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RESUMEN

El sindrome metabolico es definido como un conjunto de alteraciones metabdlicas,
que incluyen: obesidad central, disminucion de las concentraciones de lipoproteinas de alta
densidad (c-HDL), aumento en la concentracion de triglicéridos, aumento de la presion
arterial e hiperglucemia; todos ellos ha sido relacionado en el riesgo de desarrollo de diabetes
y enfermedades cardiovasculares, las cuales son importantes causas de mortalidad alrededor
del mundo, incluyendo México. Por su parte, la granada (Punica granatum L.) es un fruto,
donde investigaciones cientificas sugieren que el fruto tienen diversas propiedades
funcionales, las cuales son atribuibles al considerable nimero y tipo de antioxidantes que
este fruto tiene. Desafortunadamente, es un fruto que no se consume habitualmente, debido
en parte a que es un fruto de temporada. Por tal razén, se elabord un polvo, a base de jugo de
los arilos de la granada roja; a traves de un proceso conocido como microencapsulacion por
secado por aspersion, el cual es un método de conservacion de alimentos y consiste en
proteger los compuestos bioactivos de la oxidacion por la luz y medio ambiente; de esta
manera se obtuvo un producto estable y disponible todo el afio. Por lo que, en el presente
trabajo, se evalud el efecto de la suplementacion diaria durante 12 semanas de 4 gramos del
microencapsulado (~0.73 mg equivalentes de acido galico) en 109 pacientes divididos en 4
grupos experimentales bajo los criterios de diagnéstico de sindrome metabdlico segun el

National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111 (NCEP-ATPIII). Se
midieron indicadores bioquimicos; (glucosa, triglicéridos y colesterol total (c-HDL y c-LDL)
presion arterial y mediciones antropomeétricas al tiempo basal, y cada 30 dias. Los resultados
fueron analizados por ANOVA de dos vias y las diferencias entre grupos fueron consideradas
significativas con una P<0.05; Con el consumo del microencapsulado se encontr6 una
disminucion de presion arterial diastélica y c-HDL, asi como la reduccién en el indice
aterogénico. Aungue los mecanismos estan por dilucidar, la cantidad de polifenoles presentes
en el micorencapsulado de jugo de granada parecen jugar un papel importante. Los resultados
sugieren que el microencapsulado, podria emplearse como coadyuvante en el tratamiento

eficaz del sindrome metabdlico y sus consecuencias.



ABSTRACT

Metabolic syndrome is defined as a set of metabolic alterations, including: central obesity,
low levels of high-density lipoproteins (c-HDL), high levels of triacylglycerols, hypertension
and hyperglycemia; all of them have been related as risk factor in the developing of diabetes
and cardiovascular diseases, which are to known to cause mortality throughout the world
including Mexico. On the other hand, pomegranate (Punica granatum L.) is a fruit, where
several scientific investigations suggest that the fruit has diverse functional properties, which
are mainly attributable to the considerable number and type of antioxidants present in the
fruit. Unfortunately, it is a fruit poorly consumed, probably because it is a seasonal fruit.
Thus, a powder was prepared from red pomegranate arils juice by a process known as spray
drying giving a microencapsulation as final product, which is a food conservation method
and basically protects to the bioactive compounds from the oxidation caused by light and air;
thus, a stable product and available at any time of the year was obtained. Therefore, the
present work evaluated the effect of daily supplementation for 12 weeks of 4g of
microencapsulated (~0.73 mg Gallic Acid Equivalents) in 109 subjects divided in 4 groups
under the criteria of diagnosing of metabolic syndrome in accordance with the National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111 (NCEP-ATPIII). Biochemical
indicators (glucose, triacylglycerols, total cholesterol, c-HDL and c-LDL) blood pressure and
anthropometric measurements were measured at basal time and every 30 days. The results
were analyzed by a two-way ANOVA, differences were considered significant at p< 0.05.
We found a decreasing in diastolic blood pressure, c-HDL and atherogenic index. Although,
the mechanisms of action are to be elucidated, the amount of polyphenols present in the red
pomegranate microencapsulated seems to play an important role. Overall, the results suggest
that the microencapsulated might be used as adjuvant in the treatment of metabolic syndrome

and its consequences.
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| ANTECEDENTES

1.1 Sindrome Metabdlico.

1.1.1 Definicion

En la actualidad, una de las principales problematicas de salud publica son las enfermedades
cronico no transmisibles (ECN) ya que son las principales causas de mortalidad y que trae
una repercusion econémica y social a los paises en vias de desarrollo, al generar altos costo
per capita, dentro de estas enfermedades las mas comunes son la obesidad, la hipertension
(HTA), la diabetes tipo 2 (DM2) entre otras; dichas patologias, se generan a consecuencia de

deficiencias metabdlicas, como lo es el sindrome metabdlico (SM) (1).

Actualmente una de las definiciones del sindrome metabolico, es la asociacion de factores de
riesgo cardiovascular, a consecuencia factores clinicos asociados incluyendo
insulinoresistencia, dislipidemia, obesidad central, HTA, DM2 y recientemente se han
incluidos biomarcadores de inflamacion, estrés oxidativo y enfermedad ateroesclerética, por
ello es que una de las problematicas de este sindrome es la unificacion de criterios para su

diagnostico y tratamiento (2-4).

El concepto de sindrome metabdlico es reconocido en la literatura médica por lo menos desde
hace 80 afios y ha recibido diversas denominaciones a traves del tiempo. En 1923, el médico
sueco Kylin fue el primero en observar en un mismo cuadro clinico, asociacion frecuente
entre: niveles de glucosa en sangre elevados (hiperglucemia), presion arterial elevada
(hipertension), niveles de acido urico en sangre elevados (hiperuricemia) y presencia de gota;
por lo que sugirid la existencia de un mecanismo causal comun, dando origen a lo que hoy

en dia se conoce como sindrome metabolico (5, 6).

Kylin sugeria que el desarrollo de los trastornos metabolicos tenian un origen en comun,
bases con las cuales Marafion denomina la prediabetes, coincidiendo en que las
consecuencias del SM tenian su génesis en la obesidad y el sobrepeso (6). Ya en la década
de los 80°s se propuso a la resistencia a la insulina como el factor principal de desarrollo de

DM2, HTA y enfermedad coronaria, aunque existen actualmente diferentes formas de
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describir al sindrome metabdlico como: sindrome de insulino-resistencia, sindrome de

Reaven, sindrome cardiometaboélico, sindrome “X” entre otros (7).

Al inicio, la Organizacién mundial de la salud (OMS) propuso generar un conjunto de
criterios, incluyendo en ellos la resistencia a la insulina, sin embargo; el tercer panel de
tratamiento para el adulto del programa nacional de educacion sobre el colesterol (National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel I11), identificado por sus siglas en
inglés NCEP ATP-III, genera su propio concepto que le ha permitido ser citado en diversidad
de estudios en lo que respecta a el diagnéstico del SM ya que pudo adecuar a regiones e
incluso poblaciones con caracteristicas genéticas considerables ya que en 2004 considerd
reducir el criterio de glucosa de 110 mg/dl a 100 mg/dl adecuandolo a poblacién latina y
dandolo como un valor de normalidad, pero sus criterios particulares se enlistan en el Tabla
1(1,7).

Tabla 1. Criterios de distintos organismos para el diagnostico de sindrome metabdlico.

Criterios / WHO EGIR NCEP ATP-III IDF AHA
Organismo
Obesidad IMC = 30 kg/m? IMC 2 30 kg/m?
Abdominal indice Cintura Cintura Cintura Cintura
Cintura/Cadera 4 2102 cm 42102 cm 4294 cm 4 2102 cm
Mas. > 0.9 Q =88 cm Q =88 cm @ 2=80cm Q@2 88 cm
Fem. > 0.85
Glucosa =110 =110 =100 =100
(mg/dL)
HDL-c Mas. =2 35 <40 34 =40 3 =40 3 =40
(mg/dL) Fem. 2 39 Q 250 Q250 Q250
Triglicéridos =150 =180 =150 =150 =150
(mg/dL)
Presion = 140/90 = 140/90 = 130/85 = 130/85 = 130/85
Arterial
(mmHg)
WHO: World Health Organization, EGIR: European Group for the Study of Insulin Resistance, NCEP ATP-
I11: National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111, IDF: International Diabetes

Federation, AHA: American Heart Association
Fuente: National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111 (7).



El NCEP ATP-III propone que al presentare 3 de los 5 criterios propuesto se podra dar un
diagnostico claro de SM, permitiendo que la obesidad abdominal sea el principal factor de
diagndstico y con esto deja de lado la resistencia a la insulina y alguno otros indicadores

bioquimicos como el acido urico (3).

El sindrome metabdlico en la actualidad es un tema controversial en la comunidad médica
pues es relacionado intimamente con las ECN causa de mortalidad en el mundo sin olvidar

que su incidencia acompafado de sus consecuencias aumentan dia a dia (8).

1.1.2 Prevalencia del Sindrome metabolico

No es facil de estimar la prevalencia del SM pues al existir diversos puntos de corte, es
complicado precisar la cantidad de pacientes que en la actualidad tienen el SM, por ello la
NCEP ATP-I1II intenta que los criterios a diagnosticar sean faciles de evaluar en la préctica
clinica y con estos optimizar el diagndstico y el tratamiento (9-11).

En un estudio realizado en 2008 por la Federacion Internacional de Diabetes (IDF por sus
siglas en inglés) con una muestra de 3601 pacientes, la prevalencia segun la definicion del
NCEP ATP Il1 fue de 34% entre todos los participantes, 33.7% entre los hombres y 35.4%
entre las mujeres, con base a los criterios de la IDF, la prevalencia fue 39.0% entre todos los
participantes, el 39.9% entre los hombres y 38% entre las mujeres. La definicion de la IDF
condujo a estimaciones mas altas de prevalencia en todos los grupos demogréficos,
especialmente entre los hombres estadounidenses de origen mexicano. Las dos definiciones
clasificadas de manera similar ~93% de los participantes como tener o no tener el sindrome
metabolico (10).

Jaramillo y colaboradores en 2013, hacen un recuento de la prevalencia en Latinoamérica y
reportan resultados variados por la naturaleza del instrumento de medicion, en lo que
coincide con lo demas autores es que la presencia del SM se ve agravada con la edad, siendo
los adultos mayores lo que son afectados por esta constelacion de sintomas (12). Lo que se

convierte en una realidad es que el SM en paises en via de desarrollo como México, que tiene



una prevalencia importante, motivo por el cual los sistemas de salud adquieren una doble
responsabilidad, puesto que contindian con problematicas como infecciones y desnutricion,
ademaés de incluir problemas de mal nutricién que son los principales promotores de los

criterios de diagndstico de este sindrome (10, 11).

Se ha establecido que la alta prevalencia de SM podria es debido a la combinacion de factores
genéticos, ambientales y dietéticos, por ello en pueblos con mayor predisposicion genética
como la etnia asidtica, en el caso de Meéxico y paises latinoamericanos se predispone al alto
consumo de carbohidratos y lipidos que sumado a la genética detonan la prevalencia de
obesidad y SM (4, 11).

1.1.3 Fisiopatologia del SM

La fisiopatologia del SM es compleja al ser un trastorno endocrinolégico complejo ya que
existe predisposicion genética o diversos factores exdgenos, como se muestra en la figura

namero 1 (13).
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Figura 1 Esquema de la fisiopatologia del SM (13).
Esquematizacién de los factores genéticos y ambientales causantes del SM, asi como la fisiopatologia que causa
ejemplificando las consecuencias y procesos que activa.



La resistencia a la insulina se convierte en una parte importante en la fisiopatologia del SM
debido a que la funcion de esta hormona provoca una desregulacion de los niveles de glucosa
en sangre (4, 13, 14) y con ello contribuir a los principales desordenes metabdlicos y sus

consecuencias (4).

La glucosa siendo la fuente primordial de energia celular es absorbida y asimilada gracias a
la accidn de la insulina, hormona secretada por la células B del pancreas, al no poder obtener
energia gracias a este carbohidrato la célula esta contintan la secrecién generando un circulo
vicioso (12). Al existir esta resistencia los niveles en sangre se ven alterados, asi como las
funciones celulares dependientes de glucosa se ven disminuidas, por lo cual se incrementa la
sefializacion celular que provoca la liberacion de acidos grasos por parte del tejido adiposo
(15).

Por otra parte, la leptina aminora la sensacion de apetito por lo cual aumenta la utilizacién de
acidos grasos como fuente emergente de energia, generando la consecuencia principal del
almacenamiento intracelular de triglicéridos y con ello la disminucion en la recepcion de
glucosa hepética y muscular, motivo por lo cual se logran niveles importantes de inflamacion

sistémica, estrés oxidativo y termogénesis (3).

Existen distintos factores de desarrollo del SM entre ellos la disminucion de masa muscular
que es acompafiada de la reduccion de la tasa metabdlica, por ello el aumento de tejido
adiposo determina la excrecién de citocinas proinflamatorias y la reduccion de adiponectina
determinando con esto el estado inflamatorio, conduciendo a la disfuncion del metabolismo

lipoproteico generando con ello la aterogénesis y sus consecuencias (1, 16).

Otro factor importante en estos desequilibrios metabdlicos es el estrés oxidativo, donde la
gran produccion de especies reactivas de oxigeno ocasionan dafio mitocondrial, y se pierde
la regulacion de la muerte celular asi como la fragmentacion del acido desoxirribonucleico
(ADN) que activa la cascada de sefializaciones para inducir a apoptosis (17). Con ello los
macrofagos inician la formacion de la placa aterogénica al intentar fagocitar el exceso de c-
LDL, que debido a su alto contenido de acidos grasos polinsaturados son susceptibles a

reacciones quimicas, generando con esto la células espumosas, que al agruparse dafian de
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manera considerable al endotelio generando asi mas radicales libres que contintian generando

estrés oxidativo (18).

1.1.3 Obesidad

La obesidad se define como el aumento en el porcentaje de grasa corporal total, la cual se
caracteriza en el aumento de nimero y tamafio de los adipocitos y es producto de un

desequilibrio entre la ingesta de calorias y el gasto de ellas (19).

Esta patologia comprende una serie de factores bioldgicos, psicolégicos y sociales motivos
que la hacen un fendmeno complejo. Existen varios métodos indirectos para medir la
obesidad los mas utilizados son la circunferencia de cintura y el indice de masa corporal
(IMC) que tiene correlacion con la grasa corporal alta y se calcula de dividir el peso en
kilogramos sobre la talla en metros cuadrados dando diferentes clasificaciones (Tabla 2) (19);
También es importante mencionar que el aumento en la grasa corporal y visceral ademas de
ser un factor para desarrollar diabetes, es conocido que el aumento se relaciona intimamente
con el desequilibrio con el metabolismo de lipidos lo que predispone en el desarrollo de

enfermedad cardiovascular entre otras (cuadro 4) (20).

Tabla 2. Clasificacion de la obesidad por IMC.

IMC (kg/m?) Clasificacion
<18.5 Bajo Peso
18.5-24.9 Normal
25.0-29.9 Sobre peso
30.0-34.5 Obesidad (Clase 1)
35.0-39.9 Obesidad (Clase I1)
>40.0 Obesidad (Clase 1)

IMC: indice de masa corporal, Fuente: Panorama de la obesidad en México (21).

Esta patologia es denominada la epidemia del siglo XXI, al demostrarse que el exceso en el
peso corporal es el sexto factos de riesgo de defuncion en el mundo pues mueren cerca de
3.4 millones de personas adultas a consecuencia del sobrepeso y la obesidad, ademas de las

cifras que desencadenan sus principales consecuencias, como la DM2 y las cardiopatias (21).



Solo en los Estados Unidos de Norteamerica el 30% de la poblacion adulta padece problemas

de sobrepeso u obesidad, pues es diez veces més alto que paises desarrollados de oriente, en

el caso especifico de México para finales de la década actual se prevé que con el pasar de los

afios se ocupen los primeros lugares en la prevalencia de esta patologia asi mismo que esta

se presente en edades mas tempranas, estos datos son apoyados de la informacion de las

principales encuestas de obesidad, salud y nutricion que reportan que de 1980 a la fecha se

ha triplicado el nimero de personas con dicho padecimiento (22).

Tabla 3. Principales comorbilidad y complicaciones de la obesidad.

Cardiovascular

Enfermedad cardiovascular

ateroesclerotica

Dislipidemia

Hipertension

Insuficiencia cardiaca congestiva
Insuficiencia venosa

Embolia pulmonar

Neurolégico

Enfermedad vascular cerebral

Hipertension intracraneal idiopatica

Demencia

Psicolégico

Depresion

Bajo autoestima

Inadecuada calidad de vida

Trastornos de la alimentacion

Fuente: Catennasi 2009 (23).

Metabolico

e DM2

e Intolerancia a la glucosa

e Hiperuricemia

e Resistencia a la insulina

e SM

e Deficiencia de vitamina D

Musculo esquelético

e  Osteoartritis

e Limitacién de la movilidad

e Lumbalgia

Cancer
e Mama
e Colon
e Préstata
e Uterino
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1.1.4 Dislipidemia

Las dislipidemias asociadas al sindrome metabdlico son altamente aterogenicas y se
caracterizan por, hipertrigliceridemias, altos niveles séricos de colesterol total, disminucion
en los niveles de c-HDL y aumento en los niveles de c-LDL (Tabla 4), siendo las 2 primeras
alteraciones las que se evaltan de rutina en la practica clinica. Respecto a los niveles séricos
de triglicéridos los valores de referencia deben ser de 150 mg/dL, puesto que niveles arriba
de estas cifras pueden provocar consecuencias como ateroesclerosis y problemas
cardiovasculares potenciado por problemas genéticos y habitos alimentarios poco saludables,
en el caso del aumento de colesterol total, al igual que los triglicéridos no es una patologia
sino un descontrol metabdlico que puede desencadenar enfermedades y la concentracién debe
estar por abajo de 200 mg/ dL de sangre y en el caso de las c-HDL deben de estar presentes
en un 20 o0 25 % del colesterol total, asi mismo la combinacidon de niveles altos de triglicéridos
y niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad, dan lugar a la creacién de placas

aterogénicas que son factor de riesgo para la presencia de enfermedad cardiovascular (24).

Tabla 4. Valores optimas, deseables y de riesgo de las fracciones lipidicas.

Fraccion Lipidica Valores (mg/dL)
Optimo Deseable Riesgo
c-LDL >70 <100 2130
c-HDL 3 260 > 40 <40
Q 270 > 50 <50
Triglicéridos <100 < 150 =150
Colesterol total <170 <200 =200

Fuente: De Santiago, 2004 (25).

1.1.4.1 Hipertrigliceridemia

Este indicador consiste es un aumento de los niveles séricos de los triglicéridos, un tipo de
grasa que su estructura esta conformada por glicerol y &cidos grasos, cuya funcion principal

es la de proveer de energia (26).
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El especial interés en este indicador es su asociacion en el origen de patologias como la
obesidad, la DM2, eventos cardiovasculares entre otras, que suelen acompafarse en la
mayoria de las ocasiones con obesidad abdominal (26, 27).

Normalmente se localizan en las lipoproteinas plasmaticas, su produccion hepatica es
influenciada por el ayuno y el consumo elevado de carbohidratos (28), teniendo un pico
méaximo de las 3 a las 6 horas de haber ingerido alimentos, y disminuyendo este pico de las
8 a las 10 horas, por lo que su medicidn es importante y vital para el diagndstico de distintas

patologias siendo el valor de referencia en ayuno valores menores a <150 mg/dL (7, 27, 28).

1.1.4.2 Hipercolesterolemia

El colesterol es uno de los componentes primordiales de las células de todo mamifero, ya que
cuenta con diversas funciones de vital importancia, su fuente puede ser exdgena al ingerir
algunos productos de origen animal, a su vez también se produce de manera endogena, al ser
sintetizado en el higado y algunos 6rganos como el intestino. Cuando existen valores
anormales, ya sea por su alto consumo o algin problema en su metabolismo, se almacena

como éster de colesterol (25).

Los valores normales en la concentracion plasmatica son de >200 mg/dL, valores por arriba
se definen como hipercolesterolemia que esta asociado a niveles elevados de c-LDL y niveles
reducidos de c-HDL (19, 25).

1.1.5 Presion Arterial

También conocida como tensidn arterial, es el resultado de la presidn que ejerce la sangre en
las paredes de los vasos sanguineos, actualmente existe una amplia evidencia de la relacion
directa entre al aumento de presion arterial con el riesgo cardiovascular, se ha relacionado a
la resistencia a la insulina con la alta en presion arterial, por ello en el afio 2003 el Séptimo

Comité Nacional Conjunto de Hipertension arterial determiné que las cifras para diagnosticar
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pre-hipertension arterial eran de 120/80 mm/Hg, y para hacer el diagnostico inminente de

hipertensidn propuso valores >130/85 mm/Hg (29).

1.1.6 Hiperglicemia

El principal objetivo de los sistemas de salud es retazar o mejorar la morbilidad y mortalidad
de la diabetes, la cual esta relacionada directamente con el alto nivel de glucosa en sangre a
consecuencia de la ingesta de carbohidratos en la dieta y/o la deficiencia en cantidad y calidad
de insulina, razon por la cual el riesgo de la enfermedad cardiovascular es elevado. En el afio
2003 la IDF fijo como valor normal la cifra de 100 mg/dL de glucosa en sangre y como valor
es predictivos que oscilan entre 110 y 126 mg/dL, sin embargo al evaluar la glicemia se
convierte en un ejercicio complicado pues es poco sensible pero muy especifico y parece ser

mas til la medicidn tras una carga de 75 g de glucosa (30).

La consecuencias de la diabetes estan intimamente relacionadas con su clasificacion (Tabla
5), la diabetes tipo 1, se caracteriza por la nula secrecion de insulina a consecuencia de la
incapacidad de las células B del pancreas para secretar insulina; la DM2 consecuencia del
déficit progresivo en la falta de secrecion o accion de la insulina sobre la base de una insulino-
resistencia; diabetes gestacional diagnosticada especificamente en el embarazo por la
deficiencia en la secrecion de insulina (31).
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Tabla 5. Clasificacion de la diabetes mellitus segln la Asociacion americana de la diabetes (32).

a. Autoinmune

Diabetes mellitus Tipo 1 ) )
b. Idiopatica

a. Predomina la resistencia a la insulina

Diabetes mellitus Tipo 2 b. Predominan los defectos en la secrecion de

insulina
a. Defectos genéticos en la funcion de las células
b. Defectos genéticos en la accion de la insulina
c. Enfermedades del pancreas exocrino

d. Endocrinopatias

Otros tipos especificos de diabetes ] ) ] o
it e. Inducidas por farmacos o sustancias quimicas
mellitus

f.  Infecciones
g. Formas infrecuentes de diabetes autoinmunes

h. Otros sindromes en ocasiones asociadas a la

diabetes

Diabetes mellitus gestacional

Fuente: Conget, 2002 (32).

1.1.7 Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre los radicales libres y la capacidad
antioxidante del organismo por neutralizarlos (18, 33, 34). Con el tiempo, este desequilibrio
puede dafar los tejidos y por consiguiente el funcionamiento a los 6rganos. El estrés
oxidativo y la inflamacidn cronica se ha reportado que esta asociada con el incremento de la
obesidad y el sindrome metabdlico ya que éstos contribuyen en gran medida a trastornos
metabolicos, se han reportado una conexion entre los componentes del sindrome metabdlico
y su diagnastico pues en estudios se ha observado una correlacion entre el estrés oxidativo y

la acumulacion de grasa, ademas el estrés oxidativo se ha observado en todos los
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componentes individuales del sindrome metabolico asi como en la enfermedad

cardiovascular (34).

1.2 Ingesta de antioxidantes como auxiliar al tratamiento de enfermedades cronico no
transmisibles

Una gran parte de las patologias que presenta el humano en la actualidad tienen como génesis
la inadecuada alimentacion y por ende una mal nutricion, siendo estas las principales causas
de mortalidad en niveles locales y globales, asimismo las patologias cardiovasculares y
diversos tipos de cancer como las dos primeras causas de muerte, donde las especies reactivas
de oxigeno han sido asociadas con su desarrollo (35, 36), por lo cual, la deficiencia
significativa de la ingesta de antioxidantes en la alimentacion del ser humano representa uno
de los factores intimamente relacionados con el incremento de la actividad degenerativa que

tienen las especies reactivas de oxigeno en las diferentes células y tejidos (36, 37).

De la misma manera se ha relacionado una menor incidencia de enfermedades crénico no
transmisibles en aquellas personas que han iniciado un incremento en el consumo de frutas
y vegetales con alto contenido de varios antioxidantes; los cuales neutralizan la accion de los
radicales libres, desempefiando una funcién fundamental en la prevencion en el desarrollo de
éstas enfermedades, logrando un efecto protector a la salud (38, 39). A su vez, el consumo
en exceso de antioxidantes podria ser contraproducente e interferir e invertir las funciones

protectoras de la apoptosis y aumentar el crecimiento tumoral (36).

1.3 Granada (Punica granatum L)

El fruto de granada pertenece a la familia Punicaceae y su significado etimoldgico proviene
de 2 vocablos, punica: manzana y grainy: granoso, lo que literalmente se denominaria una
manzana granosa, este fruto proviene de un arbol pequefio llamado granado con 3 a 6 metros
de altura, este puede llegar a vivir hasta 200 afios y se conforma por ramas espinudas, hojas

lanceoladas, y flor en forma tubular acampanada (40, 41).
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El fruto es de forma globosa de color caracteristico segun las variedades, coronado por un
caliz, en el interior se encuentra dividido en pequefias cAmaras divididas por una tela fina
Ilamada pericarpio, donde se encuentra un cumulo de granos o arilos con jugo de sabor acido
agrio y un color rojo intenso, que varia depende la variedad del fruto y el cual contiene en su

interior la semilla del fruto (Figura 2).

Es originario del sur de Asiay cultivado en la region del mediterraneo en Europa, en América
su cultivo significativo se da en Estados Unidos especificamente en los estados de California
y Arizona (42).

Figura 2.Componentes de la granada.

a. Flor, b. Hoja, c. Fruto, d. Arilos, e. Pericarpio, f. Jugo (43).

En México su cultivo no es abundante a pesar de que el arbol es de amplia adaptabilidad,
productibilidad y gran calidad de las variaciones del mismo, esto a consecuencia de que su
consumo es poco habitual pues es de temporada, su consumo se limita a ser guarnicion de
platillos tipicos o ensaladas o bien como golosina. Se cultiva en 14 de los 32 Estados de la
Republica, y en el afio 2015 se reportd una produccién cercana a las 4774 toneladas siendo
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los estados de Oaxaca, Guanajuato e Hidalgo los que reportan mayor produccion, con un
70% de la produccion nacional (44). En especifico, el estado de Hidalgo reporté una
productividad de 888 toneladas de este fruto y el municipio de Tasquillo fue el que tuvo la

produccién mas alta (Tabla 6) (45).

En los ultimos afios existe un aumento importante en la produccion de granada mundial y es
de gran importancia que divulguen las propiedades nutracéuticas de este fruto para asi lograr

que la demanda aumente y con ello la creacion de nuevos productos a base de granada (42).

Tabla 6. Seguimiento de produccién de granada (2011-2015)de Estados y municipios de Hidalgo (45).

Estados
Produccion Produccion Produccion Produccion Produccion
2011 2012 2013 2014 2015
Oaxaca 1,362.88 1,224.04 1,471.57 1,393.76 1439.49
Guanajuato 524.00 1,076.50 933.00 902.25 942.60
Hidalgo 983.00 911.80 963.10 936.70 888.24
Morelos S/ID 90.00 254.50 196.00 318.00
Jalisco 57.84 55.50 58.00 171.02 213.16
Municipios
Tasquillo 546.00 529.20 504.00 552.00 470.40
Chilcuahutla 240.00 200.0 260.00 180.00 242.00
Meztitlan 75.00 60.00 61.50 63.00 60.00
Tecozautla 32.00 36.00 54.00 53.70 53.74
San Agustin 66.00 66.60 60.40 60.00 32.10
Mezquititlan

Fuente: SAGARPA, 2016 (46).

Diversos reportes en la tltima década se han reportado diferentes propiedades del fruto y sus
constituyentes incluyendo: anti-oxidante, anti-hipertensivo, anti-cancerigenas y anti-

inflamatorias, antimicrobianas, entre otras (40, 47-51).

El fruto en su mayoria estd constituido por agua, y es particularmente rico en compuestos
polifendlicos, azlcares y en menor proporcion grasas y proteinas, también contiene una
pequefia porcion de fibra, ademas contiene minerales como el potasio, calcio, fésforo e
hierro, incluyendo vitaminas liposolubles como las del complejo B y la vitamina C, El
sistema mexicano de alimentos equivalentes reporta para una pieza de granada un aporte
nutrimental de 44 kcal, 0.9 g de proteina, 0.3 g de lipidos, 15.5 g de carbohidratos y 2.4 g de
fibra (52).
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La cantidad de compuestos polifendlicos encontrados y su capacidad antioxidante son mas
altos en comparacion con el vino tinto y el té verde, e incluso por arriba del ardndano
Recientemente, se ha sugerido que el fruto tiene efecto anti-aterogénico motivo por lo cual
existen diversos estudios enfocados para la prevencion y tratamientos de enfermedades

inflamatorias, coronarias y cronicas no transmisibles (47, 51, 53, 54).

El anlisis quimico de los componentes del jugo muestra un alto contenido de elagitaninos,
especificamente pulicalaginos (51), también los compuestos fendlicos se han observado en
este fruto, los principales son los &cidos galico y elagico (figura 3) que son de gran

importancia para las propiedades benéficas a la salud ademas de otros flavonoides (49).

b) c)

HO OH
OH

Figura 3. Estructura quimica de los principales compuestos antioxidantes de la granada, a) Pinicalagina, b) Acido
galico y c) Acido elagico.

El jugo de granada ha sido estudiado in vitro en su gran mayoria sobre enfermedades crénico
no transmisibles, pero no es hasta a principios de la década de los noventas que se realizan
los primeros estudios clinicos, dando un gran interés en el estudio de cada una de sus
funcionalidades ya sea del jugo de granada o de cada uno de los componentes del fruto (42,
55, 56), esto apoya en parte, el hecho de que este fruto se ha empleado con fines medicinales
sin hasta ahora fundamentando asi su seguridad alimentaria puesto que se han consumido
durante siglos sin presentar hasta el momento mostrar algin efecto adverso. Los estudios de
componentes de granada en animales a concentraciones y niveles de uso comun en la

medicina tradicional dan como resultado la ausencia de efectos toxicos, motivo por el cual
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existe una explosion de interés en las numerosas propiedades terapéuticas de la granada en
la Gltima década (57-59).

1.3.1 Efectos benéficos del consumo de granada

El alto contenido en agua y potasio asi como la baja concentracion de sodio, le proporcionan
propiedades diuréticas y depurativas, y en conjunto con la concentracion de acido citrico
promueve la eliminacion de acido Urico y sus sales a través de la orina, por ello el consumo
de tal fruto contribuye al tratamiento de artritis gotosa, litiasis renal por sales de acido Urico,
obesidad o hipertension (60).

La propiedad anti-inflamatoria del fruto probablemente se debe a la presencia de taninos, las
cualidades antisépticas y antiinflamatorias se deben a la presencia de &cido citrico y mélico
(61). También la granada tiene actividad antimicrobiana contra diferentes microorganismos
como por ejemplo: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Bacillus subtilis y Saccharomyces. cerevisiae (62). Los compuestos polifendlicos le otorgan
elevada capacidad antioxidante, estudios recientes sugieren que dichos compuestos pueden
disminuir el proceso de envejecimiento y el desarrollo de enfermedades cronico no
transmisibles como las cerebrovasculares, cardiovasculares, cancer y patologias asociadas
(39, 61). También se ha descrito el efecto antiateroesclerdtico del jugo, en humanos y ratones
(53, 60, 62).

1.4 Microencapsulacién de compuestos

Los alimentos pueden ser afectados por la luz, la humedad, el calor, etc., 0 por condiciones
propias de su composicion quimica (63). La microencapsulacion, es uno de los métodos mas
utilizados para la conservacién de las propiedades quimicas y bioldgicas de compuestos
bioactivos (64).
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Este es un método de conservacion de alimentos en la cual se encapsulan en pequefias
particulas sélidas con variedad de formas a través de una membrana o matriz que por lo
regular son polimeros tales como: goma arébiga, dextrina, almidén entre otras a traves de
diversas técnicas entres las cuales estan: el secado por aspersion (Figura 4), extraccion y
recubrimiento por aspersion, coacervacion, polimerizacién interfacial e incluso molecular,
siendo el secado por aspersion la técnica mas comun en la microencapsulacion de jugo de
frutas por razones de costos y viabilidad , este es un proceso fisico en el cual se convierte un

fluido en material sélido haciéndolo pasar por una camara de secado caliente (63).

[ ¢

i Aire

;'I caliente
\ Boquilla

atomizadora
Suspension

B 300 Camara
' de secado

Producto

Figura 4. Diagrama de Secado por Aspersion. Donde el flujo
del liquido es atomizado y éste es secado por aire caliente.

Con ello se intenta que alimentos o farmacos no pierdan facilmente su actividad bioldgica;
en algunos casos la actividad bioldgica de algunos compuestos como los fenoles es de muy
corto plazo por las condiciones ambientales o la degradacion durante el procesamiento de los
alimentos, ocasionando la pérdida parcial o total de esta actividad (65). La ventaja de este
proceso es que los componentes se liberan gradualmente de la matriz o pared que los contiene
para asi obtener mejores productos con mayores caracteristicas sensoriales y nutricionales
(66).
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Il JUSTIFICACION

Debido al aumento en la morbilidad y prevalencia mundial de enfermedades crénico no
transmisible y derivada de la mala nutricién relacionada con el sindrome metabdlico, en
edades mas tempranas, es necesario buscar alternativas en el su tratamiento o manejo de la
enfermedad. La granada es un fruto con alta cantidad y diversidad de compuestos
polifendlicos, los cuales se han estudiado y sugieren tener propiedades funcionales ya
mencionadas. Aungue México, no es uno de los principales productores ni consumidores del
fruto a nivel mundial, el estado de Hidalgo es uno de los principales productores a nivel
nacional, pese a ello su consumo es bajo dentro del mismo estado, pues se limita a platillos
tipicos o como golosina, y esto probablemente debido a que es un fruto de temporada. Es por
ello, que en este proyecto se evalud in vivo un microencapsulado Unico a base de jugo de
granada (MEJGR) en humanos con sindrome metabolico, a fin de determinar si dicho
microencapsulado conserva sus propiedades funcionales después del proceso biotecnoldgico
de elaboracidn, tal y como se ha demostrado en el jugo fresco. De tener resultados favorables
puede ser una alternativa viable en el tratamiento del sindrome metabdlico, porque no solo
es un polvo estable, sino tiene una vida de anaquel mayor que un fruto fresco teniendo asi, el

producto estaria disponible en cualquier época del afio.
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i HIPOTESIS

La suplementacion diaria de 4 g diarios de microencapsulado de jugo de granada roja
(MEJGR) durante 3 meses, en pacientes con SM disminuye significativamente los valores en
los criterios de su diagnostico, aminorando los efectos del sindrome.
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v OBJETIVOS

4.1 Obijetivo General

Evaluar el efecto de la suplementacion diaria, durante 3 meses de 4 g de MEJGR sobre los

indicadores de diagndstico de SM segun la ATP IlI.

4.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la cantidad de polifendles totales y capacidad antioxidante en el MEJGR
por medio del método de Folin-Ciocalteu y ABTS™ DPPH.

2. Determinar la dosis letal madia (DLsoy de MEJGR en rata Wistar.

3. Evaluar el efecto de la suplementacion de un MEJGR sobre la disminucion de
circunferencia abdominal en humanos con SM por medio de los indicadores de
circunferencia abdominal e indice de masa corporal.

4. Determinar el efecto de la suplementacion de un MEJGR en humanos con SM sobre
la disminucion en los indicadores bioquimicos de SM (Glucosa, Triglicéridos,
Colesterol Total, c-HDL y c-LDL) por medio de kits enzimaticos.

5. Determinar el efecto de la suplementacion de un MEJGR sobre la disminucion en los
niveles de tension arterial en humanos con SM.

6. ldentificara el efecto de la suplementacion de un MEJGR en el indice aterogénico de

Pacientes con SM.
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\Y MATERIALES Y METODO

Reclutamiento de 109
individuos, 47 de recién
diagndstico de SM por medio
de los parametros de la ATP

Adquisicion de Granada roja en la comunidad
el Nith, del municipio de Ixmiquilpan, Hidalgo.

Iy 62 sanos para ser

divididos en
experimentales.

grupos

v

Microencapsulacion del jugo de los arilos de
granada roja, conteo de polifenoles totales y
capacidad antioxidante. Para determinar la
dosis que contengan (~0.73 mg equivalentes de
acido gélico)

Realizacion de un estudio subcrénico de
toxicidad DLso, con 12 ratas macho Wistar,
divididas en 4 grupos experimentales a distintas
dosis, durante 15 dias.

Toma de sangre (5 mL) en tiempo basal por puncion venosa, para determinar por
medio de Kkits enzimaticos los siguientes indicadores bioquimicos: Glucosa,
Triglicéridos y colesterol Total (c-HDL y c-LDL) e indice aterogénico; Medidas
antropométricas como: peso, circunferencia abdominal e IMC, y presidn arterial.

y

:

y

:

GRUPO I

GRUPO 11

GRUPO 11

GRUPO IV

Suplementacion
a 22 Individuos
sin  SM, con
placebo de
colorante vegetal
disuelto en 100
mL de agua
durante 3 meses.

Suplementacion
a 33 Individuos
sin SM, con 4 gr
de MEJGR
disuelto en 100
mL de agua
durante 3 meses.

Suplementacion
a 25 Individuos
con SM, con
placebo de
colorante vegetal
disuelto en 100
mL de agua
durante 3 meses.

Suplementacion
a 29 Individuos
con SM, con
MEJGR disuelto
en 100 mL de
agua durante 3
meses.

y

y

y

y

Toma de sangre (5 mL) en Cada 30 dias (3 mediciones) por puncién venosa, para
determinar por medio de Kkits enzimaticos los siguientes indicadores bioquimicos:
Glucosa, Triglicéridos y colesterol Total (c-HDL y c-LDL) e indice aterogenico;
Medidas antropométricas como: peso, circunferencia abdominal e IMC, y presion

l

Anadlisis e interpretacion de la informacién obtenida: Los resultados seran analizados

por ANOVA de 2 vias y seran considerados significativos con una P < 0.05

Figura 5. Diagrama metodologico
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51 Disefio de estudio

El presente estudio es un ensayo clinico prospectivo longitudinal.

5.2 Factibilidad y aspectos éticos

El presente proyecto se sometio antes de su ejecucion, al Comité de Etica de Investigacion
del ICSa, UAEH de acuerdo a los articulos 13-27 del titulo segundo capitulo | (de los aspectos
éticos de la investigacion en seres humanos),también de los articulos 34-39 del titulo segundo
capitulo 11l (de la investigacion en menores de edad o incapaces) y de los articulos 65-71
titulo tercero capitulo Il (de la investigacion farmacoldgica) de la ley general de salud en
materia de investigacion para la salud y segun lo establece la Declaracion de Helsinki: “El
protocolo de investigacion debe presentarse a un comité de ética en la investigacion para que
dicho comité lo considere, comente, asesore y apruebe antes de que comience el estudio™
(67) y a los lineamientos de la Conferencia Internacional de Armonizacion (del inglés
International Conference of armonization) para las Buenas Practicas Clinicas (CH-E6-R1)
(68).

5.3 Ubicacion espacio-temporal

La toma de medidas antropométricas y de sangre se llevd acabo en la escuela secundaria
Técnicas Numero 38 y en la Universidad Privada del Centro en Pachuca, Hidalgo, el
procesamiento y andlisis de las muestras bioldgicas en el Laboratorio de Nutrigenémica del
Area Académica de Nutricion del instituto de ciencias de la salud de la Universidad

Auténoma del Astado de Hidalgo.

5.4 Determinacién de tamafio de muestra

El muestreo de este proyecto fue a conveniencia, ya que no existen estudios precisos que
determinen una prevalencia de sindrome metabdlico en México, ademas de no ser un estudio
epidemiolégico sino, un ensayo clinico, aleatorizado, controlado, doble ciego empleando un

desarrollo tecnoldgico Unico la muestra a considerar fue de 109 sujetos.
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55 Recursos humanos y financieros

El presente estudio fue realizado por el estudiante de maestria José Moran Ledn, bajo la
direccion de Gabriel Betanzos Cabrera y como colaboradores la Dra. Guadalupe Lopez
Rodriguez, M en NH Amanda Pefia Irecta (g.e.p.d.), el estudiante de maestria LN. José
Antonio Guerrero Solano y la Pasante de la Licenciatura en Nutricion Belinda Patricia
Veladzquez Morales. Dicho proyecto fue financiado por el CONACYT (PDC Problemas
Nacionales PDCPN2013-01).

5.6. Criterios de seleccion

Los sujetos de estudio fueron Seleccionados a traves de una carta de consentimiento
informado (Ver anexo 9.5) y en el caso de ser menores fue a través de la autorizacion de sus
padres o tutores (firma de la carta de consentimiento informado). Los sujetos fueron

seleccionados bajo los siguientes criterios:

5.6.1 Criterios de inclusion

1. Hombres y mujeres que tengan de 13 a 59 afios de edad.

2. Sujetos que estudien o trabajen en las escuelas, secundaria técnica Num. 38 y la
Universidad privada del centro.

3. Personas que sean diagnosticadas con SM al presentar al menos 3 criterios segun el
ATP III.

5.6.2 Criterios de exclusion

1. Personas que al inicio y/o durante el estudio tomen medicamentos que modifiquen
modificar los indicadores de diagnostico de SM.

2. Personas a las cuales no se les pueda tomar las muestras sanguineas Yy/o
antropomeétricas de seguimiento.

3. Individuos los cuales no pueda dar continuidad a la suplementacion del MEJGR.
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5.6.3 Criterios de eliminacion

e Personas que por alguna razén dejen de tomar el suplemento no sigan la
suplementacion del microencapsulado de jugo de granada.

e Personas que no asistan la toma de la muestra sanguinea de seguimiento.

e Personas que por alguna razon abandonen el estudio.

e Sujetos que reporten algun efecto adverso.

5.7 Descripcién general del estudio

5.7.1 Obtencion de la materia prima para el MEJGR

Se obtuvieron 480 kg de granada de la comunidad “El Nith” del municipio de Ixmiquilpan,
Hidalgo. Se lavo el fruto, posteriormente se peld y desgrané fruto, obteniéndose 98 kg de
arilos, posteriormente se transportd a la empresa Granding Internacional S: A de C: V.
Ubicada en Exuberancia Num. 10, Col. Esmeralda, Jiutepec, Morelos, México. C.P: 62555;
para la elaboracion del microencapsulado, el cual se hizo en condiciones asépticas bajo

normas microbioldgicas haciéndolo apto para consumo humano.

5.7.2 Cuantificacion de polifenoles totales

La determinacion del contenido de compuestos polifenolicos totales se realiz6 por el método
de Folin-Ciocalteu (69). EI fundamento se basa, en una mezcla de acidos fosfowolframico y
fosfomolibdico en medio basico, que se reducen al oxidar los compuestos fendlicos,
originando oxidos azules de wolframio (WgO23) y molibdeno (MosO23). La absorbancia del
color azul desarrollado se medira a 765 nm con la ayuda de un espectrofotometro e indica la
cantidad total de polifenoles expresado como equivalentes de acido galico (EAG) o
equivalentes de catequina (66, 70). Y con ello se determing la dosis que contenia (~0.73 mg

equivalentes de &cido géalico) y esta fue equivalente a 4 g.
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5.7.4 Estudio subcrénico de toxicidad

Se realizd un estudio subcronico de toxicidad que previamente fue puesto a consideracion
por el Comité Institucional Etico para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(CIECUAL) (Anexo 3). Donde se administro durante 15 dias MEJGR a 12 ratas Wistar de
280g + 30g divididas en 4 grupos experimentales dicha administracion se realiz6 de la
siguiente manera: Grupo 1(control) 2.5 ml de agua, grupo 2(dosis baja) 448 mg de MECJGR
(dosis correspondiente a 1600mg/kg de peso) , grupo 3(dosis media) 812 mg de MECJGR
(dosis correspondiente a 2900mg/kg de peso) , grupo 4(dosis alta) 1400 mg de MECJGR
(dosis correspondiente a 5000mg/kg de peso) todas aforadas a 2.5 ml.

5.7.3 Suplementacidn de los sujetos con MEJGR

Por otra parte, se reclutaron 109 personas, 55 sujetos sin SM y 54 pacientes con SM recién
diagnosticados bajo los criterios de la NCEP-ATP Il (definicién modificada para la edad en
el caso de adolecentes), que por voluntad propia y totalmente informados del proceder de
este experimento aceptaron participar, constatandolo por medio de una carta de
consentimiento informado (anexo 5) y la autorizacion de los padres o tutores. Se suplemento
con la dosis equivalente a ~0.73 mg (4 g) equivalentes de &cido galico de MEJGR disuelto

en 100 ml de agua via oral diariamente durante 90 dias.

5.7.4 Medicién de indicadores de diagndstico de SM

Se tomaron indicadores antropométricos y bioquimicos, al estado basal (tiempo basal) y cada
30 dias (4 mediciones) que son talla, peso, circunferencia de cintura y determinacién de masa
grasa para lo cual existio una previa estandarizacion a cargo de la M en NH Amanda Pefia
Irecta, empleando una bascula (Mca. Omrom, mod. BC-545), estadimetro de pared (Mca.
Seca, mod. 206), cinta antropométrica (Mca. Seca, mod. 201); Para el indicador de presién
arterial se utiliz6 un baumandmetro digital de pulsera (Mca. Omrom, Bannokburn, USA). En
el caso de las mediciones de indicadores bioquimicos (Glucosa, triglicéridos, colesterol total
y c-HDL) se extrajeron 5 mL de sangre periférica por medio de puncion venosa y se

determinaron sus parametros por medio de kits enzimaticos (Mca. Wiener lab., Alemania) y
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un lector de micro placa (Mca. Bio-Tec, junior microplaca reader, USA) (71), en el caso de
c-LDL se calcul6 por medio de la ecuacion de Friedewald que es utilizada a partir de conocer
los datos de colesterol total, c-HDL y triglicéridos (c-LDL= Colesterol total- (c-
HDL+Trigliceridos/5)) (72) y en el caso del indice alergénico se calcul6 por medio de (indice
aterogénico= Colesterol total / c-HDL) (73).

5.8 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos empleado en la presente investigacion son los siguientes:
pruebas de t de Student para la comparacion de medias y pruebas de ANOVA, mediante el
software GraphPad Prism, version 4.0. Los resultados son expresados como la desviacion
estandar de la distribucion de la muestra media. Las diferencias fueron consideradas
significativas si p<0.05.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Conteo de compuestos polifendlicos y capacidad antioxidante

Se realiz6 el conteo de polifenoles por medio de la técnica Folin-Ciocalteu y la evaluacion
de su capacidad antioxidante por medio de ABTS™ DPPH’, el MEJGR fue sometiendo

dialisis parcial in vitro mostrando los siguientes datos.

Tabla 7. Contenido polifenolico y capacidad antioxidante del microencapsulado de jugo de arilos de granada roja.

Muestra Fenoles DPPH ABTS
mg eag/L pumol et/L mg aa/L
Jugo granada ‘ 1872.81 11310.83 540.9
Microencapsulado con extraccién ‘ 213.01 1885.48 47.37
Microencapsulado dializado ‘ 24.52 2751.37 167.37

eag: Equivalentes de acido galico, et: Extraccion total, aa: Acido ascorbico, Fuente: Elaboracion propia.

El conteo de polifenoles del MEJGR da como resultado una reduccion considerable en
comparacion con el jugo fresco, ya que dicho jugo reporta una cantidad de 1872.81 mg eag/L
y el microencapsulado 213.01 mg eag/L cantidad que resulta ser el 11. 4 % del total mostrado
por el jugo. En el caso de la evaluacion de la capacidad antioxidante se reporta 18885.48
pmol et/L en la MEJGR con extraccion y 2751.37 umol et/L en el MEJGR dializado,
mostrando un aumento del 45%, hecho que presumiblemente le contribuyen una adecuada

vida de anaquel y le proporcionan estabilidad al producto (63, 74).
También es atribuible a el adecuado micoencapsulamiento de los componentes fenolicos, por

lo cual al ser dializado, este proceso destruye la matriz polimérica permitiendo que dichos

compuestos logren su accionar antioxidante (74).
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6.2 Estudio Subcronico de toxicidad

Con la finalidad de demostrar la inocuidad del MEJGR, este estudio realizo una prueba de
toxicidad, buscando una DLso, los indicadores que se evaluaron fueron peso y consumo de
alimento, la figuras 6 muestran el monitorio de 8 mediciones cada 2 dias (16 dias) del
consumo de alimento y peso de los 4 grupos experimentales, en el caso del alimento este se
ve en ascenso debido a la demanda de los animales por su desarrollo siendo el grupo de dosis
alta el que demandaba mas alimento, 66 g, dato que apoya el monitoreo de peso ya que este
aumenta en el mismo grupo arrojando un promedio de 327.7 £ 45 g.

La prueba pretendia reportar muertes en alguna dosis del estudio, pero esto no es posible, ya
que ningn animal perecid, ya que ocupando una dosis de 5000 mg/kg de peso no se reporta
toxicidad alguna, por lo cual el producto no es toxico a esta a esta dosis siendo la dosis mas
alta probada y se presume que puede ser suplementado a humanos sin consecuencias

previamente comprobadas (75, 76).
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Figura 6. Mediciones de prueba DLso, realizada cada 2 dias. a) Medicion de consumo de alimento, b) Medicién de peso

31



6.3 Descripcion de la muestra estudiada

La muestra estudiada en el este estudio, presento las siguientes caracteristicas cuantitativas,
dichas mediciones (Tabla 8) fueron el instrumento para el andlisis estadistico y la

determinacion de su significancia.

Tabla 8. Descripcién de la muestra estudiada en tiempo basal.

CTRL/PLACEBO SM/PLACEBO CTRL/MEJGR SM/MEJGR
TOTAL | 29 27 33 27
Sexo | 3 13 5 7 14
|9 16 22 24 13
Edad (afios) 26.6+13.7 34.2+16.9 25.3+11.8 30.6+13.7
Peso (kg) 67.76+16.72  83.87+15.29  65.65+18.10  88.26+13.76
Talla(m) 1.62+0.09 1.57+0.08 1.59+0.08 1.62+0.08
IMC 25.74+5.33 33.0745.84  2554+6.05  33.21+3.61
Grasa (%) 33.77+13.39  45.11+11.98 3558+12.77  42.48+7.72
Circunferencia 84.66+12.35  102.00+13.75 86.27+15.80 103.55+10.03
abdominal(cm)
Presion | Sistolica  115.31+7.85  122.52+14.72 111.06+11.69 123.18+13.99
arterial
(mm/hg)
diastolica  74.76+8.85 79.7249.31  72.1248.47  81.77+9.12
Glucosa(mg/dl) 73.35+13.13  102.61+43.14 83.81+43.01  99.25+48.61
Triglicéridos(mg/dl) | 144.92+71.15  169.32+50.68 129.18+62.90 204.06+90.06
c-HDL (mg/dl) 53.54+13.59 42.0749.42  57.2649.97  35.77+9.71
c-LDL (mg/dI) 113.00+53.46  160.21+67.55 114.96+61.56 187.05+62.41
Colesterol total 105.53+47.66  236.14+68.66 198.05+60.71 263.63+63.59
(mg/dl) 9= 400, ~II=OU. -09=03.
indice aterogénico 4.14+2.15 6.05+2.75 3.71+1.85 8.03+3.33
Indicadores de SM 0.90+0.76 2.98+0.34 1.00+0.78 3.34+0.70

En dicha tabla se describen numéricamente todas las variables medidas en este experimento
en tiempo basal, estos datos apoyan el diagnéstico de SM, con la mediciéon de sus 5

parametros, asi como los parametros que estan intimamente relacionados con este sindrome.

A su vez se muestra el cambio que se tuvo tras los 3 meses de suplementacion (Tabla 9)
donde solo se muestran las mediciones a las cuales se le dieron seguimiento segln la

metodologia ya expuesta.
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Tabla 9. Descripcion de la muestra estudiada en tiempo final.

CTRL/PLACEBO SM/PLACEBO CTRL/MEJGR SM/MEJGR
TOTAL 29 27 33 27
Peso (kg) 68.43+16.46  83.93+15.22 65.71+17.65 88.04+14.03
IMC 26.0245.27 33.09+5.79  2557+5.81  33.09+3.34
Grasa (%) 33.56+13.17  45.07+1457 36.59+13.50  42.23+8.48
Circunferencia 83.50+11.54  99.88+12.22 82.45+13.68 101.55+9.16
abdominal(cm)
Presion \ sistolica  112.974#9.97  121.40+#13.91 110.27+8.25 115.68+9.39
(mmihg) ‘diastélica 73.00+6.85 75.64+7.94 71214726  74.86+8.44
Glucosa(mg/dl) 80.73+27.85  106.60+52.28 81.18+22.68 92.61+19.61
Triglicéridos(mg/dl) | 142.88+75.27  164.60+74.11 128.61+81.11 200.02+95.26
c-HDL (mg/dI) 53.23+14.88 44.443991  62.0048.87  49.29+11.57
c-LDL (mg/dI) 121.63+63.27 149.28+79.06 84.99+56.94 108.97+50.42
Colesterol total | 503 4416194  226.64479.91 172.72457.29 198.26450.92
/) 44+61. 64+79, 72457, 26450,
Indice aterogénico 4.39+2.47 5.53+2.74 2.90x1.22 4.19+1.33
Indicadores de SM 0.84+0.85 2.44+0.99 0.64+0.71 2.00+1.18

En la tabla anterior se puede observar la disminucion en indicadores como presién arterial
sistdlica y diastolica, asi como el aumento en el c-HDL, indicadores que impactan en el
diagndstico del SM logrando que como consecuencia disminuya, hechos que a continuacion

se explican y discuten a detalle.

6.4 Circunferencia abdominal

Los resultados referentes a circunferencia abdominal no muestran diferencias significativas,
en cada una de las comparaciones no se reportan datos conténtenles, la medias no reportan
cambios que confieran propiedades reductoras de circunferencia abdominal al MEJGR ya
que se muestra a los 2 grupos tratados con MEJGR sin modificaciones, al igual que los grupos
tratados con placebo, hecho que permite visualizar la homogeneidad del comportamiento de

este indicador.

Los resultado mostrados en este estudio son similares a los resultados que reporta Soca et al
en 2012, en donde se realizd un suplemento de antioxidantes a base de jugo de aronia

adicionado con glucomanano y suplementd durante 4 semanas en 150 pacientes con
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caracteristicas de SM sin obtener diferencias significativas y refiere diferencias en la
disminucion de obesidad central, pues se atribuye una modificacion en el perfil lipidico y no
en la perdida de tejido adiposo abdominal (77), también sefialan que la pérdida significativa
de tejido adiposo a causa de las modificaciones en la dieta después de 6 meses, y Ross refiere
14 semanas con modificacion en la dieta y actividad fisica para poder encontrar significancia

en la perdida de grasa abdominal (78).

Algunos estudios, sugieren la necesidad de realizar futuros estudios clinicos para poder
relacionar el consumo del fruto en la reduccion de obesidad central (49, 79, 80), en nuestro
caso las disminucion de la circunferencia abdominal encontradas, esta sin llegar a ser
significativa, es un resultado importante que se pueda atribuir el efecto del MEJGR; sin
embargo, no se puede atribuir Gnicamente a este productos y sus componentes; debido a que
no existio cambio alguno en la dieta ni control en la actividad fisica realizada por los

individuos, hechos que sin duda podrian intervenir en la pérdida de grasa abdominal (81, 82).
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Figura 7. Medicion mensual de circunferencia de cintura, tras la suplementacion de 4 g de MEJGR durante 3 meses.
Las diferencias significativas entre control y tratamiento se describen: a= comparacion entre el Ctrl/Placebo y
SM/Placebo; b= comparacion entre el Ctrl/Placebo y Ctrl/MEJGR; c= comparacion entre el Ctrl/Placebo y SM/MEJGR;
d= comparacidn entre el SM/Placebo y Ctrl/MEJGR; e= comparacion entre el SM/Placebo y SM/MEJGR; f= comparacion
entre el Ctrl/MEJGR y SM/MEJGR.



6.5 Presion Arterial Sistélica

Con respecto a la presion sistolica se puede observar una tendencia constante a disminuir
conforme al tiempo de tratamiento, esta disminucion fue significativa al comparar los grupos
SM / Placebo y Ctrl / MEJGR Asimismo, los datos de los grupos controles no se modifican
durante el experimento, es importante resaltar que el grupo SM/MEJGR es el que presenta la

mayor disminucién sin alcanzar una normo tension (Figura 7).

Esta disminucion es evidente desde el tiempo 2 y hasta el final del estudio, resaltando que
hubo una aumento en esta presion en la segunda medicién en el grupo Ctrl/Placebo para dar
paso a una normalizacion en su medicion en el tiempo 3 y final, todas la mediciones culminan
el experimento con cierta igualdad al inicio de este, por lo cual no se muestran mas cambios

que reportar.

Estos datos coinciden con el estudio realizado con 13 hombres hipertensos que fueron
suplementados con 10 ml de jugo de granada al dia, dando como resultado una reduccion en
la presion arterial sistolica, de 125.38+11.80 mmHg a 116.15+7.94 mmHg, lo que refiere una

disminucidn en este indicador de cerca de 7% (83, 84).

Stowe en 2010 sefiala que el efecto del consumo de granada sobre la presion arterial sistdlica
es a consecuencias de la inhibicion de la enzima activadora de angiontesina Il (85), por otra
parte en 2001 Aviram et al. Llevé a cabo un ensayo con 10 personas (7 hombres y 3 mujeres)
a los cuales se les proporciond 50 ml de jugo fresco de granada con un valor equivalente a
1.5mmol de polifenoles, durante 2 semanas., al final del experimento se encontr6é que los
valores de presion arterial fueron de 147+10 mmHg, comparados con los valores iniciales

que fueron de 155+7 mmHg, y que fueron estadisticamente significativos (55).
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Figura 8. Medicion mensual de presion arterial sistélica, tras la suplementacién de 4 g de MEJGR durante 3 meses.

Las diferencias significativas entre control y tratamiento se describen: a= comparacion entre el Ctrl/Placebo y
SM/Placebo; b= comparacién entre el Ctrl/Placebo y Ctrl/MEJGR; c= comparacion entre el Ctrl/Placebo y SM/MEJGR;
d= comparacidn entre el SM/Placebo y Ctrl/MEJGR; e= comparacion entre el SM/Placebo y SM/MEJGR; f= comparacion
entre el Ctr/MEJGR y SM/MEJGR.

6.6 Presién Arterial Diastolica

En lo que refiere a la presion arterial diastdlica se encontraron diferencias significativas
después de un mes al comparar los grupos CTRL/Placebo vs SM/Placebo con la peculiaridad
de no volverse a evidenciar, en el caso de la medicién en el segundo mes existen diferencias
en la comparacién de los siguientes grupo CTRL/ M.E.J.G.Ry SM/M.E.J.G.R al ver reducida
esta presion en el segundo grupo (Figura 9). En esta comparacion se muestra un
comportamiento similar debido a que existe una disminucion en la presion arterial sistolica
en aproximadamente 8.5% de 81.77+£9.12 mm/Hg a 74.86+8.44 mm/Hg.

Estos datos son similares a los reportados en el estudio realizado por Sedigheh donde
suplementaron a 21 individuos entre 30 y 67 afios de edad con jugo de granada fresco duran

2 semanas Yy lograron observar una disminucion en la presion diastélica en el grupo
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experimental (11 Individuos), 80.00+8.94 mm/Hg a 76.36+£6.74 mm/Hg. El autor sugieren
que el efecto es debido al alto contenido de polifenoles en el fruto especificamente a las
antocianinas y &cido elagico (83).

En 2014 Aviram et al realizd un ensayo clinico con 15 pacientes con enfermedad vascular
donde suplement6 con jugo de granada a diez pacientes durante 1 afio y a los 5 restantes
durante 3 afos, y reporta cambios de este indicador sin llegar a ser estadisticamente
significativo, ya que en los pacientes que fueron suplementados por un afio tuvieron valores
al inicio de 81+3 mmHg en el tiempo basal y al final de 812 mmHg y asi para los pacientes

de 3 afios inician con 78+4 mm/Hg y concluyen con 77+3 mm/Hg (53, 55, 56).

Grupos de investigacion que obtuvieron datos similares a los obtenidos por el presente
trabajo, sugieren que los polifenoles logran la disminucion de la presion arterial en general
pues es un coadyuvante importante a la oxidacion del c-LDL (55, 56, 83);Es importante
resaltar que en el presente estudio se trabajé con 109 individuos sin encontrar diferencias
significativas, en contraste con los estudios mencionados en donde incluso el tamafio de la
poblacion fue mucho menor, esto es posiblemente debido a que no es el mismo efecto de un
jugo fresco que el microencapsulado proporcionado, y que la dosis de 4g diarios por 90 dias
no fue suficiente para tener valores significativos, sin embargo, los valores mostraron una

tendencia a la baja, lo que sugiere que dosis mayores podrian arrojar valores.
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Figura 9. Medicion mensual de presion arterial diastélica, tras la suplementacion de 4 g de MEJGR durante 3 meses.

Las diferencias significativas entre control y tratamiento se describen: a= comparacion entre el Ctrl/Placebo y
SM/Placebo; b= comparacion entre el Ctrl/Placebo y Ctrl/MEJGR; c= comparacion entre el Ctrl/Placebo y SM/IMEJGR;
d= comparacidn entre el SM/Placebo y Ctrl/MEJGR; e= comparacion entre el SM/Placebo y SM/MEJGR; f= comparacion
entre el Ctrl/MEJGR y SM/MEJGR.

6.7 Glucosa

Los valores de glucosa fueron variables a lo largo del ensayo, la razon de este
comportamiento se pudo deber muy probablemente a que no hubo restriccion en la dieta. No
obstante, cabe destacar que el grupo SM/MEJGR mostrd una disminucion significativa en
los niveles de glucosa. Caso contrario ocurrié en el grupo SM/Placebo donde hubo un
aumento considerable en la Gltima medicidon. Asimismo, el grupo Ctrl/MEJGR se mantuvo
constante en los valores de glucosa. Estos datos sugieres que los componentes del

microencapsulado son los responsables de esta disminucion.

Al hacer un analisis de los resultados se encontrd una disminucion sin alcanzar a ser
significativa, se observa una disminucion en los valores, el cual fue menor al compararse con

el grupo SM/Placebo.
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En estudios al igual que en el presente trabajo, se han reportados diversos resultados con el

indicador de glucosa.

En 2014 Banihani realizé un ensayo clinico donde se suplement6é 1.5 mL por kg de peso
corporal de jugo de granada durante 8 semanas fresco a 85 pacientes con DM2, el grupo
suplementado redujo los niveles de glucosa, dicho efecto se atribuy6 a el aumento en la
funcion de las células B del pancreas y la disminucion de la resistencia a la insulina, asi como
una modificacién importante en las vias metabdlicas oxidativas y respuesta de los lipidos
(86).

Rosentbland et al en 2005 suplemento a 20 pacientes con DM2 50 mL de jugo de granada

durante 3 meses, al final del estudio no se encontraron diferencias significativas (87, 88).

Distintos estudios realizados en modelos animales determinan un disminucion no
significativa de glucosa esto asociado a la reduccion de insulina en suero, debido al contenido
de 2 componentes importantes de este fruto el acido galico y el &cido elédgico, datos
importantes que contrastan a los resultados arrojados por este estudio, probablemente se deba
a que el contenido de polifenoles se encontraba inmerso en las paredes poliméricas del
MEJGR vy sea necesite aumentar el tiempo y/o dosis de suplementacién para obtener
significancia en este indicador bioquimico, a su vez todos los autores coinciden en que el
consumo de la Granda y sus derivados no arrojan ningun efecto adverso tras su consumo en
corto tiempo (50, 89).
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Figura 10. Medicion mensual de glucosa, tras la suplementacion de 4 g de MEJGR durante 3 meses.
Las diferencias significativas entre control y tratamiento se describen: a= comparacion entre el Ctrl/Placebo y

SM/Placebo; b= comparacion entre el Ctrl/Placebo y Ctrl/MEJGR; c= comparacion entre el Ctrl/Placebo y SM/IMEJGR;
d= comparacidn entre el SM/Placebo y Ctrl/MEJGR; e= comparacion entre el SM/Placebo y SM/MEJGR; f= comparacion

entre el Ctrl/MEJGR y SM/MEJGR.

6.8 Triglicéridos

Los indicadores de triglicéridos muestran una clara disminucion de los niveles al primer y
segundo mes de suplementacidn, sin embargo; en el tercer mes hubo un repunte (Figura 10).

Mientras que el resto de los grupos tuvieron en general valores constantes.

Este resultado sugiere que el metabolismo de lipidos es mas activo en este grupo de estudio
y que el microencapsulado potencia dicha metabolizacion. Porque al igual que en otros

grupos hubo una disminucidn en los niveles especialmente en los tiempos 1y 2.

Asgary en 2013 condujo un estudio con 21 pacientes con hipertension a los cuales
suplementd 150 ml de jugo de granada diariamente durante 2 afios, al igual que en este
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trabajo, hubo un incremento importante en los niveles de triglicéridos al inicio y al final
(149.09450.44 mg/dL al inicio 171.18+78.92 mg/dL) al finalizar, datos que concuerdan tiene
cierta similitud con los de este trabajo, pues en este estudio no encuentra diferencia
significativa, atribuyendo estos resultados a que el efecto de la granada es gracias a los

punicalaginos y estos son parcialmente hidrolizados en el estomago (83).

Por su parte, estudios con aceite de la semilla de la granada realizado por Mirmiram en 2010,
donde se suplementd el aceite de semilla de granada (el cual es rico en &cido punicico) a 51
pacientes (25 en tratamiento y 26 con placebo) diagnosticadas con hiperlipemia, durante 4
semanas, reportando los siguientes datos para el grupo suplementados en tiempo basal
301.88+127.75 mg/dL y en tiempo final 240.63+£122.50 mg/dL, y en el grupo placebo reporta
de inicio 317.63+156.63 mg/dL y finaliza con 273+£139.13 mg/dL, demostrando disminucion

sin ser significativo (90).

Por ultimo en un meta-analisis realizado por Amirhossein en 2016, concluy6 gue no existen
cambios importantes en la disminucién de los niveles de triglicéridos, no obstante, se resalta
que de alguna manera, el papel de los polifenoles de la granada como protectores para el

desarrollo de enfermedades cardiovasculares (27).
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Figura 11. Medicion mensual de triglicéridos, tras la suplementacion de 4 g de MEJGR durante 3 meses.

Las diferencias significativas entre control y tratamiento se describen: a= comparacion entre el Ctrl/Placebo y
SM/Placebo; b= comparacion entre el Ctrl/Placebo y Ctrl/MEJGR; c= comparacion entre el Ctrl/Placebo y SM/MEJGR;
d= comparacidn entre el SM/Placebo y Ctrl/MEJGR; e= comparacion entre el SM/Placebo y SM/MEJGR; f= comparacion

entre el Ctr/MEJGR y SM/MEJGR.

6.9 c-HDL

Los niveles de c-HDL fueron uno de los indicadores en donde se encontraron diferencias
importantes. Como se observa en el grupo SM/MEJGR se obtuvieron valores iniciales de
35.77+9.71 mg/dL hasta alcanzar valores de 49.29+11.57 mg/dL, estos valores fueron
estadisticamente significativos en comparacion con el grupo SM/Placebo, el cual incluso
tuvo un incremento notable, mientras que en el resto de los grupos, los valores se mantuvieron

constantes (Figura 12).

Estos resultados concuerdan con la revision realizada por Amirhosseinen en 2016 donde se
sugiere que la suplementacion de polifenoles o algin compuesto antioxidante eleva los
niveles de c.HDL (27, 83).
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No obstante, no se encontraron diferencias significativas cuando Michael en 2019 realiz6 un
estudio en a 289 pacientes con enfermedad coronaria fueron suplementados diariamente con

240 mL de jugo fresco de granada por 18 meses (91).

También en 2016 Hoseinni realizé un estudio a doble ciego con 48 pacientes con obesidad,
donde se suplementaron con 1000mg de extracto de jugo de granada durante 30 dias y se
midieron biomarcadores de estrés oxidativo y perfil lipidico. En el estudio se encontrd
aumento de c-HDL, este aumento fue directamente relacionado con el alto contenido de acido
galico y tanico, ya que estos compuestos aumentaron la expresion de Peroxisoma proliferador
activado del receptor (PPAR-a), asi como las enzimas responsables de la oxidacion de acidos

grasos (92).

Por otra parte, Kutan en 2010 realizé suplementacion por 3 meses con polifenoles extraidos
del té verde (300mg), algunos citricos (60 mg) y de la grada (50mg), en 114 pacientes con
DM2, para asi de esta manera realizar una comparacion en el tratamiento del estrés oxidativo,
para ello, se realizaron mediciones bioquimicas donde se incluyeron c-HDL, al final del
estudio, se encontrd un aumento de este, los datos en conjunto demostraron que los productos
ricos en polifenoles tienen un efecto antagénico al estrés oxidativo e inhiben la peroxidacion
de lipidos (33).
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Figura 12. Medicion mensual de c-HDL, tras la suplementacion de 4 g de MEJGR durante 3 meses.

Las diferencias significativas entre control y tratamiento se describen: a= comparacion entre el Ctrl/Placebo y
SM/Placebo; b= comparacion entre el Ctrl/Placebo y Ctrl/MEJGR; c= comparacion entre el Ctrl/Placebo y SM/MEJGR;
d= comparacidn entre el SM/Placebo y Ctrl/MEJGR; e= comparacion entre el SM/Placebo y SM/MEJGR; f= comparacion
entre el Ctr/MEJGR y SM/MEJGR.

6.10 Criterios de diagnostico de sindrome metabdlico

Se analizaron el numero de los indicadores de SM de los diferentes grupos estudiados sin
encontrarse cambios importantes ya que el grupo CTRL/Placebo inicia con una media de
0.90£0.76 indicadores de SM y concluye con 0.84+0.85 indicadores de SM y el grupo
SM/Placebo inicia con 2.98+0.34 indicadores de SM y culmina 2.44+0.99 indicadores de
SM, en lo que corresponde a los grupos con SM el que fue tratado con placebo es constante
durante el estudio, mas no asi del grupo SM/MEJGR pues este inicia con un promedio de
3.34+0.70 indicadores de SM vy finaliza en 2.00+1.18, datos que permite observar una

disminucion que supera al grupo SM/placebo (Figura 13).

Estos datos se reproducen en los andlisis hechos en adultos exclusivamente con la misma

tendencia, donde la pendiente supera los 3 criterios de diagnéstico de SM, dicho
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comportamiento es en adultos en general y adulto hombre, puesto que en el caso de adulto
mujer no se logra superar al grupo SM/placebo, pero si logra salir de la interseccion con el

punto tres que determina el diagndstico de SM.

Estos resultados coinciden con Medjakovic en 2013, en el sentido que los polifenoles juegan
un papel importante en el tratamiento de la obesidad, DM2 y perfil lipidico, estos compuestos
antioxidantes han demostrado activar el PPAR-a en sus distintos tipos, y este al tener efecto
directo en la reduccién de los niveles de glucosa en sangre y la mejora de la sensibilidad a la
insulina permiten el aumento del C-HDL, lo que lo convierte en un alimento funcional en el

tratamiento del SM, apoyando los datos obtenido en este estudio (93).

Si bien los resultados para estos indicadores que forman parte de los criterios de diagndstico
son inconsistentes, todos coinciden en que aminoran las consecuencias del estrés oxidativo.
Tal como se ha demostrado en modelos in vivo e in vitro con los polifenoles presentes en el

jugo y la semilla (48).

En este la figura 12 panel A es visible la reduccién del SM muestra su comportamiento en
medida de los indicadores de su diagnoéstico, y ya que diversos autores menciona las
propiedades benéficas de los antioxidantes presentes en el fruto de la granada y especifican
cada una de sus partes, para este MEJGR se utilizaron el jugo y la semilla por ello es que la
explicacion de su reduccion se posiblemente a que PPAR es uno de los principales receptores
son precursores de la oxidacion de &cidos grasos y siendo que Triglicéridos y C-HDL son
lipidos considerados para el diagndstico de SM una alteracién positiva en ellos permiten que
el paciente reduzca el numero de criterios que padece, contribuyendo a mejorar su
homeostasis (16, 34, 81).

De la misma forma se propone que otros factores estan implicitos en el la regulacién de los

criterios de diagnostico de SM, entre ellos los receptores de estrogeno, estos relacionados en
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PPAR son importantes moduladores metabdlicos y son bondades antiinflamatorias y

antiateroescleroticas.

Faulds y sus colaboradores explican la sefializacion de los receptores de estrogenos y los
polifenoles presentes en este producto, también propone la regulacion de la Paroxonoaza 1
atribuyendo a esta su efecto antiateroesclerotico, asi como la inhibicion de enzimas como la

aromatasa y desidrogenaza 17-b-dridroxiesterioide (94).

Uno mas de los resultados expresado en este trabajo es la reduccion de la presion arterial y
esta se relaciona intimamente con los procesos inflamatorios, por ello el MEJGR logra la
aminoracién de un criterio de diagndstico mas y logra sumar a las medias para la reduccion
del mismo, este proceso inflamatorio contribuye a el aumento en la presion arterial, por ello

al tener propiedades antiinflamatoria este producto colabora a la reduccion del SM (95).
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Figura 13. Seguimiento de los indicadores de diagndstico de SM, tras la suplementacion de 4 g de MEJGR durante 3 meses.
Las diferencias significativas entre control y tratamiento se describen: a= comparacion entre el Ctrl/Placebo y
SM/Placebo; b= comparacién entre el Ctrl/Placebo y Ctrl/MEJGR; c= comparacion entre el Ctrl/Placebo y SM/MEJGR;
d= comparacion entre el SM/Placebo y Ctrl/MEJGR; e= comparacion entre el SM/Placebo y SM/MEJGR; f= comparacion
entre el Ctr/MEJGR y SM/MEJGR.
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6.11 Indice Aterogénico

En lo que respecta al indice aterogénico, se encontré una disminucion significativa en el
grupo SM / MEJGR (Figura 14 A) ya que en el tiempo inicial este grupo indica 8.03+3.33
mg de colesterol/ mg c-HDL y finaliza el estudio con un valor de 4.19+1.33 mg de colesterol/
mg c-HDL, lo que se aleja de los valores de riesgo que son 4.5 mg de colesterol/ mg c-HDL

(96) como minimo en mujeres, esta disminucion es constante en cada uno de los tiempos.

Dentro del analisis realizado a los demas grupo muestran una disminucion similar al analisis
en el estudio general, dando paso a poder reportar que existe disminucion de este indice al
ser tratados con antioxidantes.

Estos datos son similares a los reportados en otro estudio donde fueron tratados con
antioxidantes como por ejemplo el estudio realizado por Stampfer en 1980, donde
suplementaron con vitamina E a 87245 durante 4 afios y reduciendo la posibilidad de riesgo
coronario en un rango de 45 a 40 % , en dicho estudio responsabilizan a la vitamina en la

oxidacion del c-LDL, hecho que influye en el cociente del indice aterogénico (97).

Con respecto a polifenoles de ha mencionado de su factor de proteccidn hacia la enfermedad
cardiovascular, de hecho se ha mencionado su factor protector en etapas tempranas de estas
patologia, postulan el mejoramiento de la funcién endotelial asi como la prevencién de la
inflamacién y la regulacion del metabolismo lipidico, por medio de la oxidacion de la c-LDL
(98).

Un par mas de estudios también sugiere alteracion en los indicadores de liproteinas tras haber
consumido Jugo fresco de granada fresco por distintos intervalos de tiempo. Por su parte
Davidson suplemento a 146 pacientes entre 45y 74 afios de edad 240 ml de jugo durante 18
meses, y Aviram suplemento durante 1 afio a 10 pacientes reportando datos similares en la

peroxidacion de lipidos (56, 91).
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Estos hechos sugieren que al ser suplementados con el MEJGR por su aporte de polifendles
este producto pueda funcionar como coadyuvante a la peroxidacion de c-LDL y por
consecuencia ver modificado el cociente del indice de Castelli.
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Figura 14. Seguimiento del indice aterogénico, tras la suplementacion de 4 g de MEJGR durante 3 meses.

Las diferencias significativas entre control y tratamiento se describen: a= comparacion entre el Ctrl/Placebo y
SM/Placebo; b= comparacién entre el Ctrl/Placebo y Ctrl/MEJGR; c= comparacion entre el Ctrl/Placebo y SM/MEJGR;
d= comparacion entre el SM/Placebo y Ctrl/MEJGR; e= comparacion entre el SM/Placebo y SM/MEJGR; f= comparacion
entre el Ctr/MEJGR y SM/MEJGR.
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VIl CONCLUSIONES

Las conclusiones derivadas del presente estudio son:

1. La suplementacion diarias durante 3 meses de MEJGR a pacientes con SM ayuda a

la reduccion significativa en los valores de los criterios de diagnostico.

2. EIMEJGR, conservar una adecuada capacidad antioxidante del jugo fresco tras pasar

por el proceso de microencapsulacion.

3. La DLso de MEJGR es mayor a 5000mg/kg de peso.

4. No existes cambios significativos en las mediciones antropométricas (IMC,
Circunferencia abdominal y peso) después de haber suplementado diariamente 4 g de

MEJGR durante 3 meses en sujetos con SM.

5. En los indicadores bioquimicos para el diagndstico de SM la suplementacién tuvo

efectos significativos en triglicéridos y c-HDL.

6. La presion arterial sistolica disminuye significativamente después de la
suplementacion diaria durante 3 meses del MEJGR en sujetos con SM, no asi sobre
la presion diastolica.

7. Existe una la disminucion del indice aterogénico en pacientes con SM, después de

haber suplementado diariamente 4 g de MEJGR durante 3 meses en sujetos con SM.

PERSPECTIVAS:

En espera de futuro estudios que apoyen este trabajo con el uso de un producto biotecnologico
a base de jugo de granada, queda a consideracion el uso de diferentes agentes encapsulantes,

cantidad y tiempo a suplementar para apoyar la conclusiones aqui mostradas.
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IX ANEXOS

9.1Certificado de calidad del microencapsulado de granada roja

Granding International SA CV

Exuberancia # 10 Col Esmeraida. Jiutepec, Mor. MEXICO 62555
Tei/ Fax (777) 318-7747. e-mail: granding1@prodigy.net mx

Laboratorio de Control de Calidad

CERTIFICADO DE CALIDAD
Nombre: GRANADA
Cliente: Dr. Gabriel Betanzos
Nombre ¢ientifico; Punica granatum
Forma farmacéutica: Extracto seco
Lote: MEF001943913
Fecha de produccion: 23 de Octubre de 2013
Pais fabricante; México
Material vegetal usado: Fruto de la granada
Solvente de extraccion: Mezclas hidro-alcohdlicas
FExcipientes: Maltodextrina
Conservadores: Ninguno
Propiedades organolépticas:
* Apariencia; Polvo
* Color: Rosa pastel
*Olor; Herbéceo caracteristico
* Prueba del Tamiz: 98.02 % pasa por malla 40
Propiedades fisicoquimicas:
¥ pH relativo (10% en agua): 3.67
** Densidad de peso: 0.5040 g AL
** Pérdida por secado: 3.13%

Pruebas de solubilidad del Principio Activo:
* Diluciones al 1% (p/v)

En alcohol etifico al 96 % En alcohol etilico al 70% | En agua desmineralizada
Poco favorable No favorable | == Favorable
Informe microbiolégico:
% Método utilizado
Determinacion Resultado (UFC/g) *** Limites (UFC/g) » on ol andlisls
Bacterias acrobias <id 10° NOM-092-SSA1-1994
| Hongos y Levaduras <10 10’ NOM-111-SSA1-1994
tscherichia coli <10 10 NOM-113-SSA1-1994
Salmonella spp Ausente Ninguna NOM-114-55A1-1994
* Holu in: Conte b 5.
+# Referencin: Méodon wilizades seuforn a la FEUM, T Edicide.
+*¢ Refere win: Fannacopes Hesbolana de Jas Estados Unidon Mexicssos, 2001
Candicl de al i Manténgase en lugar fresco y seco, libre de bumedad a femperatura smbicnte y bien cerrado,
Nota: Log Itados aqui dos son del 00 & grane!.
No deben copiarse o reprodicirse sin previa escrita ATENTAMENTE
G,

L. F Dalia Gonzélez Maldonado
CEDULA 5967536 UAEM
Responsable Contred de Calidad



9.2 Solicitud al comité institucional de ética para el cuidado y uso de los animales de

laboratorio
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DGSA- BIOTERIO
CITECUAL

% i .
‘f;:“lﬁ UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

FORMATO DE SOLICITUD AL CIECUAL

Biomédicas v de la Salud. Laboratorio de nutrigenémica, UAEH

Subdirecciéon, Departamento o area de trabajo: Instituto de Ciencias de la Salud, Maestria en Ciencias

Responsable del Proyecto: Tesista: LN José Antonio
Guerrero Solano. Director de tesis: Dr. Gabriel Betanzos
Cabrera.

Fecha de solicitud: 13-feb-14

TITULO: “Evaluacién del efecto de un microencapsulado de | E mail:

animal de sindrome metabdlico™.

los arilos de la granada roja (Punica granatum L.) en un modelo | gsnutricional@gmail.com
ghetanzo@uaeh.edu.mx

Teléfono vy fax: Tel. 7711543470

Antecedentes nacionales o Internacionales del Experimento:

El sindrome metabélico (SM) es definido como una constelacién de factores de
riesgo que, en conjunto, son predictores de enfermedad cardiovascular (ECV)
y diabetes tipo 2 (DT2); en México se ha reportado una prevalencia de 13.6%
a 26.6%. Por otra parte, la granada es una fruta estudiada por sus multiples
beneficios a la salud, el jugo de tal fruto en fresco presenta un gran contenido
de polifenoles, elagitaninos y antocianinas. Asi mismo en estudios in vivo e in
vitro de los componentes de la granada han mostrado efectos benéficos sobre
el SM (hipoglucemiantes, hipolipemiante. hipotensivo, entre otros). A pesar de
sus efectos benéficos comprobados, en México se cultiva en contadas regiones
(incluido Hidalgo como uno de los principales productores) v su consumo se
limita a la temporada en que se da la cosecha. Por otra parte la
microencapsulacién es un proceso mediante el cual ciertas sustancias bioactivas
son introducidas en una matriz polimérica con el objetivo de impedir su
pérdida, protegerlos de la reaccién con otros compuestos presentes o impedir
que sufran reacciones de oxidacion.

Justificacién

Es conocido que el fruto de granada, tiene efectos terapéuticos tales como anti-
inflamatorio, antioxidante. antiaterogénico, antihipertensivo, anticancerigeno
entre otros. Por otra parte. es un fruto de escaso consumo, sélo en temporada.
por lo que es necesario ampliar su disponibilidad y proteger los compuestos
bioactivos del fruto mediante la microencapsulacion vy de esta manera fomentar
un consumo cotidiano en cualquier temporada del afio. De esta manera en el
trabajo presente se pretende evaluar el jugo microencapsulado en un modelo
de SM inducido con sacarosa al 30% en ratas Wistar, para determinar si1 el
microencapsulado mantiene sus propiedades bioldgicas después del proceso
tecnologico realizado.

Objetivos:

Objetivo General

Evaluar el efecto de un
microencapsulado de los arilos
de granada roja (Pinica
granatwm L) en un modelo

animal con sindrome

metabolico inducido.
Objetivos especificos

1) Inducir y generar

sindrome metabdlico
en ratas Wistar
alimentadas con zalta

concentracion de
sacarosa.

2) Determinar la
capacidad de
captura de

radicales librez del
microencapsulado
utilizando el ensayo
de ABTS= y
DPP™+asi como la
cuantificacion de
fenoles totales por
el método de Folin
Ciocalteau.

3) -Determinacion de
la dosis letal media
(DLso) del
microencapsulado
en ratas Wistar.

4) Evaluar en un
modelo in vivo la
administracion
intragastrica diaria
del
microencapsuldo a
ratas Wistar a las
cuales se les indujo
el sindrome




5)

6)

7)

metabdlico, a

través de la
medicién de:
colesterol total,
cHDL, LDL,
triglicéridos,

glucosa e insulina,
presion arterial

sistélica sanguinea,
peso y grasa intra-
abdominal.

-Medir la expresion
del gen PON17 por
PCR en tiempo real
en ratas Wistar con
sindrome
metabdlico que
recibieron y no
administracién de
microencapsulado
por varias
semanas.

-Con lafinalidad de
observar
correlacion
expresion con
actividad, medir la
actividad
enzimatica en
suero  sanguineo
por un método
semi-automatizado
en ratas Wistar con
sindrome
metabdlico que
recibieron y no
administracion de
microencapsulado
por varias
semanas.

Evaluar el efecto de
un microencapsulado
de los arilos de
granada roja (Punica
granatum L) sobre la
masa corporal y masa
grasa abdominal
mediante
somatometria.

Materiales y Meétodos del ensayo:

Se obtendra granada roja (Punica granatum L.) de temporada (afio 2013) de la comunidad
del Nith, Ixmiquilpan Hidalgo la cual serd cosechada personalmente para asegurar la calidad
del fruto. Se lavara y seleccionara el fruto maduro para posteriormente extraer los arilos del
mismo y obtener el jugo para ser procesado de manera inmediata para la realizacion de la
microencapsulacion por secado por aspersion. La técnica de microencapsulacion se hara
bajo la Patente Nacional con expediente MX_a 2012 001392 desarrollada por el Dr. Santiago
Filardo Kerstup. en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos 1. en el Area Académica de
Quimica de la Universidad Auténoma de Estado de Hidalgo (UAEH).

Se realizara una prueba previa de DLso del microencapsulado de los arilos de granada roja
utilizando para la misma 15 ratas Wistar macho de entre 180 y 200 g de peso. El
microencapsulado se administrard después de 5 dias. diariamente por via oral por canula
intragastrica utilizandose una sola dosis por grupo. La sustancia de ensayo se disuelve o
suspende en una solucién acuosa. (El volumen maximo de liquido que puede administrarse de
una sola vez depende del tamatfio del animal de ensayo. En los roedores, el volumen no debe
superar 1 mI /100 g de peso corporal).

Especie:
Rattus

norvegicus

Cantidad:
15 DLso
56 estudio

Linea:
Wistar

Sexo:
Macho

Categoria:

Edad:
8
semanas

Peso:

180-200 g

Fecha de
Inicio:
Febrero de
2014
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Se realizaran 3 grupos de 3 animales cada uno denominados de dosis baja (DB) dosis media
(DM) y dosis alta (DA). El nimero de animales de cada jaula no debera interferir con la
observacién clara de cada animal. Dieta estandar y agua ad libitwn. Para cada grupo, Se
administrara una dosis de 10, 100 y 1000 mg / kg de peso corporal. El periodo de observacion
sera por 2 meses ya que es el tiempo que durara el experimento principal.

Procedimiento. Los animales estaran en ayunas desde una noche antes de la administracion.
Tras el periodo de ayuno, los animales se pesaran y se administrara el microencapsulado por
alimentacién forzada mediante una canula de intubacién adecuada. Después de la
administracion, las observaciones se realizaran y se registraran sistematicamente en fichas
individuales de cada animal . Observaciones clinicas: Un examen clinico cuidadoso se hard una
vez al dia. Las observaciones incluiran cambios en la piel y el pelo, los ojos y las membranas
mucosas, del aparato respiratorio, circulatorio, sistema nervioso autonomo y central, la
actividad somato-motriz y el comportamiento. Temblores, tremor, convulsiones, salivacion,
diarrea, letargo, suefio y coma. Si asi es el caso, el momento de la muerte debe registrarse con
la mayor precision posible. El peso de cada animal debe determinarse semanalmente antes de
administrar la sustancia de ensayo. Los cambios en el peso se calcularan y registraran cuando
la supervivencia del animal supere un dia. Al final de la prueba los animales supervivientes se
pesaran y se sacrificardn humanitariamente a continuacién. Patologia: El examen microscopico
de los 6rganos que presenten huellas de patologia macroscopica en los animales que sobreviven
24 o mas horas también deben ser considerados, ya que puede proporcionar informacion Gtil.
Datos y reportes: Los datos se resumiran en un cuadro que indique. para cada lote, el nimero
de animales al comienzo del ensayo. el momento de la muerte de cada animal en los diferentes
niveles de dosis , el nimero de animales que presenten otros sintomas de toxicidad, la
descripcion de los efectos toxicos y los resultados de la necropsia. Los animales que se
sacrifiquen humanitariamente debido a la angustia relacionada con el compuesto y el dolor se
registran como muertes relacionados con el compuesto. La DL30Q se determinara por el método
de Bliss, y el de Litchfield y Wilcoxon.

Posteriormente se obtendran 56 ratas Wistar macho de 8 semanas de edad y de entre 180 y
200 g de masa corporal obtenidos del Bioterio del ICSa, UAEH. Una vez adquiridos los
murinos, se mantendran a temperatura y ciclos de luz controlados. Se alimentaran durante todo
el estudio con producto comercial no purificado Harlan Teklad® 18% proteina (Madison, W1,
USA). 16 animales seran hidratados con agua ad /ibitwn durante todo el estudio, 40 de éstos
seran hidratados con agua con sacarosa al 30% para induccion de SM. A las 20 semanas de
sometimiento a dicha induccidn se comprobara el estado patologico de SM de las 40 ratas por
medio de toma de presion arterial sistémica por electroesfingomandmetro, medicion de glucosa
sanguinea (Accu-trend® de Roche) Medicién de Colesterol HDL y LDL (Kit enzimatico),
Triglicéridos (Kit enzimatico) y masa corporal (balanza ADAM compact balance AQT-250,
USA). De ser positivo el estado patologico de SM, estas mediciones fungiran como tiempo
cero del estudio y a partir del mismo se formaran 7 grupos de 8 roedores cada uno denominados
[Control (C), Control con microencapsulado (CC), SM sin microencapsulado (SM), SM con
microencapsulado sin granada (SMM-G) y SM con microencapsulado con granada a tres
diferentes dosis [SMMG1 (10 mg/kg peso), SMMG2 (100 mg'kg peso) v SMMG3 (1000
mg'kg peso)] Importante recalcar que las dosis estan sujetas a cambios de acuerdo a los
resultados de la DLs previa. También se tomard en cuenta para establecer las dosis de
microencapsulado de los Gltimos tres grupos el conteo de polifenoles que se realizara por el
método de Folin-Ciocalteu, donde se fundamenta en su caracter reductor. Se utiliza como
reactivo una mezcla de acidos fosfowolframico v fosfomolibdico en medio basico, que se
reducen al oxidar los compuestos fendlicos, originando oxidos azules de wolframio (W:O2:) v
molibdeno (Mo;0,;). La absorbancia del color azul desarrollado se medira a 765 nm con la
ayuda del espectrofotometro e indica la cantidad total de polifenoles expresado como
equivalentes de acido gilico (EAG) o equivalentes de catequina y con ello determinar la dosis
que contengan (~0.73 mg equivalentes de acido gélico). Se realizaran las mediciones ya
descritas cada 7 dias durante un periodo de 8 semanas resultando asi un tiempo total de 28
semanas.

Para la determinacion bioquimica de Triglicéridos, Colesterol LDL, HDL y glucosa, se
extraeran muestras de sangre (150 pL) por corte de cola y se analizara por medio de kit
enzimatico. Se realizara cada 7 dias durante 8 semanas emulando el estudio de Carvajal-
Sandoval., Guadalupe- Bafios., El Hafidi, M.. Pérez, 1., Zamora, I., Virgilia-Soto, G. Glycine
intake decreases plasma free fatty adipose cell size, and blood pressure in sucrose-fed rats. Am
J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2004.

Para los signos vitales se describe un equipo que permite obtener parametros fisiologicos en
ratas, por medio de métodos incruentos y minimizando las molestias al espécimen, aquéllos
son: Electrocardiograma (ECG). presion sistolica (PS) y presion diastdlica (PD). El sistema se
adapta a una caja especial de acrilico a la que se le afiadio una base plana (de acrilico) que
contiene cuatro electrodos separados para obtenmer el electrocardiograma monopolar o
diferencial, de donde se extrae la frecuencia cardiaca. Mediante una camara inflable que abraza
1a cola, se mide la presion arterial v se obtienen las oscilaciones del pulso sanguineo.




Para medir la expresion del gen PON1 al final del experimento se sacrificard a los animales
por camara de eutanasia, se extraera el higado de cada uno empleando un estuche de diseccidn,
una vez extraido éste se almacenara a -70°C para la posterior extraccion del RNA total.
Aislamiento de ARN total. El ARN total sera obtenido por la técnica de TRIzol®, en la cual 0.1
g de muestra de higado se homogeneizara en 1 mL de TRIzol® (Iavitrogen). Para la separacién
de las fases, se adicionard 0.2 mL de cloroformo (J.T. Baker, México) se agitard y se
centrifugara (Microcentrifuga Hettich Zentrifugen, MIKRO 22 R) por 13 min a 10300 rpm de
2 a 8°C. Para la precipitacion del ARN se utilizard 0.5 mL de alcohol isopropilico (Sigma
Aldrich, USA) se agitara, se incubara durante 10 min a temperatura ambiente y se centrifugara
por 10 min a 10500 rpm de 2 a 8°C. Posteriormente se realizara un lavado del ARN con 1 mL
de Etanol al 75% en H,0 DEPC libre de RINAsa (USB corporation, Cleveland, OH, USA), se
mezclara y se centrifugarpa por 5 min a 8000 rpm de 2 a 8°C. Por Gltimo se disolvera el ARN
en 30 uL de agua DEPC libre de RNAsa. Disefio de oligonuclettidos para PCR: Se disefiaron
oligonucledtidos especificos (Tabla 1) para el gen de la PON1 utilizando el programa
DNAMAN? Version 3.0, con base en la secuencia nucleotidica del ARNm de 1a PONI de rata
(Ratus norvegicus) obtenido de la base de datos de GeneBank®.

Asi mismo se utilizd como gen de referencia Gliceraldehido 3P-deshidrogenasa (GAPDH)
cuyos oligonucledtidos fueron amablemente proporcionados por Dr. Juan Carlos Cancino Diaz

(Instituto Politécnico Nacional).
Tabla 1. Secuencias de oligonucledtidos utilizados en 1a PCR.
Simbole del Secuencia R Producto esperado
gen ra (°C)
ﬁO{vl- §-GCAGCTATATCGTTGTAGCTAG- 55.0 335pb
SVEerse 3
:_’o.w- §-GGACTAACTTTCTTTAGCACTG- 550 335pb
orward 3
GAPDH-
Reverse §'-GGTCATCCATGACAACTTTGG-3' 55.0 350 pb
GAFPDH- 5.
Forward GTCATACCAGGAAATGAGCTTGAC 55.0 350 pb
-3

Perfil de expresion por RT-PCR: Una vez obtenido el ARN total. se realizara una reaccion
de transcriptasa reversa (RT) con un volumen final de 20 pL utilizando como reactivos: 1 pL
muestra de ARN total. 1 pL Oligo dT (Invitrogen), 1 uL dNTP 10 mM (Invitrogen), 10 pL
H;O estéril. Se incubd a 65°C por 5 min en un termociclador (TECHNE, TC-312, UK
Barloworld Scientific Ltd.). Al finalizar el ciclo, se pasara la reaccion inmediatamente a hielo
para provocar un choque térmico. Posteriormente se agregara 4 pl. de Regulador 3x First Strand
(Invitrogen) y 2 pL de DTT 0.1M (Invitrogen. Canada). Se incubard 2 min a temperatura
ambiente y se agregara 1 uL de la enzima Transcriptasa Reversa MMLV-RT (Invitrogen), antes
de incubar la reaccion por 50 min a 37°C seguido de 13 min a 70°C. Una vez que obtenido el
ADNGe se realizara una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en un volumen total de 50
pL utilizando los siguientes reactivos: 5 pL de Regulador 10x PCR (Invitrogen Brasil), 1.5 pL
de MgCl: 50mM (invitrogen, Brasil), 1 pL de dNTP 10 mM (invitrogen)., 1 pL de
Oligonucledtido 1 y 1 uL de Oligonucledtido 2, 39 uL de H2O estéril y 0.5 pL de Tag ADN
polimerasa (Invitrogen). Posteriormente se procederd a incubar el tubo de reaccién en el
termociclador 33 ciclos de 1 min 94°C, 1 min 53°C, 1 min 72°C, con desnaturalizacion inicial
de 5 min 94°C y extension final de 5 min 72°C. Los productos de 1la PCR seran sometidos a
electroforesis en geles de agarosa al 2% utilizando como regulador TAEIx (AMRESCO®,
Ohio, USA) y como marcador de fluorescencia Bromuro de Etidio (BrEt). Las muestras
cofreran en una camara para electroforesis (Thermo EC Minicell® EC320) a 85 V. Se realizara
1a fotodocumentacion de los geles utilizando una cdmara de rayos UV (EpiChemi*Darkroom,
UVP Biollmaging Sistems). Finalmente se analizd la intensidad de las bandas con software
LabWorks® para conocer los niveles de expresion mediante conteo de pixeles.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos seran sometidos a estadistica descriptiva con medidas de tendencia central,
los mismos se expresaran como la media [con sus respectivas desviaciones estandar (DE)] de
cada una de las variables. La diferencia entre las medias para cada variable sera estimada por
un analisis de varianza (ANOVA) de una via, y para evaluar diferencias entre las medias se
aplicard una prueba de comparacion de medias por Tukey-b, teniendo como variable
dependiente el factor de tratamiento, y como variables independientes la presion arterial,
glucosa, colesterol HDL, colesterol LDL. triglicéridos, masa corporal. expresion de la PON1 y
grasa abdominal por tiempo transcurrido. El analisis estadistico sera realizado con el software
computacional SPSS® (Stadistical Package for Social Studies) Ver. 18.0 para Windows, conun
nivel de significancia de P<0.03.




Factibilidad v aspectos éticos

El presente estudio se elaborara en cumplimiento con lo estipulado en los articulos 121- 126
del titulo séptimo (de la investigacion que incluya a la utilizacion de animales de
experimentacion) del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para
la Salud y en apego a la normativa ética del bioterio de 1la UAEH.

Recursos humanos, fisicos y financieros

El presente estudio sera realizado por el maestrante con la colaboracion de LN. José Moran
Leon y el Dr. Gabriel Betanzos Cabrera, director de proyecto. Se llevara a cabo en las
instalaciones del ICSa y financiado con fondos del director de tesis y propios.

Meétodo estadistico u otro empleado para el calculo del nimero de animales que utilizara:

Numero de animales

Muestreo por conveniencia, se propone utilizar 8 animales partiendo de la premisa de que 5 animales minimo
por grupo suponen datos son suficientes para producir una curva de respuesta a la dosis v, en lo posible, permitir
una determinacién valida.

Obtencion de muestras

CLINICA SI | NO Frecuencia en que necesitara los NUTRICION

datos
Signos Vitales X Una vez semanal durante 8 semanas Dieta Estandar
Peso > % Diario en la DLso, Casual en periodo Horario

de induccién de SM y una vez semanal

durante 8 semanas a iniciar la

suplementacién con microencapsulado
Consumo de Agua X cantidad | Ad libitum
Consumo Alimento X Observaciones:
Jaula Metabdlica X
Resumen Clinico X
conductual
Condiciones ambientales Frecuencia en que necesitara los

datos
Temperatura 20+/-2°C
Humedad Relativa 45
Cambios de Aire 18-20 veces por hora
Tluminacién 12 horas luz por 12 horas oscuridad
Observaciones:
PROCEDIMIENTO QUE UTILIZARA
PROCEDIMIENTO SI | NO | Frecuencia Observaciones
Inmunizacién X
Administracion de X Diariamente, durante 2 meses La inoculacion consistira
medicamentos de un extracto natural de

granada
Inoculaciéon de agentes
biolégicos
Sustancias peligrosas X
(xenobiético)
Cirugia X
X
X

Obtencién de tejidos

Seleccion del Punto Final | X Criterios para su definicién:




Los animales que muestren signos graves y duraderos de angustia o
dolor deberan ser sacrificados de forma humanitaria.

Eutanasia X Meétodo:
Camara de eutanasia para el ensayo previo y el estudio principal.
|
FECHA | RESULTADO | SI | NO | OBSERVACIONES
Aprobado X Si se aprueba el protocolo, sin embargo. se debe incluir la
informacién que falta en procedimientos experimentales.
Negado
INVESTIGADOR PRESIDENTE DEL CIECUAL | DIRECTOR BIOTERIO

Dr. Gabriel Betanzos Cabrera

Dra. Minarda De la O Arciniega Quim. Alvaro Cerén Beltran




9.3 Documentos de gestion de poblacion




9.4 Respuesta del Comité de investigacién del ICSa de la UAEH




9.5 Carta de consentimiento informado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

INSTITUTO DE CIENCIAS DE LA SALUD
AREA ACADEMICA DE MEDICINA
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS Y DE LA SALUD
Proyecto: Evaluacion de la suplementacion de un microencapsulado de jugo de
granada (Punica granatum L.) en pacientes con sindrome metabdlico.

Consentimiento Informado para participar en estudios de investigacion clinica

Titulo:
Evaluacion de la suplementacion de un microencapsulado de granada
roja (Punica grantum L.) en pacientes con sindrome metabdlico.

Responsable técnico:
L.N. José Moran Leon

Sede:
Laboratorio de Nutrigenémica del Instituto de Ciencias de la Salud de la
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.

El presente proyecto tiene por objetivo evaluar los beneficios a la salud de un producto biotecnolégico
desarrollado por nuestro grupo de investigacion a base de jugo de granada en 200 pacientes con
sindrome metabdlico; para lo cual se tomaran medidas de peso, talla, circunferencia de cintura y 10
mL de muestra sanguinea. Se haran 8 tomas quincenales, en el caso de la bioquimica sanguinea se
extraeran 10 mL de sangre total, asimismo, se suplementara diariamente un microencapsulado de
granada roja (polvo color rosado) disuelto en agua durante 120 dias.

De ser positiva su participacién y contar con la aprobacion y consentimiento del padre o tutor, de forma
personal y confidencial se le entregara resultados de niveles de glucosa, colesterol total, presion
arterial y diagnostico nutricional de forma totalmente gratuita, los resultados de este estudio seran
manipulados de manera ética y con fines de difusion y divulgacion cientifica.

Yo he leido detenida y detalladamente la informacion de este documento, mis dudas han sido
respondidas de una manera clara y adecuada; por lo cual acepto las responsabilidades y obligaciones
que implica ser parte de este proyecto.

Nombre y firma del Firma de Autorizacion del Nombre y firma y del testigo | Responsable técnico
participante Padre o Tutor del participante
Fecha: / /2014 Folio de identificacion:
Responsable Técnico: L.N. José Moran Leon Celular: (+52 1) 771 163 4062 Correo: josmorloe@hotmail.com

Laborstorio de Nutrigenomica, 4ta etapa, ICSa, UAEH, Cameters Actopan-Tilcuautla, Ex Hacienda La Concepcion, San
Agustin Tlaxiaca, Hidalgo. C.P: 42086 1/1
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