa. Las bebidas elaboradas con decocciones de
frutos rojos presentan un alto contenido y variedad de polifenoles biodisponibles con
capacidad antioxidante, lo cual podria asociarse con los beneficios observados en el
control de la obesidad y sus complicaciones.



1. ANTECEDENTES

1.1 Obesidad

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2021) define a la obesidad como la
acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud.
Actualmente, la obesidad se considera una enfermedad cronica de dos tipos,
endogena si es provocada por la alteracion de alguna glandula enddécrina o exdégena
si se debe a un exceso en la ingesta de alimentos con alto contenido calérico y
habitos sedentarios (SSA, 2018).

Este tipo de enfermedad afecta a todos los sectores de la poblacion, desde nifios
hasta adultos mayores y, en los ultimos afios, ha aumentado exponencialmente, o
gue es preocupante ya que la obesidad es un factor de riesgo importante para el
desarrollo de distintas enfermedades crénicas (OMS, 2021). En el afio 2008 una de
cada diez personas mayores de 20 afios era obesa en el mundo (Hernandez, 2019);
mientras que en el 2016 se estimo6 que mas de 650 millones de adultos eran obesos,
lo que correspondia al 13% de la poblacibn mundial, por lo que la prevalencia de
obesidad aumento tres veces en comparacion con la década anterior, fenébmeno que
fue observado tanto en paises de altos nivel socioecondmico como en paises en vias
de desarrollo (OMS, 2021).

En el afio 2018, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) dio a conocer
gue dentro de la poblacién mexicana la cifra de obesidad en nifios en edades de 5 a
11 afos fue del 17.5%, mientras que en edades de 12 a 19 afos representaba el
14.6%. Con respecto a los adultos de 20 afios y mas, el porcentaje de personas con
obesidad fue del 36.1% (SSA, 2018).

La obesidad, al ser un desbalance entre el consumo de alimentos y del gasto
energético, produce la acumulacion de triglicéridos en el tejido adiposo, generando

procesos de estrés oxidativo (EO) debido a la expansion del tejido adiposo, lo que



conduce a la disminucién del suministro de oxigeno de algunos adipocitos hasta
llegar a la necrosis. La muerte del tejido desencadena procesos inflamatorios con el
fin de eliminar las células dafiadas; sin embargo, al tener una continua acumulacion
de acidos grasos, es posible que se produzca una inflamacion sistémica (Leon-
Pedrozay col., 2015).

1.2 Estrés oxidativo en la obesidad

En el metabolismo celular se producen comunmente radicales libres, los cuales son
especies altamente reactivas ya que contienen uno o mas electrones no apareados,
por lo que tienden a interactuar con moléculas donando o capturando electrones con
el fin de formar una configuracion mas estable. El anion superoxido, el 6xido nitrico,
el dioxido de nitrdgeno, los radicales hidroxilos, entre otros, son radicales libres cuyo
efecto es provocar dafio oxidativo en tejidos, asi como ciertas alteraciones en la

estructura de diversas biomoléculas (Carvajal, 2019).

Cuando el cuerpo se encuentra dentro de una condicién de salud normal, la cantidad
de radicales libres es baja ya que el cuerpo cuenta con sistemas antioxidantes que
inhiben los mecanismos de activacion de los radicales o activan mecanismos de
neutralizacion de su accion oxidante, protegiendo los tejidos de dafio oxidativo
(Quirés y col., 2011). Sin embargo, existen condiciones en las que estos sistemas no
son suficientes para contrarrestar a las especies reactivas, generando un estado

sistémico de EO.

El EO esta asociado al desarrollo de distintos padecimientos como lo es el cancer,
las enfermedades cardiacas, las enfermedades neurodegenerativas y la diabetes
mellitus (Forman y Zhang, 2021). En un estado de salud sano, los adipocitos
almacenan y utilizan energia, a la vez que regulan otros tejidos metabdlicos, sin
embargo, cuando existe obesidad, se da un aumento de las especies reactivas del
oxigeno en el tejido adiposo, las cuales pueden alterar la diferenciacion de los

adipocitos y su funcion. Por lo tanto, el tejido adiposo se expande, provocando un



incremento de la lipotoxicidad, inflamacion, fibrosis, hipoxia, una secrecion alterada
de adipocinas y una disfuncion mitocondrial (Longo y col., 2019, Perez-Torres y col.,
2021).

1.3 Capacidad antioxidante

El EO puede provocar dafios significativos en las células a través de las especies
reactivas y radicales libres, los cuales modifican las estructuras de las
macromoléculas, promoviendo un estado inflamatorio, la induccién de apoptosis y

otros mecanismos celulares (Forman y Zhang, 2021).

Los mecanismos enddgenos de defensa antioxidante con los que cuenta el
organismo son diversos y altamente efectivos, entre ellos se encuentran proteinas
gue transportan radicales libres, enzimas reductoras, cosustratos antioxidantes que
reducen parcialmente a los radicales libres; sin embargo, a través de la dieta es
posible adquirir antioxidantes exdgenos, como los compuestos polifendlicos (Liguori
y col., 2018).

Los polifenoles actian captando radicales libres al donar protones (H*) o electrones
(e”) a las reacciones encargadas de formar nuevos radicales libres o actuando como
guelantes de metales, ya que los grupos hidroxilos de su estructura secuestran iones
metales impidiendo que catalicen las reacciones de oxidacién. La funcion
antioxidante de los polifenoles consiste en la reduccion de las especies reactivas del
oxigeno (EROS) por medio de la inhibicion de enzimas oxidantes. Dichos polifenoles
como la apocinina, el resveratrol y la curcumina inhiben la NADPH oxidasa
disminuyendo la formacién de O%. Asi mismo, distintos compuestos fenélicos pueden
inhibir la xantina oxidasa, la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa y la 6xido nitrico sintasa
(Yahfoufiy col., 2018).

La funcion antioxidante de los compuestos bioactivos puede evaluarse por medio de

técnicas de laboratorio como la capacidad antioxidante total tanto en fluidos, tejidos



o células. Los métodos de evaluacion se basan en la inhibicién del poder oxidante
de una molécula, en donde se valora la habilidad de los compuestos antioxidantes
presentes en las muestras para reducir las especies oxidantes introducidas. Los
compuestos polifendlicos y sus metabolitos se reconocen por su alta capacidad
antioxidante debido a los mecanismos anteriormente mencionados, asi como por la
estimulacién de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa, la catalasa y
la glutation peroxidasa (Yahfoufi y col., 2018), por lo que son estudiados en gran
medida con el fin de demostrar sus efectos benéficos a la salud en el tratamiento de

enfermedades inflamatorias y en la obesidad (Cipolletti y col., 2018).

1.4 Compuestos polifendlicos

Los compuestos polifendlicos son moléculas de origen vegetal que se producen a
partir del metabolismo secundario de las plantas y cuya regulacion se encuentra
mediada ambientalmente. Estas sustancias quimicas se producen inicialmente como
metabolitos secundarios de las plantas, variando su cantidad en las distintas etapas
de madurez o condiciones de estrés en las que se encuentre la misma, como la
presencia de plagas, ya que los compuestos polifenélicos también actiian como
mecanismo de defensa ante ellas (Leri y col., 2020).

Los polifenoles se clasifican de diversas maneras a partir de su estructura, ya que
este tipo de compuestos se encuentran conformados por un distinto niamero de
anillos aromaticos y una gran variedad de grupos funcionales. Entre dichos
compuestos se encuentran las subfamilias de flavonoides, acidos fendlicos, lignanos,
estilbenos y taninos (Fabbrini y col., 2022). Los flavonoides son los compuestos
polifendlicos mas abundantes y se dividen en los subgrupos flavonoles, flavonas,
flavanonas, isoflavonas, antocianidinas y flavanoles. Los acidos fendlicos son

derivados del acido hidroxibenzoico y del acido hidroxicinamico (Singla y col., 2019).

Los compuestos polifendlicos aportan distintos atributos organolépticos,

contribuyendo en el color, olor y sabor de los alimentos y las bebidas que los



contienen, por lo que en los ultimos afos se han utilizado ampliamente como aditivos
alimenticios. Ademas de esto, los compuestos polifenolicos tienen diversas
propiedades con beneficios a la salud al inhibir la proliferacion celular y propiedades
antinflamatorias, antibidticas, entre otras. De manera importante, destaca su
capacidad antioxidante ya que, debido a ésta, los polifenoles brindan un efecto
protector ante enfermedades relacionadas al EO, como lo son las enfermedades

cardiovasculares (Pap y col., 2021).

1.5 Metabolismo de los compuestos polifendlicos

Se conoce como metabolismo al conjunto de reacciones quimicas que son llevadas
a cabo en el interior de las células y que involucran sustancias tanto exégenas como
endogenas (Lozano y col., 2011). Los compuestos polifenélicos son trasformados en
distintas etapas tras su ingesta, iniciando por la desglicosilacion en la cavidad bucal,
proceso que metaboliza una baja cantidad de polifenoles (Lavefve y col., 2020).
Posteriormente, cuando los polifenoles llegan al intestino delgado, algunos de ellos
sufren modificaciones estructurales para poder ser absorbidos por difusion pasiva.
Cuando los polifenoles cuentan con un grupo glucésido deben hidrolizarse para su
transformacion en agliconas; este proceso puede realizarse por dos enzimas, la

lactasa-florizina hidrolasa (LPH) o la B-glucosidasa citosdlica (CBG).

La LPH, al encontrarse al borde de los enterocitos, desglicosila polifenoles
favoreciendo asi su ingreso (Marhuenda-Mufioz y col., 2019). Para que la CBG
pueda actuar, es necesario que los compuestos polifenélicos sean transportados a
través del epitelio por medio de transportadores de azlicar como lo es la glicoproteina
Py los cotransportadores de sodio y glucosa (SGLT1) (Hussain y col., 2019), ya que
la CBG se encuentra dentro del eritrocito.

Sélo las agliconas y algunos glucésidos intactos son absorbidos en el intestino
delgado; por consiguiente, los polifenoles que no son absorbidos debido a su patron

de glicosilacion y del grado de polimerizacion, llegan al colon en donde diferentes



microorganismos presentes degradan los compuestos, destruyendo los anillos
aromaticos y liberando agliconas absorbibles. Los metabolitos microbianos que se
absorben en el colon son transportados al higado a través de la vena porta, para
finalmente someterse a excreciéon fecal (Hussain y col., 2019). Adicionalmente, la
microbiota colonica también puede actuar sobre las agliconas para la formacion de
nuevas moléculas, que son absorbidas y distribuidas en el organismo (Marhuenda-
Mufoz y col., 2019). Una vez absorbidas, los polifenoles y sus metabolitos llegan a
higado, ya que son metabolizados como xenobioticos, en donde sufren diversas
reacciones metabdlicas de biotransformacion, las cuales se clasifican en reacciones

de fase | y reacciones de fase Il (Fabbrini y col., 2022).

1.5.1 Absorcion de los compuestos polifenélicos

La absorcion es el proceso que se lleva a cabo tras la digestién de los alimentos,
cuando los nutrientes atraviesan el lumen intestinal con el fin de llegar al torrente
sanguineo. Este se realiza principalmente en el intestino delgado, habiendo mayor
absorcion en el duodeno y el yeyuno, aunque el lugar en donde se absorba

dependera del tipo de compuesto (Barrett y col., 2013).

Para que los compuestos polifendlicos sean absorbidos, es necesario que muchos
de ellos sean biotransformados ya que ciertas caracteristicas estructurales como el
grado de glicosilacion, acetilacion, metilacion, polimerizacién y solubilidad hacen que
sean dificiles de absorber. Existen compuestos polifenélicos que cuentan con
glicosilaciones, los cuales como se mencion6 en el apartado anterior, son
hidrolizados enziméaticamente para generar agliconas, las cuales pueden ser
absorbidas en la luz intestinal. Si bien los flavonoides acetilados pueden ser
absorbidos en el intestino delgado sin ninguna modificacion; la mayoria de los
polifenoles necesitan ser metabolizados por la microbiota colonica para ser

absorbidos (Gutiérrez y col., 2016).



La absorcion de compuestos polifendlicos se lleva a cabo en menor medida en la
boca y en el estomago, seguido del intestino delgado, siendo el colon el lugar en
donde se absorben la mayor cantidad de metabolitos fendlicos. En la literatura se ha
reportado que Unicamente se absorbe en el intestino delgado del 5 al 10% del total
de polifenoles consumidos, mientras que; el 90 a 95% de estos compuestos
terminara en la luz del intestino grueso junto con otros conjugados excretados por la
bilis (Sharif y col., 2020).

1.5.2 Biotransformacion de los compuestos polifendlicos

La biotransformacion que sufren los polifenoles (Figura 1) es el cambio de
compuestos lipofilicos en compuestos hidrofilicos y se lleva a cabo con el fin de que
los polifenoles puedan ser absorbidos y excretados facilmente (Hussain y col., 2019).
Cuando los compuestos polifendlicos méas simples son absorbidos, sufren dos fases
de biotransformacion diferentes. Las biotransformaciones de fase 1 incluyen
oxidaciones, reducciones o hidrdlisis, mientras que la biotransformacion de fase Il
también llamada conjugacion, genera reacciones de metilacion, glucuronidacion y
sulfatacion (Sharif y col., 2020).

La biotransformacion de fase | tiene como finalidad incrementar la polaridad del
compuesto para hacerlo méas soluble por medio de la adicion de grupos amino,
carboxilo e hidroxilo. Asi mismo, en esta fase las reacciones de hidrdlisis actian
sobre los grupos funcionales ésteres carboxilicos, amidas y lactonas por medio del
uso de enzimas como LPH que hidroliza la galactosa y la glucosa (Hussain y col.,
2019).
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Figura 1. Biotransformacion de los compuestos polifendlicos. Adaptado de Cipolletti
y col., 2018.

El proceso de biotransformacion de fase Il mejora significativamente la absorcion de
las moléculas al incorporar radicales quimicos pertenecientes a moléculas
enddgenas. En la glucuronidacion, la enzima UDP glucuronil transferasa reacciona
con fenoles y alcoholes alifaticos (Gutiérrez y col., 2016). La reaccion de metilacion
realizada por la enzima catecol O-metiltransferasa (COMT), a diferencia de las
demas reacciones, disminuye la hidrosolubilidad de los compuestos fendlicos y los
hace mas resistentes a reacciones metabdlicas y, por lo tanto, es necesario que se
realice la glucoronidacion y sulfataciébn de sus estructuras para su eliminacion
(Hussain y col., 2019).



1.5.3 Excrecion de los compuestos polifendlicos

Los polifenoles que no pudieron ser absorbidos en el intestino delgado terminan
siendo excretados a traveés de la bilis en las heces. Mientras que los polifenoles que
fueron absorbidos, biotransformados y que se encuentran en circulacion son
eliminados del torrente sanguineo por medio de su excrecion en la orina. El perfil de
metabolitos polifendlicos excretados puede ser variado ya que depende de distintos
factores tales como la edad, el estrés, las enfermedades, la dieta, el tipo de
microbiota coldnica en el huésped y la cantidad de moléculas transportadoras (Quirés
y col., 2011). Como ya se mencioné en apartados anteriores, los polifenoles pueden
generar beneficios a la salud al transformarse y absorberse en el organismo, por lo
tanto, se sugiere el aumento de su consumo en la dieta. Este incremento puede
obtenerse mediante el consumo de plantas que presenten un gran contenido de

compuestos polifenélicos como lo son las bayas o frutos rojos (Silva, 2020).

1.6 Frutos rojos

Los frutos rojos contienen una gran cantidad de fitoquimicos con capacidad
antioxidante, cuyo consumo contribuye en la disminucién del riesgo de desarrollar
enfermedades cronico degenerativas; por este motivo, dichos frutos se consideran
dentro de la categoria de alimentos funcionales, la cual se define como alimentos
naturales o elaborados que, ademas de tener propiedades nutricionales,
desempefian funciones especificas para prevenir o reducir el riesgo de contraer

enfermedades (Restrepo y col., 2010).

Entre los compuestos antioxidantes presentes en los frutos rojos se encuentran la
vitamina C, la vitamina E y los compuestos polifendlicos (Olas, 2018). En los ultimos
afios se ha extendido el interés por investigar el contenido de antioxidantes en frutos

rojos como la fresa y mora azul, siendo ambas fuentes importantes de compuestos



polifendlicos como los flavonoides, especialmente de antocianinas (Miller y col.,
2019).

1.6.1 Fresa

La fresa es una infrutescencia perteneciente a la familia de las rosaceas. En México,
esta frutilla alcanzé un alto consumo anual per capita correspondiente a 7.7 kg de
frutilla en el afio 2020 (SIAP, 2020). FotiriC y col. (2019) cuantificaron 11 compuestos
polifendlicos en tres variedades de fresa, siendo el &cido ferdlico, la quercetina y la
guercetina 3-O-galactésido los compuestos con mayor concentracion. Cabe destacar
que los principales compuestos flavonoles identificados en las fresas son glucosidos
y glucorénidos de quercetina y kaempferol (Baby y col., 2018).

Las antocianinas son otro tipo de compuestos importantes presentes en las fresas,
siendo la pelargonidina 3-O-glucésido el componente mayoritario de esta familia. Los
elagitaninos son compuestos poliméricos pertenecientes a la familia de taninos
hidrolizables que se encuentran en altas concentraciones en la fresa y, debido a su
gran capacidad antioxidante, resultan ser compuestos de gran interés en el desarrollo
de alimentos y bebidas funcionales (Luca y col., 2019). Otro tipo de polifenoles
presentes en las fresas son las proantiocianinas, los cuales se clasifican como
taninos condensables; y que han demostrado inducir efectos antiinflamatorios,

anticancerigenos y antienvejecimiento (Lin y col., 2023).

En nuestro grupo de trabajo, Sotelo-Gonzalez y col. (2023) demostraron que la
suplementacion durante 18 semanas con una bebida de decoccion de fresa rica en
polifenoles en un modelo de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa
disminuy6 la hipertrigliceridemia y la acumulacion de triglicéridos hepéticos.
Sandoval-Salazar y colaboradores (2019) informaron que la suplementacion durante
8 semanas con 0.2% de un extracto de fresa a ratas alimentadas con una dieta alta

en grasa, disminuyé la peroxidacion de lipidos y la oxidacion de proteinas.
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1.6.2 Mora azul

La mora azul es un fruto que pertenece al género Vaccinium, que se obtiene a partir
de un arbusto caducifolio. En México, este fruto es consumido principalmente en una
mezcla con otros frutos conocido como frutas del bosque, el cual incluye zarzamora,
frambuesa y mora azul. Para el afio 2016, la demanda total del consumo nacional de
esta mezcla de frutos fue de 231.09 toneladas (SAGARPA, 2017); mientras que el
consumo anual per cépita de la mora azul fue de 101 g en 2020 (SIAP, 2020).

La mora o arandano azul contiene una gran cantidad de compuestos, siendo
especialmente rica en antocianinas, las cuales son responsables de su color
caracteristico. Asi mismo, este fruto presenta un alto contenido de flavonoides,
taninos y otros acidos fendlicos, siendo estos compuestos a los que se les atribuye
las propiedades del arandano para disminuir el dafio provocado por las
enfermedades cardiovasculares, el envejecimiento y algunas actividades

antitumorales (Silva y col., 2020).

Con respecto a su contenido de compuestos polifenélicos, Fotiric y col. (2019)
comprobaron que existe un mayor contenido de compuestos fendlicos totales y
antocianinas en este tipo de baya (2.27-6.26 g eq AG/kg) (equivalentes de acido
galico) en comparacion de la fresa (1.18-2.27 g eq AG/kg), razén por la cual se ha

prestado especial interés en la elaboracion de productos a base de este fruto.

Diversos estudios in vivo y clinicos han realizado investigaciones con el fin de probar
los efectos anti obesogénicos de la mora azul en fresco y de sus extractos. En
nuestro grupo de trabajo, se demostré que la suplementacion con bebidas
elaboradas a base de decoccion de mora azul previene el desarrollo de
hipertrigliceridemia asociada a la obesidad en un modelo in vivo (Sotelo-Gonzalez y
col., 2023). Lo anterior podria estar relacionado a la capacidad antioxidante de sus
compuestos polifendlicos, principalmente de las antocianinas, las cuales han

demostrado efectos benéficos en la reduccion del estrés oxidativo y la inflamacién.
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Wu y colaboradores (2018) demostraron lo anterior mediante un estudio con ratones
C57BL/6 con obesidad inducida mediante una dieta rica en grasas, los cuales fueron
suplementados con antocianinas de zarzamora y mora azul, disminuyendo los
niveles lipidicos en suero e higado, ademas de un incremento de la actividad
enzimatica de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa y la glutation

peroxidasa.

1.7 Biomarcadores de consumo de compuestos polifendlicos

Un biomarcador es una molécula indicadora de exposicion, efecto o estado de
enfermedad que puede ser medida en muestras de sangre, plasma, orina, saliva,
heces y tejidos (Corella y col., 2015). Los polifenoles producen una serie de
metabolitos comunes en la circulacion que pueden formarse a partir de otras fuentes
de la dieta, por lo que la cantidad de biomarcadores que se tienen de los compuestos
fendlicos es limitada. Actualmente, se conoce que la quercetina urinaria puede servir
como biomarcador del flavonoide quercetina, asimismo, el acido isoferulico es un
biomarcador de la ingesta de acido cafeico ya que solo se produce a partir de la 4-

metoxilacion del acido cafeico (Spencer y col., 2008).

Con respecto a los biomarcadores de alimentos, se ha identificado que la
epicatequina, el acido clorogénico y el &cido galico funcionan como biomarcadores
de la ingesta de té, café y vino, respectivamente (Spencer y col., 2008), mientras que
el acido galico y el acido 4-O-metilgalico, la isoramnetina, el kaempferol,
lahesperidina, la naringenina y la floretina urinarios pueden usarse para la
cuantificacion de la ingesta de jugos de frutas (Mennen y col., 2006). Ulaszewska y
colaboradores (2020) reportaron diferentes metabolitos biomarcadores del consumo
de diferentes matrices de frutos rojos como la fresa y mora azul, encontrados en
estudios clinicos. Para el consumo de mora azul, principalmente se encontraron
glucosidos de delfinidina y malvidina, algunos productos del metabolismo de fase Ii
como el glucurénido de delfinidina, malvidina, peonidina y petunidina, asi como

algunos derivados de los &cidos benzoico, ferulico, fenilpropionico, &cido
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fenilvalérico y de la fenil valerolactona. Respecto a la fresa, se encontraron
principalmente metabolitos de la pelargonidina como glucurénido de pelargonidina,
pelargonidina-3-O-glucésido y sulfato de pelargonidina. Por otro lado, se reportaron
ademas compuestos aromaticos tales como furaneol y el mesifurano caracteristicos
de la fresa, asi como también diferentes metabolitos microbianos tales como la

urolitina B y A, tanto en sus formas glucoronidadas como urolitina B y A glucurénido.
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2. HIPOTESIS

Las bebidas elaboradas por nuestro grupo de trabajo, con decocciones de fresa y
mora azul presentan un alto contenido de compuestos polifendlicos biodisponibles,
los cuales al metabolizarse y excretarse mantendran capacidad antioxidante,
demostrando que el consumo de las bebidas funcionales, administradas a ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa, puede aumentar el potencial
antioxidante.



3. OBJETIVOS

3.1 General

Cuantificar los compuestos fendlicos e identificar los metabolitos absorbidos, asi
como la capacidad antioxidante en orina de ratas suplementadas con bebidas
elaboradas con decocciones de frutos rojos y alimentadas con una dieta

obesogénica.

3.2 Especificos

e Determinar la absorcion de los compuestos polifendlicos consumidos por los
animales suplementados con las bebidas elaboradas con decocciones de
frutos rojos a partir de la cuantificacion de compuestos fendlicos totales y

flavonoides en muestras de orina.

e Caracterizar el perfil de metabolitos de polifenoles en muestras de orina
obtenidas de ratas alimentadas con una dieta obesogénica y suplementadas
con bebidas elaboradas con frutos rojos.

e |dentificar biomarcadores de consumo asociados con el consumo de bebidas
ricas en polifenoles elaboradas con decocciones de frutos rojos.

e Evaluar la disminucion del estrés oxidativo que tienen los metabolitos
polifendlicos excretados en orina de ratas suplementadas con las bebidas
elaboradas con decocciones de frutos rojos por medio de su capacidad

antioxidante.



4. METODOLOGIA

4.1 Material de estudio

Este proyecto de investigacion formo parte de un proyecto integral que se lleva a
cabo en el Laboratorio de Bioquimica Molecular; por lo que, las muestras de orina
gue se analizaron se obtuvieron de un proyecto previamente registrado (Sotelo-
Gonzélez y col. 2023; numero de registro al Comité de Bioética CBQ20/091). Durante
dicho proyecto se elaboraron bebidas a base de decocciones de frutos de fresa, mora
azul y fresa-mora azul (50/50), cortando rebanadas de 0.5 cm de espesor de dichos
frutos, que se dejaron secar en un horno de circulacion de aire forzado (Binder, BF
400) a 45 °C de 48 a 72 h. Posteriormente se usaron 50 g de cada fruta seca y se
sometieron a un proceso de extraccion con 1000 mL de agua a 95 °C con agitacion
constante durante 15 min. Las decocciones se filtraron y se ajustaron a un volumen
de 1000 mL.

Las bebidas se evaluaron en un modelo in vivo con ratas macho Wistar de 160-180
g aleatorizadas en cinco grupos de 10 ratas cada uno: (i) control sano (alimentado
con una dieta estandar), (ii) control obeso (alimentado con una dieta alta en grasa
(20%) y fructosa (18%), (iii) obeso + bebida de fresa, (iv) obeso + bebida de mora
azul y (v) obeso + bebida de fresa-mora azul. Los animales de los grupos control
consumieron agua potable ad libitum; mientras que, los animales de los grupos
tratamiento recibieron las bebidas correspondientes de manera ad libitum durante 12
h al dia. Tras 18 semanas de tratamiento, las ratas se alojaron en jaulas metabdlicas
para la recoleccidon de orina y posteriormente se sacrificaron. Las muestras de orina

se congelaron a -80 °C para su posterior analisis.



4.2 Métodos

4.2.1 Determinaciones en muestras de orina obtenidas de ratas alimentadas con una

dieta obesogénica y suplementadas con bebidas elaboradas con frutos rojos

4.2.1.1 Extraccion de compuestos polifenolicos

Se realizo la extraccion de compuestos polifendlicos a partir de las muestras de orina
utilizando cartuchos de extraccion en fase solida de 60 mg/ 3 mL (Supel-Select HLB
SPE, 54184-U, Millipore Sigma, San Luis, Misuri, EUA). Para lo anterior, se activaron
los cartuchos agregando 3 mL de metanol, seguidos de 3 mL de agua destilada.
Posteriormente, se adicionaron 2 mL de muestra de orina, se realizo la elucion de los
compuestos de interés con 2 mL de una solucién acuosa de &cido formico 1.5 M, 2
mL de agua:metanol 95:1 (v/v) y posteriormente metanol:acido formico 99:1 (v/v). El
eluyente se llevé a sequedad en un concentrador a vacio (Speedvac Savant, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachussetts, EUA) a 35 °C y se resuspendi6 en 500
uL de metanol para su posterior caracterizacion (Roura y col.,, 2006 con

modificaciones).

4.2.1.2 Determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales

La determinacion de compuestos fendlicos totales se realizé por medio de un método
espectrofotométrico. Se tomaron 10 uL de muestra y se mezclaron con 25 uL de
reactivo de Folin Ciocalteu 1 N, 125 uL de carbonato de sodio al 5% y 40 uL de agua
en una microplaca. La mezcla de reaccion se dejé reposar a temperatura ambiente
y a obscuras durante 30 min. Posteriormente, se realiz0 la lectura de las
absorbancias a 765 nm en un lector de microplacas (Singleton y col., 1999; Roura y
col., 2006). Se realiz6é una curva de calibracion utilizando acido galico como estandar
(0-0.011 mg/mL). Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido
galico por mg de creatinina. Cabe mencionar que en el proyecto previo se realizo la

determinacion de creatinina en orina, dato que se utilizO para normalizar los



resultados de polifenoles en orina, ya que el volumen de orina presentd alta

variabilidad.

4.2.1.3 Determinacion del contenido de flavonoides totales

La determinacion de flavonoides totales se realiz6 por medio de un método
espectrofotométrico. Se mezclaron 100 uL de la muestra de orina con 25 uL de agua,
después se adicionaron 7.5 uL de NaNO2 al 5 % dejando reposar la solucion por 6
min para posteriormente adicionar 15 pL de AICls al 10 %, y reposando nuevamente
durante otros 5 min. A continuacion, se afiadieron 50 yL de NaOH 1 My finalmente
el volumen se completé con 52.5 uL de agua destilada. Se midi6é la absorbancia a
510 nm y se realiz6 una curva de calibrado utilizando (+)-catequina como estandar
externo. Los resultados obtenidos se expresaron en mg de (+)-catequina por mL de
orina (Heimler y col., 2006).

4.2.1.4 Identificacion del perfil de metabolitos de polifenoles

Las muestras obtenidas se caracterizaron por medio de un sistema de cromatografia
de liguidos de ultra resolucion acoplado a un espectrometro de masas de cuadrupolo-
tiempo de vuelo con una fuente de lonizacién de electrospray, (UPLC-ESI-QToF
MSE, Vion, Waters Corporation, Milford, Massachussets, EUA). Las muestras se
filtraron (Captiva syringe filter, PVDF, 0.45 um, 13 mm) e inyectaron en una columna
C18 BEH Acquity (2.1 x 100 mm, 1.7 um) a 35 °C. El volumen de inyeccion fue de 2
uL y las muestras se mantuvieron a 4 °C en el automuestrador. La fase movil
consistié en (A) agua con 0.1% de acido férmico y (B) acetonitrilo con 0.1% de acido
férmico a un flujo de 0.5 mL/min. Las condiciones del gradiente fueron las siguientes:
0% B a 0 min, 15% B a 2.5 min, 21% B a 10 min, 90% B a 12 min y 95% B a 13 min.
Posteriormente, se regresd a las condiciones iniciales (0% B) a los 15 min y se
mantuvieron durante 2 min para re-equilibrar el sistema, con un tiempo total de

corrida de 17 min por muestra.



Las condiciones del ESI-QToF MSE fueron las siguientes: se realizé la adquisicion
de espectros de masas en modo de ionizacion negativo (ESI-) en un rango de masas
de 100-1200 Da, voltaje de capilar a 2 kV voltaje del cono a 40 eV, energia baja de
colisién a 6 V, energia alta de colision a 15-45 V, temperatura de la fuente de
ionizacion a 120 °C, temperatura del gas de desolvatacion (N2) a 450 °C, flujo del gas
de desolvatacion a 800 L/h, flujo del gas del cono (N2) a 50 L/h. La identificacién de
los metabolitos de polifenoles se realiz6 en el software UNIFI (Waters Co., New York,
EUA) por medio del andlisis de la masa exacta del ion molecular (error de masas <5
ppm), distribucién isotopica del ion molecular y patron de fragmentacién (Reynoso-
Camacho y col. 2021).

4.2.1.5 Determinacion de la capacidad antioxidante

Se realiz6 la determinacion de la capacidad antioxidante urinaria por medio de los
ensayos de atrapamiento de los radicales DPPH™ (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y
ABTS' [2,2’-azino-bis (acido 3-etilbenzo-tiazolin-6-sulfonico)]. Para el ensayo de
DPPH*, se prepar6 el radical mezclando DPPH con metanol hasta obtener una
absorbancia de entre 0.750 y 0.780 a 517 nm. Posteriormente, se mezclaron 20 pL
de orina con 200 uL de la solucion de DPPH™, se incubd a temperatura ambiente
durante 6 min y se midieron las absorbancias a 517 nm (Brand-Williams y col., 1995).
Se realizé la curva de calibracion con acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroma-2-
carboxilico (Trolox; 0.0125-0.2 mg/mL). Los resultados se expresaron como mg
equivalentes de Trolox/mg de creatinina.

Para el ensayo de ABTS, se preparo el radical mezclando 5 mL de ABTS® 7 mM con
88 uL de una solucion etandlica de persulfato de potasio 140 mM, ajustando su
absorbancia con etanol a 0.700 a 734 nm. Posteriormente, se mezclaron 50 uL de
orina con 150 uL de la solucion de ABTS®, se incubaron a temperatura ambiente

durante 6 min y se realiz6 la determinacion de las absorbancias a 734 nm (Re y col.,



1999). Se realizé una curva de calibracion con trolox (0.0125-0.2 mg/mL). Los

resultados se expresaron como mg equivalentes de trolox/mg de creatinina.

4.2.2 Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos se expresaron como media * error estandar de diez réplicas. Se
evaluo si las variables eran paramétricas o no paramétricas por medio de las pruebas
de Kolmogorov-Smirnov (distribucion de datos) y de Levene (homocedasticidad). Las
variables paramétricas se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de
un solo factor seguido por la prueba de Tukey. Para las variables no paramétricas se
utilizé la prueba de Kruskal-Wallis seguido de Wilcoxon. Se construyeron modelos
de andlisis multivariados mediante analisis de componentes principales (PCA),
analisis discriminante de minimos cuadrados parciales dispersos (sPLS-DA) y
andlisis de clusters de K-medias con los datos normalizados, transformados por raiz
cuadrada y auto-escalados. Todos los analisis estadisticos univariados se realizaron
con el software JMP version 11 (JMP Statistical Discovery LLC, SAS Institute,
Carolina del Norte, EUA); mientras que, los analisis multivariados se realizaron con
el software en linea Metaboanalyst versiébn 5 (https://www.metaboanalyst.ca;

Universidad de Alberta, Canada).



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Cuantificacion urinaria de compuestos fendlicos totales en ratas alimentadas
con una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas de decocciones

de frutos rojos.

En nuestro grupo de investigacion se formularon y desarrollaron bebidas a base de
decocciones de frutos rojos, las cuales mostraron un alto contenido y diversidad de
compuestos fendlicos. De manera interesante, la suplementacion cronica con
dichas bebidas en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa (DAGF)
durante 18 semanas previno el desarrollo de algunas alteraciones metabdlicas
asociadas con la obesidad, tales como hipertrigliceridemia y resistencia a la insulina
(Sotelo-Gonzalez, 2020). El presente proyecto de investigacion se disefid y se llevo
a cabo con el fin de identificar si los componentes polifendlicos de las bebidas
desarrolladas fueron absorbidos y metabolizados y, si estos metabolitos, proveen

una capacidad antioxidante in vivo.

En la Figura 2 se presentan los resultados de la cuantificacion de polifenoles totales
en las muestras de orina de ratas alimentadas con una DAGF suplementada con
las bebidas de decocciones de frutos rojos. Las ratas alimentadas con la DAGF
mostraron una concentracion de polifenoles totales 3.5 veces menor en
comparacion con el grupo control (alimentado con la DE). La presencia de fenoles
totales en la orina de los animales alimentados con DE y DAGF puede relacionarse
con la harina de soya contenida en la dieta Laboratory Rodent Diet 5001, ya que los
productos a base de este grano contienen compuestos fendlicos como las
isoflavonas y antioxidantes afiadidos como terbutil hidroquinona (Peellizzon y Ricci,
2020).

Cabe mencionar que si bien se observé un consumo diario de alimento fue similar
entre ambos grupos control durante todo el experimento (DE: 23.3 g/dia y DAGF:
22.1 g/dia), los animales alimentados con la DAGF consumieron proporcionalmente

una menor cantidad de alimento estandar, ya que esta dieta estd compuesta por



62% alimento estandar, 20% manteca de cerdo y 18% fructosa. Es por ello por lo
que se llevd a cabo la determinacion del consumo diario de polifenoles aportados
por la dieta y las bebidas, resultados en donde se observa que el grupo DAGF
consumio 1.42 veces menos polifenoles totales en comparacién con el grupo DE
(Figura Al).
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Figura 2. Contenido de polifenoles totales en orina de animales alimentados con
una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas de decocciones de

frutos rojos. Los valores representan la media * el error estandar de los grupos de animales. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p<0.05) por prueba de Tukey o Friedman.
*Indica diferencias significativas (p<0.05) en comparacion con el grupo DAGF mediante la prueba de
Dunnet o Wilcoxon. AG: &cido galico, DE: dieta estandar, DAGF: dieta alta en grasa y fructosa, BF:
bebida de fresa, BM: bebida de mora azul, BFM: bebida de fresa y mora azul, n=10.

En cuanto a los animales suplementados con las bebidas de decocciones de fresa,
mora azul y fresa-mora azul, estos mostraron un aumento en la excrecion urinaria
de polifenoles totales de 2.2, 2.0 y 1.3 veces mas con respecto al grupo alimentado
con DAGF, respectivamente. Sin embargo, todos los grupos suplementados con las
bebidas mostraron una excrecion de polifenoles totales significativamente menor en
comparacion con el grupo control (DE), a pesar de que los animales suplementados
con las bebidas tuvieron un consumo similar de alimento, pero mayor de polifenoles
debido a las bebidas que el grupo control, (Figura Al). Lo anterior puede deberse a

las diferencias estructurales entre los polifenoles de la dieta y de las bebidas, ya



que es conocido que la estructura quimica de dichos compuestos determina su
absorcion y metabolismo (Dini y Grumetto, 2022), siendo que las isoflavonas
presentes en los productos a base de soya suelen presentarse como agliconas o
glucésidos, teniendo una tasa de absorcion mayor a otros polifenoles mas
complejos (Di Lorenzo y col., 2021), lo que pudo favorecer la alta concentracion de

sus metabolitos.

Sumado a lo anterior, el consumo de bebida y dieta que tuvieron los animales
experimentales pudo influir en la excrecién total de metabolitos fendlicos debido a
gue en el presente estudio los animales tuvieron un libre consumo de alimento y
bebida. Cladis y col. (2020 y 2021) determinaron por medio de dos estudios en ratas
que, distintas dosis de extractos de mora azul o del fruto entero, generaban
variacion en las excreciones urinarias de metabolitos durante un periodo de 90 dias.
A dosis bajas o medias de 50 y 250 mg de polifenoles totales/kg de peso
corporal/dia, respectivamente, la méaxima produccion de metabolitos se dio a los 7
dias; mientras que, a dosis altas de 1,000 mg de polifenoles totales/kg de peso
corporal/dia hubo un aumento constante en la produccién de metabolitos a lo largo
del estudio. Estas variaciones se adjudicaron a que la microbiota intestinal se
modificé debido a las dosis para adaptarse a cargas fendlicas mas elevadas. Por lo
tanto, debido a que los animales experimentales no consumieron las mismas
cantidades de alimento y bebida, se puede esperar que no exista una relacioén clara
entre el consumo de polifenoles y el contenido total de metabolitos polifendlicos en

la orina de los grupos de ratas de este estudio.

Por otro lado, la excrecion urinaria de flavonoides totales mostré6 una tendencia
distinta a la observada en la excrecion urinaria de polifenoles totales. Como se
observa en la Figura 3, la concentracion urinaria de flavonoides fue similar entre los
dos grupos controles (DE y DAGF), no se observaron diferencias estadisticas
significativas a pesar de que el consumo de alimento estandar y de polifenoles

totales fue diferente, lo cual se describié previamente.
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Figura 3. Concentracion de flavonoides totales en orina de animales alimentados
con una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con las bebidas de decocciones

de frutos rojos. Los valores representan la media * el error estandar de los grupos de animales.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p<0.05) por prueba de Tukey o
Friedman. *Indica diferencias significativas (p<0.05) en comparacion con el grupo DAGF mediante
la prueba de Dunnet o Wilcoxon. AG: acido galico, DE: dieta estandar, DAGF: dieta alta en grasay
fructosa, BF: bebida de fresa, BM: bebida de mora azul, BFM: bebida de fresa y mora azul, n=10.

Diversos estudios han reportado diferentes subclases de flavonoides, tales como
flavanoles, flavonoles y antocianinas, en los frutos rojos de fresa y mora azul (Miller
y col., 2019); sin embargo, a pesar de estas diferencias estructurales, su consumo
por 18 semanas no aumentdé la excrecion urinaria de flavonoides (Figura 3).
Talavéra y colaboradores (2005) realizaron un estudio con ratas, las cuales
consumieron una dieta control y una dieta suplementada con un extracto de
zarzamora, encontrando que las antocianinas nativas, las cuales son flavonoides,
asi como sus metabolitos metilados y glucuronidados, se excretan en la orina. Sin
embargo, estos autores reportaron que la concentracion urinaria es baja en
comparacion con la cantidad ingerida, encontrandose un alto contenido en el
yeyuno, zona del intestino delgado donde se presenta la mayor tasa de metabolismo

y absorcion.

Para identificar el perfil de compuestos polifendlicos totales en orina y observar

posibles diferencias entre tratamientos, se llevd a cabo el analisis de las muestras
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por medio de UPLC-ESI-QTof MSE, el cual permite no solo a cuantificar polifenoles
sino también a identificar y caracterizar polifenoles y sus metabolitos en fluidos

biolégicos como lo es la orina (Buszewski y Baranowska, 2022).

5.3 Perfil de metabolitos de polifenoles urinarios en ratas alimentadas con una dieta

alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas de decocciones de frutos rojos.

Los metabolitos de las plantas, especificamente los polifenoles, son conocidos por
ser responsables de diversos beneficios para la salud (Yaskolka y col., 2021). Por
ende, en las ultimas décadas se ha incrementado la investigacién del metaboloma
alimentario, ya que se buscan caracteristicas y patrones de fragmentacién que
relacionen estructuralmente a los metabolitos con sus compuestos de origen o para

determinar su bioactividad (Van Duynhoveny col., 2011).

En el Cuadro 1 se enlistan los compuestos identificados en las muestras de orina
de las ratas alimentadas con una DAGF suplementada con bebidas de decocciones
de frutos rojos. Estos compuestos se identificaron mediante un analisis dirigido por
medio de la comparacion del ion pseudo molecular y sus fragmentos mas
importantes con aquellos reportados previamente en bases de datos y literatura
especializada. Se identificaron 50 metabolitos de polifenoles, incluidos 3 metabolitos
de acidos hidroxibenzoico, 7 metabolitos de &cidos hidroxicinamico, 7 metabolitos
de elagitaninos, 2 metabolitos de flavanoles, 1 metabolito de flavonoles, 2
metabolitos de flavanonas, 1 metabolito del acido galico, 11 metabolitos de
isoflavonas, 2 metabolitos del acido fenilacético, 3 metabolitos del &cido
fenilpropanoico, 2 metabolitos del &cido fenilvalérico, 3 metabolitos de

valerolactonas, 3 metabolitos de lignanos y 2 tipos de otros polifenoles.
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Cuadro 1. Metabolitos urinarios de polifenoles en ratas alimentadas con dietas ricas en grasas y fructosa, suplementadas
con bebidas de fresa, mora azul y una mezcla de fresa-mora azul.

o o Rt Formula Masa Masa ELr:r Aduct (ng/mg de creatinina)
Identificacion provisional (min) molecular esperada observad masa °
(Da) a (Da) (bpm) DE DAGF DAGF+BF DAGF+BM DAGF+BFM
Metabolitos de acidos hidroxibenzoicos
Acido hipurico 3.37 CoHsNO3 179.0582 178.0504 -3.4285 [M-HJ 0.051 + 0.007bt 0.025 £ 0.004b 0.035 + 0.006b' 0.096 + 0.012af 0.043 + 0.010bf
Sulfato de &cido vanilico 3.93 CsHsO7S 247.9991 246.9929  4.3453 [M-H] ND ND 0.040 + 0.004 ND ND
Acido hidroxihiprico 4.96 CoHsNO4 195.0532 194.0460 0.8356 [M-HJ ND ND 0.012 + 0.002 ND ND
Metabolitos de acidos hidroxicinamicos
Clicuronido de acido 256 CisHiOw  356.0743 3550675 13356  [M-HJ ND ND 0.002 + 0.000a 0.004 £ 0.001a ND
Sulfato de acido ferdlico 2.88 CioH1007S 274.0147 273.0061 -4.8980 [M-H] ND ND 0.194 + 0.082a 0.132 £ 0.020a 0.044 £ 0.004a
Sulfato de acido cumarico 3.12 CoHsO06S 244.0042 242.9963 -2.4014 [M-H] ND ND 0.022 + 0.002 ND ND
Sulfato de &cido cafeico 3.80 CoHs0O7S 259.9991 258.9917 -0.3509 [M-HJ ND ND 0.025 + 0.002a 0.005 + 0.000a ND
Acido dihidrocumarico 3.81 CoH1003 166.0630 165.0555 -1.2603 [M-HJ ND ND 0.116 + 0.009a 0.036 £ 0.007a ND
Acido cumarico 4.23 CoHgO3 164.0473 163.0397 -2.2924 [M-HJ 0.015 + 0.001bt 0.005 £+ 0.001e 0.018 + 0.001at 0.008 + 0.001d" 0.011 + 0.002c*
Acido dimetil elagico 9.35 Ci16H100s8 330.0376  329.0318 4.5590 [M-H] ND ND 0.011 + 0.001 ND ND
Metabolitos de elagitaninos
Dimetilurolitina D sulfato 3.53 CisH120eS  368.0202 367.0136 1.8186 [M-H] ND ND 0.004 + 0.001 ND ND
Metilurolitina D glucorénido 3.77 CxH201:1  450.1162 449.1098 2.0200 [M-H] ND ND 0.086 + 0.0006 ND ND
Urolitina C 4.71 Ci13HsOs 244.0372  243.0300 0.3044  [M-H] ND ND 0.196 + 0.011 ND ND
Metilurolitina A 5.18 C14H1004 242.0579 241.0503 -1.3359 [M-H] ND ND 0.026 + 0.004 ND ND
Urolitina B glucurénido 6.62 Ci19H1609 388.0794 387.0738 4.1636 [M-H] ND ND 2910+ 0.171 ND ND
Urolitina A 9.32 Ci13HgO4 228.0423 227.0347 -1.0854 [M-H] ND ND 8.251 + 0.496a ND 2.326 + 0.246b
Urolitina B 11.20 C13HsO3 212.0473 211.0404 1.4379 [M-H] ND ND 5.936 + 0.416a ND 1.816 + 0.140a
Metabolitos de flavanoles
(Epi)-catequina glucurénido 1.14 CauH22012 466.1111 465.1033 -1.2718 [M-H] ND ND ND 0.013 + 0.000a 0.010 + 0.004a
g’l'ﬁgtfgﬁ;()j'gateq“'”a 294 CxHuO1 480.1268 479.1196 02521 [M-H]  0.002+0.000ab'  0.002+0.000b  0.044+0.007abt  0.055%0.004a"  0.0510.006al
Metabolitos de flavonoles
Dimetil quercetina 11.12  Ci7H1407 330.0740 329.0681 4.2260 [M-H] 0.312 + 0.025af 0.197 + 0.034ab 0.313 + 0.022at 0.084 + 0.007b' 0.212 £ 0.019ab
Metabolitos de flavanonas
Diglucurénido de apigenina 294  CyH2017 622.1170 621.1094 -0.5710 [M-H] 0.027 + 0.004at 0.005 + 0.002b 0.024 + 0.002abt 0.026 + 0.002af 0.026 + 0.002ab’
Glucurénido de apigenina 4.44 C21H18011  446.0849  445.0757 -4.3859 [M-H] 7.378 + 0.570ab 6.371 + 1.234b 9.137 + 0.298a" 6.744 + 1.075b 7.766 + 0.909ab’
Metabolitos del acido gélico
Sulfato de metilpirogalol 3.77 C7HgO6S 220.0042 218.9965 -1.7285 [M-H] ND ND 0.006 + 0.001 ND ND
Metabolitos de isoflavonas
Glucurénido de 424  CuHaOn 432.1056 431.0065 -4.2433 i t
dihidrodaidzeina . 21H20010 . . -4. [M-H] 0.403 £ 0.022b 0.379 £ 0.099b 0.480 + 0.020ab 0.531 + 0.090a 0.483 + 0.031ab
Dihidrodaidzeina 4.67 Ci15H1204 256.0736  255.0664 0.5466 [M-H] 0.014 + 0.001at 0.005 £ 0.001b 0.013 + 0.001af 0.011 + 0.002ab’ 0.013 + 0.002ab’
Glucorénido de genisteina 520 CaHis011  446.0849 445.0760 -3.7303 [M-H] 0.631 £+ 0.020a 0.473 £ 0.093ab 0.437 £ 0.015ab 0.416 + 0.054ab 0.432 £ 0.020b
Glucorénido de glicteina 5.52 C22H20011  460.1006 459.0916 -3.7453 [M-HJ 2.374 + 0.763ab 2.553 + 0.356b 2.680 + 0.278ab 3.064 + 0.374ab’ 3.169 + 0.131af
Equol glucuronido 5.69 C21H2209 418.1264 417.1173 -4.3003 [M-H] 12.105 + 0.583a 9.953 +1.917a 10.587 = 0.691a 9.586 + 1.650a 9.520 + 1.838a
Hidroxi equol 8.13 Ci15H1404 258.0892 257.0808 -4.3725 [M-H] 0.018 + 0.001af 0.011 £ 0.001b 0.015 + 0.003ab’ 0.013 + 0.001ab’ 0.026 + 0.040ab’
Hidroxigliciteina 8.59 C16H1206 300.0634 299.0552 -3.0659 [M-H] 0.042 + 0.002at 0.032 + 0.003b 0.037 + 0.002ab’ 0.038 + 0.003ab’ 0.034 + 0.004b
Hidroxigenisteina 9.16 Ci15H1006 286.0477 285.0396 -2.9990 [M-HJ 0.011 + 0.001af 0.008 + 0.001b 0.008 + 0.001ab 0.011 + 0.002a 0.011 + 0.002ab’
Equol 11.22  CisH1403 242.0943 241.0862 -3.3874 [M-H] 0.051 + 0.003at 0.032 + 0.003b 0.037 £ 0.002ab 0.040 + 0.005ab’ 0.037 + 0.004b*
Metilequol 11.42  Ci6H1604 272.1049 271.0976 0.1402  [M-H] 0.004 + 0.001af 0.003 + 0.000b 0.003 + 0.000abt 0.004 + 0.001ab’ 0.003 + 0.000af
Hidroxidaidzeina 11.62  CisH100s 270.0528 269.0451 -1.7580 [M-H] 12.948 + 1.043bc 11.437 +2.001c 12.847 + 1.431bc 14.747 + 2.123b" 17.477 + 1.764a"
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Metabolitos del acido fenilacético

Acido hidroxifenilacético 275  CgHgOs  152.0473 151.0394 -4.4361 [M-H] ND ND 0.089 + 0.007a 0.079 + 0.008a ND

Acido metoxifenilacético 455  CoH1oOs  166.0630 165.0555 -1.0746 [M-H]  0.154 + 0.010ab 0.136 + 0.023ab 0.37 +0.009abt 0.064 + 0.007at 0.268 + 0.041bt
Metabolitos del &cido fenilpropanoico

Sulfato de acido 347 CiHpO/S  276.0304 2750223 -2.7228 i t t t

dihidrofertiico . 10H1207 : . -2. [M-HI  0.053 +0.005a 0.016 + 0.005d 0.021 + 0.003cd 0.026 + 0.003c 0.042 + 0.005b

Acido fenilpropionico 439  CeHiO»  150.0681 149.0607 -0.4333 [M-HJ ND ND 0.030 + 0.003 ND ND

Acido dihidroferdlico 500 CiH120s 196.0736 195.0662 -0.4924  [M-H] ND ND 0.085 + 0.006 ND ND
Metabolitos del acido fenilvalérico

Acido dihidroxifenilvalérico ~ 3.93  CuH10.  210.0892 209.0823  1.9848  [M-HJ ND ND 0.045 + 0.002b 0.133 + 0.010a ND

ds.“'.fato de acido 10.98 CuHuO:S 290.0460 289.0388 0.2431 [M-H]  0.027=0.004bcd’  0.012 + 0.004d 0.054 +0.004ab"  0.051 +0.005bc’  0.022 + 0.003cd!
ihidroxifenilvalérico
Metabolitos de la valerolactona

dS_“'_fatO de 318 CuH1O/S 288.0304 287.0238 2.3654  [M-HJ ND ND 0.259 + 0.018a 0.212 + 0.029ab 0.121 + 0.013b
ihidroxifenilvalerolactona

Dihidroxifenilvalerolactona ~ 3.24  CuHi120s  208.0736  207.0672 4.3184  [M-H] ND ND 0.055 + 0.005ab 0.142 + 0.035a 0.047 + 0.009b

ﬂztox'h'drox'fe“""a'em'acm 1143  CpHuOs 2220892 221.0819 00663 [M-H]  1.898+0.108a 1745+0140a  1652+0.059ab!  1.201+0.097bt  0.676 + 0.039b"
Metabolitos de liignanos

Enterodiol 9.09 CigH220s 302.1518 301.1458 4.1634  [M-HJ ND ND 0.016 + 0.001ab 0.007 + 0.003b 0.027 + 0.003a

Sulfato de enterolactona 9.89 CigHis0/S 378.0773 377.0705 1.2812 [M-H]  0.234 + 0.006ab 0.153 + 0.013ab 0.349 + 0.018ab 0.084 +0.011b 0.102 + 0.009ab

Enterolactona 11.18  CigH1gOs 2981205 297.1132 -0.1737 [M-H]  4.262 + 0.193ab’ 2.983 + 0.300b 3.120 + 0.246b 9.023 + 0.443at 7.597 + 1.055at
Metabolitos de otros polifenoles

Sulfato de catecol 222  CeHeOsS  189.9936 188.9858 -2.8666 [M-H] ND ND 0.305 + 0.024 ND ND

Catecol 238 CeHsO;  110.0368  109.0297 2.1231  [M-HJ ND ND 0.012 + 0.001 ND ND

Los datos se muestran como + desviacion estandar de diez réplicas. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) entre muestras
mediante la prueba de Tukey o Friedman. TIndican diferencias significativas (p<0.05) en comparacion con el grupo DAGF mediante la prueba de
Dunnet o Wilcoxon. DE: dieta estandar; DAGF: dieta rica en grasas y fructosa; BF: bebida de fresa; BM: bebida de mora azul; BFM: bebida de fresa

y mora azul, ND: no detectado.
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Cabe destacar que algunos metabolitos urinarios se identificaron en todos los
grupos experimentales, tales como metabolitos de isoflavonas y flavanonas,
indicando su asociacién con el consumo del alimento estandar proporcionado. El
perfil de polifenoles de los grupos controles (DE y DAGF) fue similar, pero en
diferentes concentraciones, siendo que las mayores concentraciones se
presentaron en los animales alimentados Unicamente con la dieta estandar (Cuadro
2), observando una tendencia similar a la mostrada previamente en la cuantificacion

de polifenoles totales en orina (Figura 2).

En el presente estudio se encontraron distintos acidos fendélicos de manera
sulfatada o metilada, provenientes de procesos metabdlicos de fase Il que facilitan
su eliminacién (Lavefve y col., 2020) como los acidos cafeico, ferulico, vanilico y
elagico, que se encontraron Unicamente en los animales suplementados con las

bebidas de frutos rojos.

La bebida de fresa se destacO por presentar metabolitos como dimetilurolitina D
sulfato, metilurolitina D glucorénido, urolitina C, metilurolitina A, urolitina B
glucurénido, sulfato de metilpirogalol, acido hidroxihipurico, sulfato de catecol, acido
dihidroxifenilvalérico, &cido fenilpropidnico, acido dihidroferulico y sulfato de catecol.
Si bien algunos de estos compuestos fueron detectados en las ratas suplementadas
con la bebida de fresa y de fresa-mora azul, éstos se observaron en una mayor
concentracion con el consumo de la bebida a base de 100% fresa. Las urolitinas
son componentes caracteristicos de la degradacion microbiana del acido elagico y
sus polimeros (elagitaninos) en el colon, por lo que diversos estudios han
identificado urolitinas con el consumo de distintas bayas (Lee y col., 2018; Chen y
col., 2022), la urolitina A se ha detectado en mayor concentracion con el consumo
de fresas (Chandra y col., 2019).

Por otro lado, el consumo de las bebidas de mora azul y fresa-mora azul aumento

la excrecion urinaria de la enterolactona, un metabolito colonico derivado de los
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lignanos (Mali y col., 2019), cuya concentracién fue alrededor de 2.3-2.9 veces

mayor que la observada con el consumo de la bebida de fresa.

Debido a la complejidad de analisis e interpretacion del perfil de metabolitos
urinarios de manera individual, se llevaron a cabo distintos analisis multivariados

para un analisis global de los datos.

Los modelos de PCA son ampliamente utilizados para analizar el agrupamiento de
individuos y para identificar compuestos discriminantes de grupos experimentales,
sin usar informacion anticipada, eliminando variables que tengan menor variabilidad
(andlisis no supervisado). Por otro lado, el SPLS-DA maximiza la separacion entre
los grupos mediante conocimientos previos del procesamiento de las muestras al

ser un método de andlisis supervisado (Ruiz-Perez y col., 2020).

En el analisis de PCA se logré la mayor diferenciacion de los grupos en el
componente 1 (PC1), ya que en el eje de las X se recuperd el 40.9% de la varianza
total; mientras que, en el componente 2 (PC2) se recuper6 el 13.9% (Anexo 1). De
manera interesante, se observa la discriminacion entre las ratas suplementadas con
la bebida de fresa (®) y el resto de los grupos experimentales en el PC1, indicando
diferencias significativas en el perfil de metabolitos urinarios de polifenoles. Se
obtuvo un gréafico de doble proyeccion (‘biplot’) que sobrepone el grafico de
puntuaciones de los grupos experimentales y el grafico de influencias
(componentes), revelando asi los compuestos que se agrupan en direccion con
cada grupo experimental. Los metabolitos discriminantes de los animales
suplementados con la bebida de fresa correspondieron al sulfato de &cido cafeico,
el acido dihidrocumarico, la urolitina A y el &cido hidroxifenilacético, entre otros

metabolitos urinarios de polifenoles (Figura 4B).

Por otro lado, se observa en el PC1 que las ratas alimentadas con DE (®) y DAGF

("), pertenecientes a los grupos controles, se encontraron aglomeradas (Figura 4A),
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Figura 4. Grafico bidimensional del modelo de analisis de componentes principales
(A) y grafico de doble proyeccion (B) de metabolitos de polifenoles de ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas a

base de decocciones de frutos rojos. PC: componente principal. Los datos se normalizaron
por suma, se transformaron en raiz cuadrada y se auto escalaron.

indicando un perfil similar de metabolitos urinarios de polifenoles, el cual fue

caracterizado principalmente por la metoxihidroxifenilvalerolactona, la dimetil

qguercetina, el equol glucurénido, la apigenina glucuronido y la hidroxigliceteina
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(Figura 4B). Finalmente, las ratas suplementadas con las bebidas a base de 100%
mora azul (®) y 50% mora azul+50% fresa (®) se encontraron aglomeradas, y
separadas de los grupos controles en el PC2 y del grupo suplementado con bebida
de fresa en el PC1. Lo anterior indica que si bien, la bebida fresa-mora azul estaba
conformada por la misma proporcion de ambos frutos rojos, la mora azul brind6 un
mayor contenido de metabolitos urinarios de polifenoles en comparaciéon con la
fresa. Ambas bebidas elaboradas con mora azul presentaron a la enterolactonay la

(epi)-catequina glucuronida como principales metabolitos discriminantes.

El analisis supervisado sPLS-DA del perfil urinario mostr6 un comportamiento
similar al descrito para PCA, en el componente 1 se recuper6 el 40.4% de la
varianza total, mientras que en el componente 2 se recupero el 14.1% (Figura 5A).
En este caso se obtuvieron los gréficos y los valores de las cargas (‘loadings’) del
componente 1 (Figura 5B; Anexo 2) y del componente 2 (Figura 5C; Anexo 3) para

identificar los componentes discriminantes.

Considerando un punto de corte de carga = 0.25, se obtuvo que la discriminacién
de los grupos a través del componente 1 esta explicada por 8 metabolitos urinarios
de polifenoles: el catecol sulfato, la urolitina B glucurénido, la urolitina C, el acido
dihidroxiferulico, la metilurolitina A, el sulfato de metilpirogalol, el &cido
hidroxihipurico y el sulfato de acido cafeico. El grafico de cargas incluye un mapa
de calor (‘heatmap’), en donde el grupo experimental que muestra los metabolitos
indicados en color rojo presentaron la mayor concentracién en comparaciéon con el
resto de los grupos experimentales, mientras que la menor concentracién es
indicada en color azul. Por lo tanto, se observa que los principales metabolitos
discriminantes del componente 1 se muestran en mayor concentracion en las ratas

suplementadas con la bebida de fresa.
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Figura 5. Grafico bidimensional del modelo de analisis discriminante de minimos
cuadrados parciales dispersos (sPLS-DA; A), caracteristicas discriminantes del
componente 1 del sPLS-DA (B) y caracteristicas discriminantes del componente 2
del sPLS-DA (C) de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa

suplementada con bebidas a base de decocciones de frutos rojos. sPLS-DA: Analisis
discriminante de minimos cuadrados parciales dispersos; PLS-DA: Analisis discriminante de
minimos cuadrados parciales. Los datos se normalizaron por suma, se transformaron en raiz
cuadrada y se auto escalaron.

Por otro lado, los metabolitos discriminatorios del componente 2 fueron: la metil-
(epi)-catequina glucurénido, la metoxihidroxifenilvalerolactona, el equol glucuronido,
la hidroxigliciteina y la

la dimetil quercetina, la dihidroxifenilvalerolactona,
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enterolactona. Por consiguiente, los animales suplementados con la bebida de mora
azul presentaron la mayor concentracion de la metil-(epi)-catequina glucurénido y la
dihidroxifenilvalerolactona; mientras que, el resto de metabolitos discriminatorios
fueron encontrados en mayor concentracion en los grupos controles (DE o DAGF).
Finalmente, se llevd a cabo un analisis de aglomeracién (‘clustering’) mediante dos
herramientas, el modelo de K-means y el analisis jerarquico. El algoritmo de K-
means es un método de aglomeracion que, en este caso, asigné a cada rata
(elemento) en un grupo o clister con base en la similitud de sus perfiles de
metabolitos urinarios de polifenoles (Chong y col., 2019). Como se observa en la
Figura 6A, el diagrama de K-means confirma la presencia de tres clusters: cluster 1
(), compuesto por las ratas alimentadas con la DE (®) y ADGF (®); cluster 2 (),
compuesto Unicamente por las ratas alimentadas con la DAGF suplementada con
la bebida de fresa (®); y cluster 3 (' ), compuesto por las ratas alimentadas con la

DAGF suplementada con la bebida de mora azul (®) o fresa-mora azul (®).
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Figura 6. Grafico de cluster de K-means de metabolitos de polifenoles urinarios de
ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas

a base de decocciones de frutos rojos. PC: componente principal. Los datos se normalizaron
por suma, se transformaron en raiz cuadrada y se auto escalaron.
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Figura 7. Andlisis jerarquico de cluster (A) y componentes discriminantes de K-
means (B) de metabolitos de polifenoles urinarios de ratas alimentadas con una
dieta alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas a base de decocciones de

frutos rojos. PC: componente principal. Los datos se normalizaron por suma, se transformaron en
raiz cuadrada y se auto escalaron. Analisis jerarquico con algoritmo de Ward.
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Lo anterior fue confirmado en el andlisis jerarquico mediante un mapa de calor
(Figura 7A), en el cual, la intensidad de los colores se presenta como una estimacion
cuantitativa de los metabolitos, variando del color azul oscuro al rojo oscuro,
indicando disminucion y aumento de la concentracion, respectivamente. En dicho
analisis se observo que los animales fueron separados en dos grandes grupos: (i)
alimentados con la DAGF suplementado con la bebida de fresa (M) y (ii) el resto de
los grupos experimentales, siendo este ultimo el cluster dividido en dos subgrupos:
(i) alimentados con la DE (™) y la DAGF (®) y (ii) alimentados con la DAGF
suplementada con la bebida de mora azul (W) o fresa-mora azul (®). Con respecto
a la jerarquizacion de los metabolitos urinarios, la cual se observa en la Figura 6B,
el primer grupo se integra por aquellos metabolitos urinarios mayoritarios asociados
con el consumo de la bebida de fresa; mientras que, los demas grupos
experimentales muestran menores diferencias globales en el perfil. Lo anterior
también se observa en el analisis de metabolitos por clister del modelo de K-means
(Figura 7B).

5.4 Capacidad antioxidante en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y

fructosa suplementada con bebidas de decocciones de frutos rojos.

Finalmente, se llevé a cabo la evaluacion de la capacidad antioxidante en las
muestras de orina de ratas alimentadas con una DAGF suplementada con bebidas
de decocciones de frutos rojos (Figuras 7 y 8). La alimentacion con una dieta
obesogénica (DAGF) durante 18 semanas disminuyo la capacidad de atrapamiento
de los radicales DPPH* y ABTS® en comparacion con la alimentacién con una DE
(3.0 y 2.4 veces, respectivamente), lo cual podra sugerir una posible disminucion en
la eficiencia de la defensa antioxidante, disminuyendo el equilibrio entre el sistema

de defensa antioxidante natural y las especies reactivas de oxigeno (ERO).
Con respecto a la suplementacion de las bebidas de frutos rojos, los metabolitos

polifendlicos provenientes de las bebidas de mora azul y de fresa, aumentaron la

capacidad antioxidante por DPPH en orina, respecto a la capacidad antioxidante de
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la orina del grupo DAGF (3.03 y 2.68 veces, respectivamente), obteniendo niveles
estadisticamente similares a la del grupo control sano (DE). Lo anterior no es acorde
con el contenido y el perfil de metabolitos urinarios de polifenoles, ya que la
suplementacion con la bebida de fresa mostr6 una mayor excrecion de dichos
metabolitos en comparacion con las bebidas de mora azul y fresa-mora azul; lo que
indica que, a pesar de la menor excrecion de compuestos de la bebida de mora,
estos muestran una mayor capacidad antioxidante comparado con los de la bebida

de fresa.
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Figura 8. Capacidad de atrapamiento del radical DPPH™ en orina de ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas a

base de decocciones de frutos rojos. Los valores representan la media + el error estandar de
los grupos de ratas. *Indica diferencias significativas (p<0.05) en comparaciéon con el grupo DAGF
mediante la prueba de Dunnet o Wilcoxon. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
grupos (p<0.05) por prueba de Tukey o Friedman. AG: acido galico, DE: dieta estandar, DAGF: dieta
alta en grasa y fructosa, BF: bebida de fresa, BM: bebida de mora azul, BFM: bebida de fresa y
mora azul, n=10.

Se ha descrito en la literatura que los flavonoides y los acidos hidroxicinamicos
presentan una mayor capacidad de atrapamiento del radical DPPH™ en
comparacion con otras familias de polifenoles, debido a la presencia de la fraccién
catecol en su anillo B (Moazzaen, y col., 2022). Cabe destacar que la bebida de
mora azul aumentd la excrecion de (epi)-catequina glucuronido y metil-(epi)-

catequina glucuronido, flavanales que tienen dicha caracteristica estructural, lo que
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podria proveerle significativamente una mayor capacidad antioxidante a esta bebida
en comparacion a la bebida de fresa, a pesar de esta Ultima presentar una mayor

concentracion de metabolitos polifendlicos totales, como las urolitinas.

Por otro lado, si bien el andlisis multivariado indic6 que el perfil de metabolitos
urinarios de polifenoles de las ratas alimentadas con una DAGF y suplementadas
con las bebidas de mora azul y de fresa-mora azul era similar, se observa que la
bebida de fresa-mora azul presentd una capacidad antioxidante menor por ambos
ensayos de atrapamiento de radicales, lo que podria sugerir un efecto antagonista
en la combinacion de los perfiles de polifenoles de la fresa y mora azul. Sin embargo,

es necesario llevar a cabo futuros estudios para profundizar en estos resultados.
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Figura 9. Capacidad de atrapamiento del radical ABTS® en orina de ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas a

base de decocciones de frutos rojos. Los valores representan la media + el error estandar de
los grupos de animales. *Indica diferencias significativas (p<0.05) en comparacion con el grupo
DAGF mediante la prueba de Dunnet o Wilcoxon. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre grupos (p<0.05) por prueba de Tukey o Friedman. AG: 4cido galico, DE: dieta estandar, DAGF:
dieta alta en grasay fructosa, BF: bebida de fresa, BM: bebida de mora azul, BFM: bebida de fresa
y mora azul, n=10.

Las tendencias de la capacidad antioxidante no son directamente proporcionales a
la cantidad de fenoles totales en los grupos experimentales (Munteanu y Apetrei,

2021), lo cual se pudo observar en los resultados obtenidos en el ensayo de
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atrapamiento del radical ABTS®, especificamente con los grupos de menor
capacidad antioxidante. De acuerdo con Moazzaen y colaboradores (2022), se ha
demostrado la mejora de la capacidad antioxidante de compuestos polifendlicos
puros cuando existe una mayor cantidad de grupos hidroxilo o cuando se encuentra
un grupo funcional carbonilo en el anillo C y en el doble enlace en flavonoides, lo
cual podria reflejarse en el caso de los animales a los que solo se les suministré la
dieta estandar, ya que estos consumieron significativamente mayor cantidad de
alimento que el resto de los grupos. Dicha dieta presenta isoflavonas de soya como
daidzeina, genisteina y gliciteina que tienen dos o tres grupos hidroxilo (Luduefia y
col., 2007) que pudieron mejorar la capacidad antioxidante de estos compuestos.
Ademas de lo anterior, la prueba ABTS puede ayudar a detectar la capacidad
antioxidante de compuestos que tienen bajos potenciales redox (Munteanu y
Apetrei, 2021).
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5. CONCLUSIONES

La fresa y mora azul pueden ser utilizadas para la elaboracion de decocciones en
el desarrollo de una bebida funcional, debido a que sus polifenoles son
metabolizados y absorbidos, brindando una mayor capacidad antioxidante. Si bien,
el consumo de la bebida de fresa brinda una alta diversidad y concentracion de
metabolitos de polifenoles, estos presentan una similar capacidad antioxidante que
la obtenida tras el consumo de la bebida de mora azul; lo cual refuerza la
importancia de la actividad individual y sinérgica de cada componente bioactivo. Sin
embargo, es necesario continuar con investigaciones cientificas para entender el
impacto de dichos metabolitos de polifenoles y su poder antioxidante sobre los

efectos benéficos a la salud de las bebidas desarrolladas.
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ANEXOS

Anexo 1. Consumo promedio de polifenoles totales en la dieta de las ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con bebidas de
decocciones de frutos rojos.
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Los valores representan la media * el error estdndar. AG: acido galico; DE: dieta estandar; DAGF:
dieta alta en grasa y fructosa; BF: bebida de fresa; BM: bebida de mora azul; BFM: bebida de fresa
y mora azul. n=10.
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Anexo 2. Top 25 de los discriminantes del Componente 1 del Analisis Discriminante
de Minimos Cuadrados Parciales Dispersos de ratas alimentadas con una dieta alta
en grasa y fructosa suplementado con bebidas a base de decocciones de frutos
rojos.

. L Cargas
Metabolitos urinarios
Componentel Componente 2

Catecol sulfato 0.2710 0
Urolitina B glucuronido 0.2696 0
Urolitina C 0.2694 0
Acido dihidroxifeldrico 0.2689 0
Metilurolitina A 0.2658 0
Sulfato de metilpirogalol 0.2656 0
Acido hidroxihipuarico 0.2656 0
Sulfato de acido caféico 0.2526 0
Metilurolitina D glucorénido 0.2237 0
Sulfato de &cido vanilico 0.2207 0
Catecol 0.2197 0
Acido dimetil elagico 0.2189 0
Urolitina A 0.2034 0.0769
Acido dihidrocumarico 0.1923 0
Hidroxidaidzeina 0.1794 0
Acido fenilpropionico 0.1640 0
Dimetilurolitina D sulfato 0.1639 0
Sulfato de &cido cumarico 0.1601 0
Urolitina B 0.1524 0.0654
Enterolactona 0.1137 0.2547
Acido hidroxifenilacético 0.0986 0.0184
Sulfato de dihidroxifenilvalerolactona 0.0450 0.2139
Sulfato de enterolactona 0.0249 0.0526
Sulfato de &cido ferulico 0.0087 0.1636
Acido metoxifenilacético 0.0041 0

Los datos se normalizaron por suma, se transformaron en raiz cuadrada y se auto escalaron.
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Anexo 3. Top 25 de los discriminantes del Componente 2 del Analisis Discriminante
de Minimos Cuadrados Parciales Dispersos de ratas alimentadas con una dieta alta
en grasay fructosa suplementado con bebidas a base de decocciones de frutos rojos.
Cargas

Componente 1 Componente 2

Metabolitos urinarios

Metil-(epi)-catequina glucurénido 0 0.4208
Metoxihidroxifenilvalerolactona 0 0.3746
Equol glucuronido 0 0.3099
Dimetil quercetina 0 0.3034
Dihidroxifenilvalerolactona 0 0.2936
Hidroxigliciteina 0 0.2594
Enterolactona 0.1137 0.2547
(Epi)-catequina glucurénido 0 0.2362
Enterodiol 0 0.2338
Sulfato de dihidroxifenilvalerolactona 0.0450 0.2139
Glucurénido de apigenina 0 0.2123
Sulfato de &cido ferdlico 0.0087 0.1636
Acido dihidroxifenilvalérico 0 0.1463
Glucurénido de dihidrodaidzeina 0 0.0938
Urolitina A 0.2034 0.0769
Urolitina B 0.1524 0.0654
Glucorénido de glicteina 0 0.0545
Sulfato de enterolactona 0.0249 0.0526
Glucurénido de acido caféico 0 0.0470
Sulfato de &cido dihidroferulico 0 0.0448
Sulfato de 4cido dihidroxifenilvalérico 0 0.0382
Acido cumarico 0 0.0269
Acido hidroxifenilacético 0.0986 0.0184
Equol 0 0.0112
Metilequol 0 0.0097

Los datos se normalizaron por suma, se transformaron en raiz cuadrada y se auto escalaron.
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