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RESUMEN

Introduccion: los polifenoles de los frutos rojos pueden reducir los niveles de
glucosa en sangre al inhibir la digestién de carbohidratos, la absorcién de glucosay
aumentar la sensibilidad y secrecion de insulina La fresa es una fuente de
polifenoles, especialmente antocianinas, que pudieran desencadenar propiedades
hipoglucémicas en estudios en modelos animales. Objetivo: evaluar el efecto sobre
la glucemia postprandial de diferentes dosis de un extracto de fresa rico en
polifenoles (EFRP) cuando se administra antes de una carga oral de glucosa en un
modelo murino de obesidad inducida. Métodos: Un total de 108 ratones macho de
la cepa C57BL/6N fueron utilizados en dos estudios in vivo, la distribucion consistio
en seis grupos por estudio. Tres grupos por estudio (n = 24 o 30), fueron
alimentados con dieta alta en grasa (AG), y otros tres (n = 24 o 30) con dieta baja
en grasa (BG) durante 11 semanas. Después del periodo de alimentacion con las
dietas especiales, los ratones fueron sometidos a seis horas de ayuno, seguido de
prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG). Las muestras de sangre fueron
obtenidas antes (0 min) y 15, 30, 60, 90, 120 min después de la administracién del
EFRP (estudio 1: 0,6 y 12 mg y, estudio 2: 0, 18 y 24 mqg) y la carga de glucosa (60
mg). El plasma obtenido, por puncion cardiaca, después de los 120 min de la
administracion del EFRP se analiz6 por HPLC/MS-MS para identificar y cuantificar
los metabolitos de polifenoles presentes. Los datos se presentan como medias +
error estdndar o medianas y rango intercuartil. Los datos fueron analizados por
ANOVA de dos vias con medidas repetidas. El &rea bajo la curva se calculd
mediante la regla trapezoidal y se analiz6 mediante ANOVA de una via sin medidas
repetidas. Resultados: El aumento de peso fue mayor en los grupos AG en
comparaciéon con los grupos BG (P<0.001). La administracion del EFRP antes de la
carga de glucosa no mostrd efectos significativos sobre el aumento de la
concentracion de glucosa en sangre en los grupos BG de ambos estudios tras la
PTOG. No obstante, la administracion de 18 y 24 mg de EFRP mostr6 una
disminucion significativa en la glucosa postprandial en el grupo AG, 30 min después

de la administracion de glucosa y hasta 120 min (P < 0.05). Este resultado se reflejo

XVI



en una disminucién en los IAUC de 0-60, 0-90 y 0-120 min (P < 0.05). La
concentracion maxima de glucosa postprandial se redujo mediante el tratamiento
de 18 mg y 24 mg en comparacion con 0 mg en ratones del grupo AG (P < 0.05).
Se encontraron biodisponibles metabolitos fendlicos como el acido p-cumaérico,
isorhamnetina-3-O-glucodsido y &cido ferdlico. Este ultimo aumenté de manera
significativa con relacion a la dosis de EFRP administrada (P < 0.05) Conclusion:
la administracion de 18 y 24 mg de EFRP en ratones de los grupos AG, redujo la
concentracion maxima de glucosa posprandial y aumenté la concentracion de

metabolitos de polifenoles en plasma.
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INTRODUCCION

Los polifenoles o compuestos polifendlicos son un grupo de sustancias bioactivas
ampliamente distribuidos en alimentos de origen vegetal, siendo las frutas,
verduras, nueces, legumbres, cereales y bebidas derivadas de vegetales los
mayores aportadores de polifenoles en la dieta (Zamora-Ros et al., 2018). Los
polifenoles tienen en comun la presencia de uno o mas anillos fendlicos (anillo
aromatico) en su estructura principal, son producidos primordialmente como
glucésidos o forma conjugada con uno o mas residuos de azlcares unidos a grupos
hidroxilos o directamente a los atomos de carbono del anillo aromético. Los
polifenoles pueden también encontrarse libres, o sin azucares adheridos a su
estructura principal, y son denominados agliconas (Bravo, 1998). De acuerdo con
su estructura quimica los polifenoles se dividen en cuatro clases principales:
flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y lignanos. Los flavonoides comparten
una estructura general que consiste en dos anillos fendlicos unidos por tres atomos
de carbono que forman un heterociclo oxigenado (CeC3C6), nombrados anillos A, B
y C, respectivamente (Manach et al., 2004). Los flavonoides se dividen en
diferentes subclases en funcién del grado de hidroxilacion, metoxilacion, prenilacion
o glicosilaciéon (Gonzalez et al., 2014) y son clasificados en 7 subclases:
antocianinas, chalconas, flavononas, flavanoles, flavonoles, flavonas e isoflavonas
(Rzepecka-Stojko et al., 2015). Hoy se sabe que los polifenoles poseen efectos
protectores hacia el desarrollo de varias enfermedades cronicas y se ha demostrado
gue el consumo de polifenoles impacta en la reduccion de la incidencia de algunos
tipos de cancer (Fink et al., 2007), enfermedad cardiovascular (Hooper et al., 2008,
Cassidy et al., 2013), deterioro de la funcién cognitiva (Bastianetto et al., 2015) y
diabetes tipo 2 (DT2) (Kim et al., 2016, Jennings et al., 2014, Zamora-Ros et al.,
2013b). En particular, los flavonoides se han vinculado estrechamente con efectos
beneficiosos en muchos estudios clinicos, in vivo e in vitro (Vauzour et al., 2010).
Los flavonoides han demostrado tener efectos sobre la salud cardiovascular
disminuyendo la formacion de lesiones ateroscleréticas (Medina-Remon et al.,

2017), inhibiendo la agregacién plaquetaria (Krga et al., 2018), mejorando la funcién



endotelial y la presion arterial (Medina-Remon et al., 2015), y mejorando los niveles
de glucosa en ayuno y/o postprandial (Castro-Acosta et al., 2016b, Castro-Acosta
et al., 2017, Torronen et al., 2012). Dentro de las subclases de flavonoides, las
antocianinas; malvidina, petunidina, delfinidina, peonidina, pelargonidina y cianidina
y sus respectivas formas glucosiladas (McGhie and Walton, 2007), se han vinculado
principalmente con propiedades hipoglucemiantes e hipoinsulinémicas (Belwal et
al., 2017). Las antocianinas son compuestos solubles en agua y responsables de
los colores brillantes y fuertes asociados con ciertas frutas y verduras como uvas,
fresas, cerezas, berenjena y cebolla roja (Manach et al., 2004). Sin embargo, las
frutos rojos son los principales aportadores de antocianinas en la dieta (De Pascual-
Teresa & Sanchez-Ballesta), siendo la fresa uno de los principales frutos rojos
consumidos con concentracion elevada de polifenoles, principalmente antocianinas
entre las que sobresale la pelargonidina-3-glucésido (Fredericks et al., 2013).
Posee las caracteristicas de ser mas estables y tener una taza de absorcién in vivo

mas elevada que otros polifenoles de la fresa (Prior et al., 2009).

Actualmente existen estudios epidemiolégicos que demuestran una asociacion
inversa entre un mayor consumo de alimentos con contenido elevado de polifenoles
y el riesgo de desarrollar DT2 (Ding et al., 2015, Knekt et al., 2002, Grosso et al.,
2017, Zamora-Ros et al., 2013b). Un metaanalisis llevado a cabo por Guo et al.
(2016) concluy6 que el consumo de frutos rojos disminuia el riesgo de desarrollar
DT2 en un 18 %, mientras que las antocianinas promovian un decremento del 15 %
de nuevos casos de DT2. Estudios clinicos han comprobado el efecto de los frutos
rojos sobre la modulacién de la respuesta glicémica, insulinemia y secrecion de
incretinas en humanos (Castro-Acosta et al., 2016b, Torronen etal., 2012). Estudios
en modelos murinos (cepa C57BL/6), con obesidad inducida con dieta, demuestran
los efectos moduladores de las antocianinas sobre las repuestas glucémicas e
insulinémicas (Chuang et al., 2012, Farrell et al., 2015, Li et al., 2012, Prior et al.,
2009, Tsuda et al., 2003, Wu et al., 2013, Wu et al., 2017). Por otro lado, estudios
in vitro han evidenciado que las antocianinas pueden ejercer efectos en diferentes
tejidos o moléculas involucrados en la homeostasis de la glucosa, se han

demostrado efectos hipoglucemiantes e hipoinsulinémicos de las antocianinas al
2



actuar, en el intestino delgado, sobre la inhibicion del transportador de glucosa
acoplado a sodio (SGLT1) (Manzano & Williamson, 2010, Schulze et al., 2014) y de
enzimas digestivas como la a-glucosidasa y a-amilasa (Akkarachiyasit et al., 2011).
Otros efectos, que se han atribuido a las antocianinas son la estimulacién de la
secrecion de insulina a través del ‘efecto incretina’ (Castro-Acosta et al., 2016a), la
proteccion de las células B del pancreas (Hong et al., 2013, Lee et al., 2015) y, un

efecto similar a la insulina (Scazzocchio et al., 2011).

Los estudios de los compuestos polifendlicos aportan evidencia cientifica para su
utilizacion en la prevencién y el tratamiento de enfermedades caracterizadas por
concentraciones altas de glucosa e insulina en sangre (hiperglucemia e
hiperinsulinemia, respectivamente) y los compuestos polifendlicos presentes en la
fresa han mostrado efectos positivos prometedores en la prevencion y tratamiento

de la diabetes tipo 2.



ANTECEDENTES

Polifenoles

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por el estudio de compuestos
naturales para los tratamientos de numerosas patologias asociadas con el estrés
oxidativo, tales como la diabetes tipo 2. Los polifenoles o compuestos polifendlicos
son un grupo de compuestos bioactivos, no nutricionales y no energéticas, con
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, y anticancerigenas encontrados en las
plantas y productos de plantas (Li et al., 2014). Estos compuestos no sintetizados
en animales ni en humanos, son encontrados principalmente en alimentos como el
té, café, vino, frutas, verduras, cereales integrales, cacao y bebidas derivadas de
vegetales en la dieta humana (Zamora-Ros et al., 2014). Estos compuestos son
producidos en parte, como respuestas protectoras contra agentes bidticos y
abioticos como patégenos y radiacion ultravioleta, respectivamente. En alimentos
se han identificado mas de 500 polifenoles que difieren en sus anillos arométicos,
estado de oxidacion y grupos funcionales (Tangney & Rasmussen, 2013). Cuatro
clases de polifenoles comprenden la mayoria de los polifenoles en los alimentos:
acidos fendlicos, flavonoides, lignanos y estilbenos (McGhie and Walton, 2007,
Tangney and Rasmussen, 2013, Zamora-Ros et al., 2018). Los polifenoles en los
alimentos son encontrados comunmente como complejos o0 conjugados con
azlcares (glucosidos) y acidos organicos. Flavonoides, lignanos y estilbenos a
menudo son encontrados como complejos glucosados, mientras que los acidos
fendlicos se encuentran esterificados con otros polifenoles, o libres (agliconas), sin

azucares o polifenoles adheridos (Perez-Jimenez et al., 2010, Vitale et al., 2018).
Antocianinas

Los flavonoides dietarios representan una amplia diversidad de compuestos
polifendlicos que ocurren naturalmente en los alimentos de origen vegetal. Su
complejidad estructural ha obligado a subclasificarlos en siete grupos diferentes:
flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles, antocianinas, isoflavonas, y chalconas

(Cassidy, 2018, Rzepecka-Stojko et al., 2015). La estructura quimica de los
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flavonoides se caracteriza por tener el sistema de anillo difenolpropan con un
esqueleto benzo-y-pirona (Figura 1) (Rzepecka-Stojko et al.,, 2015), estan
presentes en cantidades significativas en muchos alimentos de origen vegetal

comunmente consumidos como frutas, verduras y bebidas.

Las antocianinas son responsables de los tonos rojo, parpura y azul en las flores y
frutas de las plantas (Cassidy, 2018, McGhie & Walton, 2007), poseen la
caracteristica de ser solubles en agua y a menudo son mas consumidas que otros
flavonoides. La funcion principal de las antocianas no se limita a la coloracion de
los frutos, sus efectos antioxidantes se han relacionado con la supervivencia de las
plantas, principalmente en ambientes de gran altitud con mayor alcance de luz
ultravioleta (Belwal et al., 2017, Cassidy, 2018). Quimicamente las antocianinas
son moléculas glucosiladas, polihidroxiladas, polimetiladas basadas en el promotor
2-fenilbenzopirilio, constituido por dos anillos benzeno (A y B) y un anillo
heterociclico (C) (Figura 2) (McGhie & Walton, 2007). Las unidades de agliconas
de antocianinas, cominmente denominados antocianidinas, presentes en plantas y
alimentos de origen vegetal como formas no glicosiladas son la pelargonidina,
cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina (Figura 3) (Belwal et al.,
2017). Las diferencias estructurales de las antocianinas se deben a las variaciones
en el nimero y posicionamiento de grupos hidroxilos (-OH) y metilos (CH) y al tipo
(glucosa, galactosa, ramnosa, arabinosa, y xilosa) y posicionamiento de las

moléculas de azucares que se conjugan con la aglicona (McGhie & Walton, 2007 ).

Los frutos rojos (fresa, arandano, cereza, frambuesa, mora, etc.) son la principal
fuente de antocianinas, sin embargo, muchos otros frutos como la uva, aceituna
negra y cebolla roja también contienen niveles altos de antocianinas (Perez-
Jimenez et al., 2010). Las antocianinas se encuentran predominantemente en el
exocarpio (cascara) de las frutas, con excepcion de los frutos rojos, las cuales estan
presentes tanto en el exocarpio como en el endocarpio (pulpa) (Manach et al.,
2004).



Figura 1. Estructura quimica general de los flavonoides.

Figura 2. Estructura base de las antocianinas.
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Figura 3. Principales antocianidinas presentes en plantas y alimentos.
Fuente: Perez-Jimenez et al. (2010).



Los frutos rojos son la principal fuente de antocianinas en la dieta humana, siendo
los saucos, aronia, grosella negra y ardndanos los mayores aportadores de
antocianinas con un contenido estimado que varia de 160 - 1300 mg/100 g de peso
fresco (Tabla 1). Aunque el contenido total de antocianinas en los alimentos oscila
entre 0.7 a 1480 mg/100 g tanto en frutas como verduras, por lo que la ingesta
dietaria de antocianinas se limita al consumo de una serie relativamente limitada de
alimentos (Wu et al.,, 2006). Entre los alimentos con contenido elevado de
antocianinas, la fresa es uno de los de mayor consumo, aportando principalmente
la aglicona pelargonidina, la cual posee la caracteristica de ser mas estable y tener
una tasa de absorcion in vivo, méas elevada que otros polifenoles de la fresa (Wu et
al., 2004).

Ingesta dietaria

En la actualidad se han demostrado los efectos benéficos de los polifenoles sobre
la salud en humanos, sin embargo, los resultados han sido inconsistentes y
dependientes de la cantidad consumida de alimentos, fuentes de polifenoles y su
biodisponibilidad (Zamora-Ros et al., 2013c). Dado que los polifenoles en alimentos
constan de mas de 500 compuestos diferentes, su biodisponibilidad y propiedades
biolégicas varian en gran medida por su estructura quimica, por lo que resulta
relevante tomar en consideraciéon la heterogeneidad de la ingesta de polifenoles
individuales cuando se investiga su asociacion con efectos en la salud (Manach et
al., 2004). La ingesta promedio de polifenoles sigue siendo un reto complicado,
dado que en la actualidad la ingesta de polifenoles se evalla a través de datos
arrojados por cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos (CFCA), diarios
de alimentacion y recordatorios de 24 horas, y dichos métodos pueden sobreestimar
o subestimar la ingesta de polifenoles. EI CFCA no es especifico para alimentos
individuales, sino que agrupa alimentos con contenido diferente de polifenoles, €j.
frutas, verduras, cereales y tubérculos, productos de maiz y bebidas (Castro-Acosta
etal., 2016a)



Tabla 1. Alimentos con mayor contenido de antocianinas.

Alimento

Antocianina predominante

Antocianinas
(mg/100 g PF1)

Baya del salco negra

(Sambucus nigra)

Aronia

(Aronia prunifolia)
Grosella negra
(Ribes nigrum)
Arandano Lowbush

(Vaccinium stenophyllum)

Zarzamora

(Rubus ulmifolius)

Cereza dulce

(Prunus avium)

Arandano

(Vaccinium erythrocarpum)

Aceituna negra

(Olea europaea 'Koroneiki')

Uva negra aestivalis
(Vitis aestivalis)
Fresa

(Fragaria x ananassa)

Frambuesa roja

(Rubus idaeus)

Cianidina 3-O-glucosido

Cianidina 3-O-galactésido

Delfinidina 3-O-rutindsido

Malvidina 3-O-glucdsido

Cianidina 3-O-glucésido

Cianidina 3-O-rutinésido

Delfinidina-3-O-galactésido

Cianidina 3-O-rutinésido

Cianidina 3-O-glucésido

Pelargonidina-3-O-glucdsido

Cianidina 3-O-soforésido

1316.6

878.1

592.2

187.2

172.6

171.4

134.9

83.0

75.8

73.0

72.5

1 Peso fresco; Fuente: Perez-Jimenez et al. (2010)



El diario de alimentos proporciona una representacion mas precisa de la ingesta,
pero refleja estimaciones a corto plazo en lugar de patrones de consumo habitual,
lo que conduce a errores en la estimacion debidos la disponibilidad de frutos en
ciertas temporadas, como los frutos rojos (Castro-Acosta et al., 2016a). Los
resultados obtenidos a partir del CFCA son analizados con bases de datos que
permiten estimar el consumo de flavonoides, como la del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés) (Bhagwat et al.,
2013); o el consumo de polifenoles totales (flavonoides, acidos fendlicos, lignanos
y estilbenos) como la Phenol-Explorer (Rothwell et al., 2013). La base de datos de
la USDA expresa el contenido de flavonoides como equivalentes de agliconas,
mientras que Phenol-Explorer expresa el contenido de polifenoles como agliconas,
glucésidos o ésteres dependiendo de su presencia en la naturaleza (mg/100 g peso
fresco), el contenido total de polifenoles se calcula como la sumatoria de los
componentes individuales analizados por cromatografia sin hidrélisis y también
incluye factores de retencion para calcular cambios en el contenido debido a
procesos culinarios (Rothwell et al., 2013). El uso de diferentes bases de datos para
la estimacion de la ingesta de polifenoles representa también una potencial fuente
de error, y limita el andlisis a los alimentos contenidos en ellas, dejando fuera a
alimentos que podrian ser fuentes importantes de polifenoles, pero cuyo contenido

no esta aun caracterizado (Witkowska et al., 2015).

Hasta ahora, la ingesta total o por clases individuales (parcial) de polifenoles han
sido estimadas en algunos estudios descriptivos (Tabla 2), demostrando una gran
variabilidad en los resultados debido a las diferentes clases de polifenoles incluidas
(estimacion de ingesta parcial o total), bases de datos, metodologias aplicadas para
la evaluacion dietaria (Zamora-Ros et al., 2013b) y por las diferencias intrinsecas
de la dieta en cada poblacién. La estimacion del consumo de polifenoles ha
permitido identificar cuales grupos de alimento proporcionan ciertas clases o
subclases de polifenoles, por ejemplo, Chun et al. (2010), en su estudio en Estados
Unidos, reportd que las frutas y jugos de frutas son fuentes importantes de
flavonoles, flavanonas, antocianidinas e isoflavonas, asi como los vinos los cuales

aportan flavonoles y antocianidinas principalmente. Ilvey et al. (2017) realizaron un
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Tabla 2. Estimacion de la ingesta de polifenoles en diferentes regiones o paises.

Pais y Método de Base de datos Ing.esta de Ingesta de o Principal
. i ., de polifenoles . Principal fuente de
Referencia poblacién evaluacién L flavonoides .
n) dietaria composicion totales (mg/d) subclase polifenoles
de alimentos (mg/d) g totales
USDAs, MED: No-MED: té y
Zamora- MED:1y Phenol- 370.2 frutas
Ros et al., No-MED:2 Rec. 24 h Explorer, UK NA4 ' Flavanonas )
2013 (35628) food standard no-MED: MED: frutas,
373.7 vino, verduras
agency
Wls.nuwaar MED Phenol- MED: 275 MED: 202 . Frutas y
dani et al., no-MED Rec. 24 h Exolorer N6-MED-457 no-MED: Flavonoides chocolate
2018 (2428) P ' 329
Chun et al., EUA Frutas, jugos,
Rec. 24 h DA NA 189.7 FI I
2007 (8809) ec usS 89 avanoles 6
Zamora- Espafia Proantocia- Manzanas
Ros et al., P CHDCs USDA NA 313.3 . . y
2013 (40683) nidinas vino tinto

1 MED: Paises del mediterrdneo, Grecia, Espafia, Italia y Francia; 2 No-MED: Paises no pertenecientes al mediterraneo, Alemania, Paises Bajos,
Reino Unido, Dinamarca, Suecia y Noruega; sUSDA: Departamento de agricultura de los Estados Unidos; sNA: No analizado; sCHDC:
Cuestionario de historia dietética computarizada; sEPIC: Investigacion prospectiva europea sobre cancer y nutricion; 7CFCA: Cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos;.
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Tabla 3. Estimacion de la ingesta de polifenoles en diferentes regiones o paises (continuacion).

B I Principal
Paisy Método de ase de datos ng.esta de Ingesta de o rincipa
. s . de polifenoles . Principal fuente de
Referencia poblaciéon evaluacion o flavonoides .
") dietaria composicion totales (mg/d) subclase polifenoles
de alimentos (mg/d) g totales
Vitale et al., Italia Cuestionari USDA, Phenol- :
2016 (2573) o EPICs Explorer 683.3 358.7 Flavonoides Frutas
Té, manzanas
Cassidy et EUA T
al.. 2011 (87242) CFCA7 USDA NA 358-413 Flavanoles y jugo Qe
naranja
Zamora- México Phenol- Acidos
Ros et al., CFCA ~643 ~215 . Café y frutas
(106446) Explorer fendlicos
2018
Miranda et Brasil Phenol- Acidos Café y frutas
Rec. 24 h 377 NA . :
al., 2016 (1103) ec Explorer fendlicos tropicales
Jun et al., Corea del Rec. 24 h USDA NA 317 Pro.ar.1t0(:|a- Manzan.as y
2015 sur nidinas mandarinas

1 MED: Paises del mediterraneo, Grecia, Espafia, Italia y Francia; 2 No-MED: Paises no pertenecientes al mediterrdneo, Alemania, Paises
Bajos, Reino Unido, Dinamarca, Suecia y Noruega; sUSDA: Departamento de agricultura de los Estados Unidos; aNA: No analizado; sCHDC:
Cuestionario de historia dietética computarizada; éEPIC: Investigacion prospectiva europea sobre cancer y nutricién; 7CFCA: Cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos;.
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estudio analitico retrospectivos y reportaron un consumo promedio de flavonoides
de 379 mg/dia en la poblacion estadounidense. Estos resultados concuerdan con
estudios transversales realizados en Espafia (~400 mg/dia) y en Suecia (~350
mg/dia). Varios estudios han reportado el consumo de polifenoles totales en paises
de la Unidon Europea, Asia, Estados Unidos y Canada y algunos paises de
Latinoamérica. Existe una gran variabilidad en los resultados entre paises inclusos
del mismo continente y, como se menciono anteriormente, uno de los motivos puede
ser la diversidad en la dieta entre poblaciones. Se ha reportado que en promedio
los habitantes de los paises del Mediterraneo consumen alrededor de 805 mg/d,
mientras que en otros paises desarrollados como Polonia y Estados Unidos se ha
estimado un consumo de 1172 mg/d y 801 mg/d, respectivamente. En la actualidad
existen muy pocos estudios que reporten la ingesta de polifenoles en paises de
Latinoamérica (Galvan-Portillo et al., 2007, Hernandez-Ramirez et al., 2009,
Nascimento-Souza et al., 2018, Rossi et al., 2018, Zamora-Ros et al., 2018). En
una cohorte de mujeres mexicanas (Zamora-Ros et al. 2018) se reporto la ingesta
de polifenoles totales y por clases. El consumo de polifenoles totales fue de
alrededor de 700 mg/dia, de los cuales 63.5 % provenian de acidos fendlicos, se
estimo la ingesta de 287 polifenoles individuales y al menos 42 de ellos fueron
consumidos en =21 mg/dia. Las principales fuentes de alimentos de polifenoles
fueron el café (47.4 %) y frutas (~17 %). Mas estudios acerca del consumo de
polifenoles totales son necesarios para identificar los principales aportadores de
polifenoles y para realizar posteriores asociaciones con los estados de salud y
enfermedad. En México se debera considerar establecer niveles 6ptimos de
consumo de polifenoles a través de la dieta en funcion de sus efectos
farmacodinamicos, por lo que la evaluaciébn de la ingesta alimentaria y los
comportamientos de los grupos de subpoblacion también es clave para establecer
politicas nacionales de alimentos y salud para mantener en las mejores condiciones

tanto la salud y la productividad agricola.
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Absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion

La biodisponibilidad de los polifenoles depende de la estructura quimica,
interacciones con otras moléculas polifendlicas, proteinicas y enzimas del huésped
y de factores como el sexo, edad, composicion de la microbiota, asi como de la
concentracion de polifenoles en la fuente alimentaria. Por su variedad estructural,
es importante considerar que la heterogeneidad de los polifenoles puede aportar
diferentes beneficios a la salud los cuales deben ser investigados de manera
individual (Zamora-Ros et al., 2018). Por lo tanto, el entendimiento de su
metabolismo (farmacocinética y farmacodinamia) resulta indispensable para
implementar enfoques preventivos y terapéuticos para las condiciones anormales o
de enfermedad dentro de las cuales pueden estar sujeto los individuos. En este
punto, no solamente es importante conocer la cantidad del compuesto a partir del
alimento administrado por via oral, sino, cuanto de ello o ellos estan presentes y son
asimilados (McGhie y Walton, 2007). Los polifenoles poseen diferencias en su
farmacocinética debido a sus variedades estructurales. Esto cobra relevancia dado
que la farmacocinética es un factor crucial para la biodisponibilidad de polifenoles.
Las propiedades fisicoquimicas, tal como pH, temperatura y textura de la matriz
alimentaria influyen en la digestion de los compuestos polifendlicos (Fernandes et
al., 2014). Generalmente, los polifenoles son absorbidos por los enterocitos en el
intestino delgado, aunque la absorcion y biodisponibilidad difiere en gran medida de
un polifenol a otro (Wang et al., 2019). Los acidos fendlicos y las isoflavonas son
los polifenoles mejor absorbidos alcanzando tasas de absorcion de hasta 60 y 40

%, respectivamente.

La absorcion de antocianinas puede comenzar en el estbmago y aparecer en sangre
casi inmediatamente después de la ingestidon del alimento fuente de antocianinas
(Fernandes et al., 2014). Algunos estudios han demostrado que la biodisponibilidad
de las antocianinas no es tan baja como se creia (< 2 %) (Manach et al., 2004),
utilizando is6topos estables para marcar las antocianinas e identificarlas a partir de
muestras de sangre, orina, aliento y heces fecales, se logré una cuantificacion mas

precisa que provocé un aumento en el resultado de tasas de absorcion, demostrado

14



gue la antocianina cianidina-3-glucosido se absorbia en un 12.4 % (Czank et al.
(2013). Por otro lado, un estudio mostr6 que aproximadamente el 25 % de las dosis
de antocianinas conjugadas con azuUcares eran absorbidas en el estbmago de
ratones después de una administracion in situ (Talavera et al., 2003). Posterior a la
ingestion, las antocianinas son favorecidas por las condiciones acidas del
estdbmago, proporciondndoles estabilidad y permitiendo subsistir en su forma
glucosilada. La presencia de antocianinas glucosiladas en circulacién, dentro de
pocos minutos después de la ingestion de un alimento rico en polifenoles, sugiere
gue, a diferencia de otros flavonoides, las antocianinas pueden absorberse en su
forma intacta en el estomago (Krga & Milenkovic, 2019) . Hasta la fecha se han
propuesto dos mecanismos que incluyen el transportador bilitranslocasa y un
transportador saturable, GLUT1 (Fernandes et al., 2012). Sin embargo, la
propuesta del mecanismo de transporte por GLUT1 esta basado unicamente en
estudios in vitro por lo que su relevancia en la absorcién y metabolismo en humanos

permanece incierta (Krga & Milenkovic, 2019).

El principal sitio de absorcion de antocianinas se encuentra en el intestino delgado.
Similar a otros flavonoides, las antocianinas son sometidas a deglicosilaciéon por la
enzima lactasa florizina hidrolaza (LPH), produciendo agliconas lipofilicas,
caracteristica que les permiten penetrar en los enterocitos por difusiébn pasiva
(Manach et al., 2004). Sucesivamente, la absorcién de las antocianinas en el
intestino involucra los transportadores de glucosa acoplados a sodio (SGLT1) y los
transportadores de glucosa GLUT2 (Lila et al., 2016). Algunas antocianinas, como
la cianidina-3-glucosido y cianidina-3-galactésido son resistentes a la digestion por
la LPH y son transportados por los mecanismos recientemente mencionados.
Dentro de los enterocitos, las antocianinas intactas son sometidas a hidrolisis por la
enzima B-glucosidasa citosolica, o que da lugar a la formacién de sus metabolitos
postabsortivos (de Ferrars et al., 2014). Las agliconas de las antocianinas
interiorizadas en los enterocitos son sometidas a reacciones metabdlicas para
alcanzar la circulacion portal. Estas reacciones metabdlicas comprenden tanto de
la fase | (oxidacién, reduccién e hidrolisis) como de la fase Il (conjugacion) (Jia et

al., 2004). Enlos enterocitos del intestino delgado las antocianinas estan expuestas
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a metilacién, sulfuronidacién y glucuronidacion por las enzimas catecol-O-
metiltransferasa, sulfotransferasa y uridina-5’-difosfo-glucuronosiltransferasa,
respectivamente (McGhie & Walton, 2007). Los metabolitos de la fase Il son
transportados a circulacién portal por la proteina de resistencia a maltiples farmacos
3 (MDR3) o transportadores GLUT2 expresados en la membrana basolateral
(Williamson et al., 2000). Posteriormente, las reacciones de la fase Il son llevadas
a cabo nuevamente en higado si es necesario. Los metabolitos de las antocianinas
(sulfatados, metilados y glucoronidados) son dirigidos a 6rganos y tejidos dianas
donde ejercen sus efectos o para ser eliminados en orina (Krga & Milenkovic, 2019).
Los metabolitos de las antocianinas catalizados por enzimas metabdlicas de
farmacos (DMEs, por sus siglas en inglés) se pueden bombear hacia la luz intestinal
o bilis por transportadores de flujo de salida, como las proteinas asociadas a
multiples farmacos (MRPSs) (Zhang et al., 2015), la proteina de resistencia al cancer
de mama (BCRP) (Bircsak & Aleksunes, 2015) y la P-glucoproteina (P- gp), para
participar en reciclaje enterohepatico, entérico y local (Wang et al., 2019). Los
resultados de estudios de biodisponibilidad de antocianinas en humanos
demuestran que las antocianinas y sus metabolitos de fase Il aparecen rapidamente
en circulacion. Estos logran alcanzar valores en plasma de hasta = 1 milimolar,
aungue habitualmente los valores varian de 1 a 592 nM dentro de 1.5 h y suelen
desaparecen de circulacién hasta 6 h posterior al consumo (Krga & Milenkovic,
2019). Czank et al. (2013) administraron 500 mg de cianidina-3-glucésido marcado
isotopicamente con 13C, a 8 hombres, demostrando que algunos acidos fendlicos
presentaban 13C asi como metabolitos de la fase Il. A diferencia de las antocianinas,
presentes en los alimentos, las cuales alcanzaron una concentracion maxima (Cmax)
de 141 nM en 1.8 h y desaparecieron de circulacién en 6 h; los metabolitos de
antocianinas mostraron un perfil bifasico en suero, alcanzando picos de 0.2 a 2 uM
alas 10 hy fueron detectados como trazas hasta 48 h posterior a la ingestion (Czank
et al.,, 2013). Por lo tanto, este estudio proporciona evidencia del extenso
metabolismo que sufren las antocianinas y la dominancia de metabolitos de

antocianinas producidos por la microbiota en circulacion, los cuales podrian
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contribuir en los efectos benéficos asociados con el consumo de fuentes ricas en

antocianinas (Krga & Milenkovic, 2019).

Las antocianinas que sobreviven a la digestion intestinal y sobrepasan la absorcion
alcanzando las primeras porciones del colon pueden, de manera alternativa,
someterse a degradacion y ser convertidos en acidos fendlicos y aldehidos dentro
del lumen intestinal o en los colonocitos (Lila et al., 2016). La microbiota puede
escindir el anillo C y modificar los restantes Ay B (Tian et al., 2019). Algunos de los
principales productos de la degradacion son el acido galico, acido propiocatecuico,
acido siringico y acido 4-hidroxibenzoico (Fleschhut et al., 2006). Los acidos
fendlicos producidos pueden ser absorbidos a partir del intestino a través de un
mecanismo que involucra a los transportadores de acidos monocarboxilicos. Las

antocianinas que no son absorbidas son eliminadas por las heces.

bolismo d - \a microbiota intestinal

Debido a la pequefa cantidad de antocianinas dietarias absorbidas en el estbmago
o intestino delgado, grandes cantidades de compuestos ingeridos alcanzan el colon.
Estudios In vitro han probado que el metabolismo de las bacterias involucra la
escision de enlaces glucosidicos, rompimiento del anillo heterociclico de las
antocianinas (anillo C), degradacion en derivados de floroglucinol (anillo A) y acidos
benzoicos (anillo B) (Fernandes et al., 2014). Los principales metabolitos formados
por la microbiota intestinal humana de las antocianinas; pelargonidina-3-O-
glucésido, cianidina-3-O-glucdsido, delfinidina-3-O-glucésido, peonidina-3-O-
glucésido, y malvidina-3-O-glucésido, son los acidos fendlicos; 4-hidroxibenzoico,
protocatecuico, galico, vanilico, y siringico, respectivamente (Fernandes et al.,
2014). Ademas, las antocianinas que son transformados en acido protocatecuico
puede ser posteriormente metabolizado a &cido ferulico y &cido hipuarico (Chistiakov
et al., 2015). La formacion de metabolitos de &cidos fenolicos a partir de las
antocianinas es catabolizada por enzimas bacterianas o rompimientos espontaneos

los cuales conducen a la formacion de los mondmeros fendlicos (Chen et al., 2017).
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Polifenoles y salud

La organizacion mundial de la salud (OMS, 2016) logré estimar que alrededor de
1.9 billones de adultos de 18 afios o0 mas padecian sobrepeso, de estos, 650
millones de adultos tenian obesidad. Se sabe que la causa fundamental del
sobrepeso y la obesidad se debe a un desbalance de energia entre las que se
consume y las que se gasta. De manera global, se ha visto que un incremento en
los alimentos densamente energéticos altos en grasa y azUcares, junto con
descenso de la actividad fisica son las principales causas de desarrollo de
sobrepeso y obesidad. Asimismo, se ha demostrado que cambios temprano en la
calidad de la dieta y aumento de la actividad fisica son acciones que ayudan a
mitigar la prevalencia de sobrepeso y obesidad, y sus comorbilidades, como
enfermedades cardiovasculares y diabetes (OMS, 2020). Entre los cambios
asociados a la dieta, el aumento de la ingesta de polifenoles ha demostrado que,
por si mismo, puede prevenir el sobrepeso y obesidad, existen estudios que
demuestran una asociacién inversa entre la ingesta de flavonoides totales y el
exceso de indice de masa corporal (IMC = 25) (Marranzano et al., 2018). Una
estudio de cohorte, realizado en poblacion italiana con diabetes (Vitale et al., 2016)
reveld que los individuos con la enfermedad en curso tenian una ingesta menor de
polifenoles (683.3 + 5.8 mg/dia) comparada con otro estudio (Zamora-Ros et al.,
2016) aplicado en la misma poblacion sin diabetes (~1000 mg/dia). A través de
diferentes estudios se ha demostrado que los polifenoles tienen efectos
hipoglucemiantes e hipoinsulinémicos, actuando en el intestino delgado ya sea
sobre la inhibicion del transportador de glucosa acoplado a sodio, SGLT1 (Manzano
& Williamson, 2010, Schulze et al., 2014) y/o la inhibicion de enzimas digestivas
como la a-glucosidasa y a-amilasa (Akkarachiyasit et al., 2011, Correia-da-Silva et
al., 2014). Otros efectos, no menos importantes, son la estimulacion de la secrecion
de insulina a través del ‘efecto incretina’, y la proteccion de las células 3 por
glucotoxicidad. (Hong et al., 2013, Lee et al., 2015).
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Diabetes

La diabetes es una enfermedad crénica grave que sobreviene cuando el pancreas
no produce suficiente insulina o cuando el organismo no es capaz de utilizarla
eficazmente (OMdI, 2018). La diabetes representa una enorme carga econdémica
para los sistemas de salud del mundo y la economia mundial. La carga de la
diabetes se puede medir en forma de gastos médicos directos, gastos indirectos por
pérdida de trabajo o productividad y muertes prematuras. Se calcula que la diabetes
genera gastos directos anuales a escala mundial por US$ 827,000 millones (Seuring
et al., 2015) y se pronostica que para 2030 las cifras ascenderan a US$ 1.7 billones
(IDF, 2017). En México, la diabetes causa mas de 70,000 muertes y se desarrollan
400,000 mil nuevos casos al aflo. Al igual que otros paises, México enfrenta
problemas diversos que limitan la eficacia de los programas institucionales para la
contencion de la enfermedad entre los cuales destacan por su importancia, la
insuficiencia en el abasto de medicamentos, limitaciones de los servicios de apoyo
psicolégico, nutricional, nula promocion de la actividad fisica, automonitoreo, y
escasa supervision de los servicios para alcanzar la adherencia terapéuticas (DOF,
2010). Para detener el aumento de la frecuencia de obesidad y diabetes tipo 2, es
absolutamente necesario desarrollar; estrategias de prevencion de alcance
poblacional, normas y politicas para mejorar el acceso de alimentos y bebidas
saludables y asequibles, asi como promover la actividad fisica y reducir el
tabaquismo (OMS, 2018).

Epidemiologia

De manera global, el nimero de personas que viven con diabetes cuadruplicaron el
numero entre 1980 y 2014 (Holman et al., 2015). Se calcula que 424.9 millones de
adultos tenian diabetes en 2017, comparado con los 108 millones en 1980,
indicando un ascenso en la prevalencia de diabetes en la poblacién adulta del 4.7%
al 8.8% (OMS, 2018). De acuerdo con un andlisis reciente de los datos procedentes
de siete paises (Imamura et al., 2016), del 24% al 62% de las personas que padecen
diabetes no han sido diagnosticadas ni tratadas. Se ha estimado que entre 2010 y

2030, el namero de adultos con diabetes aumentara un 20% en paises
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desarrollados y un 69% en paises en vias de desarrollo (Imamura et al., 2016).
Alrededor del 79% de los individuos con diabetes viven en paises de ingresos bajos
y medios (IDF, 2017). Si estas tendencias contindan, para el afio 2045, 629 millones
de individuos de 20 a 79 afios padeceran la enfermedad (IDF, 2017). Se estimé
gue en 2010 la diabetes causo 3.92 millones de muertes en adultos de 20 a 79 afios,
lo que se traduce en 6.8% de mortalidad global. Estas cifras aumentaron a 5.0
millones de muertes debidas a la diabetes y a sus complicaciones durante el afio
2015, lo que es equivalente a una muerte cada 6 segundos (IDF, 2017). Los autores
del Global Burden of Disease, Injuries, and Risk Factors Study (2017) estimaron que
un nivel elevado de glucosa en ayuno estuvo en la cuarta posicion entre los factores
de riesgo mas predominantes en el desarrollo de incapacidad, alrededor de 143
millones de personas desarrollaron incapacidad en el afio 2015, y con un aumento
del 22 % del 2005 a ese afio (Collaborators, 2017). En México el 9.4% de los adultos
de 20 afios 0 mas, han recibido el diagnéstico de diabetes por parte de un médico
(ENSANUTMC, 2016). Las cifras han ido en aumento con respecto a cifras
publicadas en 2006 (7.2%) y en 2012 (9.2%) (ENSANUT, 2006 & 2012). En Sinaloa
la prevalencia de diabetes por diagnéstico médico previo en personas mayores a 20
afos fue del 8.2% en 2012 (ENSANUT, 2012) y en 2016, la region norte, donde se

encuentra Sinaloa, la diabetes afectd al 8.7% de los individuos.
Diabetes tipo 2

La diabetes puede ser clasificada en diabetes tipo 1, tipo 2, gestacional o por otras
causas (American Diabetes, 2018). La diabetes tipo 2 (DT2) es la forma mas
frecuente, y representa aproximadamente el 90% del total de los casos con dicha
afeccion (Shah et al., 2015). La hiperglucemia en la DT2 es el resultado de una
produccion inadecuada de insulina y la incapacidad del organismo de responder a
dicha hormona (IDF, 2017). Los sintomas de la DT2 incluyen polidipsia, poliuria,
polifagia, cansancio, lentitud en la curacion de heridas, infecciones recurrentes y
hormigueo o entumecimiento de manos y pies. Sin embargo, los sintomas suelen
desarrollarse de manera lenta por lo que resulta complicado determinar el momento

exacto de la aparicion de la enfermedad (IDF, 2017). La DT2 puede desencadenar
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complicaciones en el organismo y aumentar el riesgo de morir prematuramente.
Algunas de las complicaciones mas severas son el infarto al miocardio, los
accidentes cerebrovasculares, la insuficiencia renal, y la amputacién de miembros
inferiores (OMS, 2018). La DT2 puede ser diagnosticada con base en los valores
de glucosa plasmatica, ya sea por glucosa plasmatica en ayuno, glucosa plasméatica
postprandial, mediante una prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG), que
incluye la administracion de 75 g de glucosa, o evaluando los valores de
hemoglobina glucosilada (A1C). Las causas para desarrollar diabetes tipo 2 tienen,
de manera general, una base genética, epigenética y de factores del estilo de vida,
las cuales interactian unas con otras y operan dentro del mismo ambiente
fisiolégico y sociocultural (Zheng et al., 2018). EIl exceso de grasa corporal, cuya
medicién refleja varios aspectos de la calidad en la alimentacion y de la actividad
fisica, es el factor que se asocia mas estrechamente con el riesgo de desarrollar
DT2. No solo existen pruebas contundentes al respecto, sino que el riesgo relativo
correspondiente es el mas alto (OMS, 2018). La edad avanzada, el origen étnico y
los antecedentes familiares también son factores de riesgo importantes. Algunos
factores de riesgo modificables son el exceso de adiposidad, malnutricién y dieta
inadecuada, inactividad fisica, prediabetes o alteracion de la tolerancia a la glucosa,
tabaquismo y antecedentes de diabetes mellitus gestacional (IDF, 2017). Entre los
factores dietarios, el consumo elevado de bebidas azucaradas se asocia cada vez
mas fuerte con la incidencia de DT2 (Malik et al., 2010). Otros factores, incluyen la
ingesta inadecuada de frutas y verduras, cereales integrales y fibra dietética, asi

como la ingesta elevada de energia en forma de grasas saturadas (IDF, 2017).

Patogénesis

Para comprender las alteraciones de las concentraciones de glucosa y lipidos en
sangre en individuos con DT2 primero se debe puntualizar el estado homeostético
de la glucosa. La hormona insulina es un polipéptido de 52 aminoacidos secretado
por las células B del pancreas, con acciones indispensables para el control de los
niveles de glucosa en sangre, facilitando la captacion de glucosa en tejidos
dependientes de insulina (Stumvoll et al., 2005). En el estado basal o postabsortivo

(ayuno nocturno 10 - 12 h), aproximadamente el 50% de toda la glucosa se utiliza
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para las funciones cerebrales, este estado es independiente de insulina y es
saturado con concentraciones de glucosa plasmatica de 40 mg/dL. Otro 25% de la
glucosa disponible es utilizado por los érganos esplénicos como el higado y tejidos
gastrointestinales, los cuales son independientes de insulina. El restante 25% de
glucosa es captado por los tejidos dependientes de insulina, principalmente el

musculo y en menor medida el tejido adiposo.

En el estado posprandial (posterior a la ingesta), el incremento de la concentracion
de glucosa en plasma estimula la liberacion de insulina, y la combinacién de
hiperinsulinemia e hiperglucemia, estimula la captacion de glucosa por los 6rganos
esplénicos (higado e intestinos) y en la periferia por los masculos. La mayoria de
la glucosa captada por los tejidos periféricos (~80% — 85%) se da en el tejido
muscular, y pequeiias cantidades son metabolizados en los adipocitos (~4% — 5%)
(DeFronzo 2004). La rapida y sostenida estimulacion de las células 3 con glucosa,
induce una secrecion bifasica de la insulina. La estimulaciéon por un incremento
abrupto en la concentracion de glucosa promueve una tasa de secrecion inicial
acelerada de insulina que disminuye lentamente (primera fase), y eventualmente
incrementa de nuevo en una taza de liberacion lenta (segunda fase) (Henquin et al.,
2002). La pérdida de la primera fase de secrecion de insulina es una caracteristica
y anormalidad temprana en pacientes destinados a desarrollar DT2. En la mayoria
de los sujetos con DT2 se manifiesta la reduccion de la primera fase de secrecion
de insulina durante una prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) entre los 0 —
30 min (DeFronzo, 2004). La pérdida de la primera fase de la secrecion de insulina
tiene importantes consecuencias patogénicas debido a que la respuesta temprana
de insulina prepara los tejidos diana, especialmente el higado, responsables del
mantenimiento de la homeostasis normal de la glucosa. Asimismo, la desregulacion
de la primera fase de la secrecion de insulina promueve un estado de glucotoxicidad
y lipotoxicidad en diferentes tejidos (DeFronzo 2004). Las condiciones de
glucotoxicidad y lipotoxicidad pueden provocar alteraciones que conducen a la
disminucion en la secrecion de insulina debido a un fallo en la funcion de las células
B del pancreas, a medida que progresa la disfuncién los individuos desarrollan

intolerancia a la glucosa. La progresion de tolerancia normal a intolerancia a la
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glucosay, posteriormente, diabetes tipo 2 es evidenciado por los niveles de glucosa
en ayuno que varian entre < 100 y 140 mg/dL. El estado de hiperglucemia crénico
en ayuno conduce a la disminucién progresiva de la secrecion de insulina en ayuno
e inducida por glucosa (alimento con glucosa). Se ha demostrado que la exposicion
prolongada de las células B a concentraciones elevadas de glucosa también
provoca defectos en la transcripcion del gen de insulina, lo que conduce a la

disminucion de sintesis y secrecion de insulina (DeFronzo2004).

La resistencia a la insulina es una condicion que limita la accion de la insulina en los
tejidos dependientes de insulina como el musculo esquelético, tejido adiposo e
higado. Esta fuertemente asociada con obesidad y un estilo de vida sedentario. La
insulina se encarga de proporcionar glucosa al miocito (célula del tejido muscular),
y al adipocito (célula del tejido adiposo) promoviendo que los niveles de glucosa en
plasma disminuyan, mientras que en los hepatocitos (célula del higado) suprime la
sintesis endégena de glucosa (Shulman, 2000). El incremento de tamafio del tejido
adiposo provocado por el almacenamiento descontrolado y constante de
triglicéridos es un promotor de la ineficiencia de la insulina para suprimir la lipdlisis.
Esto resulta en la liberacion descontrolada de &acidos grasos libres y glicerol, los
cuales exacerban la resistencia a la insulina en el musculo esquelético e higado
(Boden, 1996). Asimismo, el aumento crénico de nutrimentos en circulacion, tal
como glucosa y acidos grasos libres, resulta en la sobreexpresion de mediadores
proinflamatorios. Esta teoria esta soportada por varios hallazgos y evidencia clinica
donde marcadores inflamatorios como la proteina C reactiva, factor de necrosis
tumoral-a (TNF- a), e interleucina 6 (IL-6) estan en concentraciones elevadas en
individuos con obesidad y resistencia a la insulina (Dandona et al., 2004, Phosat et
al., 2017, Kern et al., 2001). En el higado, la inflamacion cronica de bajo grado
impide que la glucosa sea captada y la produccion de glucosa por glucogendlisis no
disminuye tras la accion de la insulina, por lo que coexisten condiciones de
hiperglucemia con hiperinsulinemia (Ormazabal et al., 2018). Las células 3
desarrollan respuestas compensatorias durante la resistencia a la insulina

incrementando la sintesis y liberacion de insulina para restaurar la concentracion de
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glucosa en plasma a rangos normales. La disminucion de la sensibilidad a la
insulina provoca el agotamiento de las células 3, y esto resulta en hiperglucemia
persistente y DT2 (Shulman, 2000).

En general, los mecanismos moleculares que subyacen en la resistencia a la
insulina y en el comienzo de alteraciones metabdlicas asociadas, estan vinculadas
con un estado de inflamacion subclinico de bajo grado, desencadenado por una
secrecion y funcion incrementada de citocinas proinflamatorias. Esta condicion
impide la sefializacion del receptor de insulina en tejidos como el muscular
esquelético, hepatico, intestinal y adiposo (Marette, 2002). EIl mecanismo celular
gue subyace a la respuesta a la insulina involucra a proteinas de membrana y
proteinas intracelulares que en conjunto promueven reacciones en cascada. El
receptor de insulina (IR, por sus siglas en inglés) esta conformado por dos
subunidades a y [3, el primero de estos esta posicionado en la membrana celular y
el segundo compartimiento esté localizado en la cara intracelular de la membrana,
actuando como quinasa para residuos de tirosina. La interaccion de la insulina con
el IR provoca un cambio conformacional en la subunidad a permitiendo la activacién
de la tirosina quinasa, induciendo la fosforilacidén del sustrato del receptor de insulina
(IRS, por sus siglas en inglés) (Taniguchi et al., 2006). La interaccion de las
proteinas IRS fosforiladas con la unidad reguladora del PI3K (fosfo-inositol-3-
quinasa) genera una segunda molécula mensajera, la fosfatidilinositol-3, 4, 5-
trifosfato (PIP3) la cual activa a la proteina quinasa B (AKT, por sus siglas eninglés).
La AKT posee tres isoformas, de las cuales la AKT2 es la més involucrada en los
procesos del metabolismo energético, la AKT2 fosforila la proteina TBC1D4 (AS160)
conduciendo a la estimulacion de GTPasas, lo que provoca una reorganizacion del
citoesqueleto promoviendo la translocacion del GLUTA4, el principal transportador de
glucosa en el musculo, a la membrana plasmatica (Zhang & Liu, 2014) . En
resumen, el mecanismo celular activado por la insulina se puede dividir en 3 nodos
importantes, IR/IRS, PI3K y AKT siendo los responsables de la transduccion de
sefales para las distintas funciones metabolicas de la insulina, como lo son la
captacion de glucosa, promocion de la glucogénesis e inhibicion de

gluconeogénesis (Taniguchi et al., 2006).
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Estudios en animales y humanos han identificado al tejido adiposo blanco (WAT)
como el sitio principal donde inicia y exacerba la inflamacion cronica relacionada
con la obesidad (Zatterale et al., 2019). La remodelacién del WAT durante la
obesidad proporciona sefiales que desencadenan la activacion de respuestas
inflamatorias a través de las vias del JNK y NF-kB (Bluher, 2009, Shoelson et al.,
2006). La activacion de estas vias de sefializacion incrementa la produccion de
citocinas proinflamatorias, moléculas de adhesién endotelial, y mediadores
quimiotacticos que promueven la infiltracion de monocitos al tejido adiposo
(Shoelson et al., 2006). La infiltracion de macrofagos produce y libera muchos
mediadores inflamatorios que promueven los estados proinflamatorios locales y
sistémicos y fallo en la sefalizacion de la insulina (Haase et al., 2014). La via de
transduccion de sefiales por JNK es reconocida por provocar resistencia a la
insulina en modelos de obesidad, es activada por la exposicion a estimulos
inflamatorios como citocinas y nutrimentos como acidos grasos libres. La actividad
del JNK promueve la transcripcion de genes inflamatorios e inhibe la via de
sefalizacion de la insulina a través de la fosforilacion inhibitoria de los residuos de
serina-treonina del sustrato del receptor de insulina (IRS-1), por lo que disminuye la
sefalizacion de la PI3K y AKT (Gual et al., 2005). Asimismo, la activacion de la via
de senalizacion NF-kB asociado con la obesidad culmina con el incremento de la
expresion de varios genes que involucran citocinas proinflamatorias como IL-6,
TNF-a, Interferon-y, proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1), e interleucina-
183, los cuales exacerban la progresion de resistencia a la insulina.
.

La DT2 debe ser atendida por su progresividad a complicaciones micro y
macrovasculares, el principal riesgo para el desarrollo de complicaciones es la
hiperglucemia y la resistencia a la insulina, asi pues, los esfuerzos por disminuir los
niveles de glucemia en sangre ha sido el principal punto de atencion para retrasar
el desarrollo de secuelas derivadas de la diabetes (OMS, 2016). A menudo la
hiperglucemia es controlada a través de modificaciones en el estilo de vida (habitos
de consumo de alimentos y actividad fisica), promocion de pérdida de peso, y

farmacos. En conjunto, la intervencion es capaz de mejorar la intolerancia a la
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glucosa, ademas de, reducir la progresion de complicaciones como enfermedad
cardiovascular y sindrome metabdlico (Knowler et al., 2002, Tuomilehto et al., 2001).
Entre los tratamientos farmacolégico mas utilizados se encuentran; acarbosa,
gliflozinas, sulfonilureas, metformina, y tiazolidinedionas los cuales son
hipoglucemiantes con diferentes mecanismos de accion, que actian en distintos
organos promoviendo, ya sea, la inhibicion de la a-glucosidasa (ej. acarbosa), la
inhibicion del cotransportador sodio-glucosa SGLT2 (gliflozinas), la estimulacién de
secrecion de insulina directa en el pancreas (sulfonilureas), la inhibicion de la
produccion de glucosa en higado (metformina), la supresion de la liberacion de

acidos grasos no esterificados (tiazolidinedionas) (Stumvoll et al., 2005).

Existe una fuerte y consistente evidencia de que el manejo de la obesidad puede
ser beneficioso en el tratamiento de la DT2 (Aune et al., 2015, Buchwald et al.,
2009). En individuos con obesidad y DT2, la pérdida de peso, aun cuando es
modesta pero sostenida, ha sido vinculada con la mejora en el control glicémico y
con la reduccion en la necesidad de medicamentos hipoglucemiantes (American
Diabetes, 2018). La pérdida de peso se puede lograr con apego a programas de
estilo de vida los cuales logran un déficit energético de 500 — 700 Kcal/dia o
proporcionan aproximadamente 1,200 — 1,500 Kcal/dia en mujeres y 1,500 — 1,800
Kcal en hombres. Franz et al. (2015) elaboraron una revision sistematica y
metaanalisis donde concluyen que la pérdida de peso <5% no posee efecto sobre
la hemoglobina glucosilada (A1C) y presion arterial en individuos con DT2. Sin
embargo, los beneficios pueden ser percibidos a partir del 5% de pérdida de peso.
Algunos estudios han demostrado que dietas muy bajas en calorias (<800 Kcal/dia)
pueden reducir las concentraciones de A1C a <6.5% y de glucosa en ayunas a <126
mg/dL (Franz et al., 2015). Debido a que los carbohidratos son los principales
componentes dietarios que afectan la glucemia, algunos estudios han descrito los
efectos involucrados con los carbohidratos de la dieta (Gannon et al., 1998, Lin et
al., 2012, Wolever et al., 1994). Tanto la cantidad como los tipos de carbohidratos
tienen un efecto sobre la glucemia e insulinemia postprandial, por lo que para

preveer el efecto de los alimentos en la glucosa postprandial se utilizan indicadores
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como el indice glucémico (IG) y la carga glucémica (CG), que toman en cuenta la
calidad y cantidad de los carbohidratos presentes en los alimentos (Jenkins et al.,
1981, Salmeron et al., 1997). Se han asociado las dietas con bajo IG con menor
riesgo de desarrollar diabetes, un estudio mostré que las mujeres en el quintil mas
alto de carga glucémica tenian un riesgo 40 % mayor de desarrollar DT2 en
comparacion con las mujeres en el quintil mas bajo (Willett et al., 2002). Asimismo,
un metaanalisis concluyé que los individuos con dietas altas en IG o CG,
independientemente, incrementan el riesgo de desarrollo de DT2 (IGRR =1.4, CG
RR = 1.27) (Barclay et al., 2008). Los datos de los estudios observacionales
sugieren el reemplazo de dietas con alimentos de alto IG por alimentos con bajo IG
para reducir el riesgo de alteraciones metabolicas y DT2 (Blaak et al., 2012).
También se ha demostrado que el riesgo de desarrollo de diabetes se asocia, de
manera inversa, al consumo de fibra, granos enteros y vegetales de hoja verde (de
Munter et al., 2007). La fibra soluble reduce la respuesta de glucosa postprandial y
la fibra insoluble de los cereales se ha demostrado que mejora la sensibilidad a la
insulina en individuos con sobrepeso y obesidad (Weickert et al., 2006). En un
estudio el consumo de granos enteros durante un dia disminuy6 la glucemia
postprandial, aunque no provoc6 cambios en los picos de glucosa, si disminuyo el
area bajo la curva (AUC) de los individuos tratados. Los mecanismos
aparentemente involucrados en la disminucién de la glucosa postprandial se deben
a un incremento temprano en la secrecion de insulina'y GIP (Weickert et al., 2005).
Asi, el consumo de fibra parece estar asociado con la disminucién en la glucosa
postprandial y este efecto debe ser, al menos, parcialmente responsable de la
reduccion del riesgo de desarrollar diabetes en los individuos que consumen granos
enteros (Blaak et al., 2012).

Antocianinas de frutos rojos y diabetes tipo 2

La diabetes definida como una anormalidad en la glucosa postprandial y en ayuno
es frecuentemente asociada a varios factores de riesgos, entre los cuales se
destacan el sobrepeso, historia familiar, dieta inadecuada, inactividad fisica, edad

avanzada, hipertension, etnia, intolerancia a la glucosa, diabetes gestacional y
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malnutricién durante el embarazo (IDF, 2020). La piedra angular del tratamiento de
la diabetes es la promocién de un estilo de vida que incluya una dieta sana, actividad
fisica regular, no fumar y el mantenimiento de un peso corporal saludable. No
obstante, si los intentos de modificar el estilo de vida para controlar los niveles de
glucosa en la sangre fallan, se suele comenzar la administracién oral de
medicamentos hipoglucémicos. Aunque, existen compuestos naturales en los
alimentos que pueden ejercer efectos similares a los hipoglucemiantes, tales como
las antocianinas. Se ha demostrado que las antocianinas tienden a disminuir la
resistencia a la insulina e incrementar la sensibilidad a la insulina, disminuyendo la
ganancia de peso corporal y la acumulacién de lipidos (Belwal et al., 2017). Las
antocianinas tienen capacidades inhibitorias sobre las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa, sin embargo, los mecanismos mas relevantes incluyen, el incremento
de la translocacion del trasportador GLUT-4, activacion del AMPK y enzimas
lipoliticas, disminucion dela fosforilacion de la serina del IRS-1 (sustrato del receptor
de insulina-1), aumento de la actividad de PPAR-y, disminucion de la concentracion
hs-CRP (proteina C reactiva de alta sensibilidad), reduccion de la proteina de unién
al retinol-4 (RBP4), asi como en la inhibicién de la sintesis de enzimas involucradas
en la formacién de acidos grasos y triglicéridos. Todos estos juegan un rol efectivo
en el incremento de la sensibilidad de la insulina y en la reversa de las condiciones
de obesidad y diabetes (Belwal et al., 2017). Estudios epidemiolégicos (Mursu et
al., 2014), in vitro (Akkarachiyasit et al., 2011, Correia-da-Silva et al., 2014, Hong et
al., 2013, Lee et al., 2015, Manzano & Williamson, 2010, Schulze et al., 2014, Xu et
al., 2018) e in vivo (Jayaprakasam et al., 2006, Guo et al., 2016, Prior et al., 2009,
Roopchand et al., 2013) han dirigido su atencion al consumo de frutos rojos y sus
efectos en la regulacion del metabolismo de la glucosa, principalmente, por sus

hallazgos como alimentos con caracteristicas hipoglucemiantes.
Estudios epidemiolégicos

Estudios observacionales prospectivos y transversales han demostrado que el
consumo de alimentos ricos en antocianinas, especialmente el consumo de frutos

rojos (fresas, moras, arandanos, frambuesas, etc.) se asocia con un riesgo menor
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de desarrollar DT2, proporcionando evidencia sobre los efectos potencialmente
benéficos que surge tras el aumento de la ingesta de frutos rojos (Guo et al., 2016,
Mendonca et al., 2019, Muraki et al., 2013, Mursu et al., 2014, Vitale et al., 2017,
Zamora-Ros et al., 2013a). En una cohorte finlandesa (Mursu et al., 2014) se
observo que el consumo de 60 g o mas de frutos rojos por dia comparado con <1.3
g, provocé un efecto protector contra el desarrollo de DT2 (HR: 0.65; 95% IC: 0.49
— 0.88), reduciendo el riesgo de incidencia. Notablemente, en este estudio no se
mostraron asociaciones significativas entre las frutas, jugos de frutas o frutos rojos,
o verduras y la disminucion de la incidencia en DT2. Mientras que en poblacion
estadounidense el consumo de = 2 porciones de mora azul por semana, comparado
con <1 porcion, fue asociado con un riesgo menor de desarrollar DT2 (HR: 0.77;
95% IC: 0.68 - 0.87) (Muraki et al., 2013, Wedick et al., 2012). En el analisis
secundario de antocianinas individuales en la poblacion estadounidense la
asociaciéon mas fuerte se observo con la cianidina (HR: 0.79; 95% IC: 0.72 — 0.85),
mientras que las asociaciones mas deébiles fueron para la delfinidina (HR: 0.87; 95%
IC: 0.80 - 0.96), peonidina (HR: 0.87; 95% IC: 0.78 - 0.96), y petunidina (HR: 0.88;
95% IC: 0.81 - 0.97). La pelargonidina no mostré asociaciones significativas con el
riesgo de diabetes (Wedick et al.,, 2012). A diferencia de lo mencionado
anteriormente, en otro estudio no encontraron asociaciones significativas entre la
ingesta de antocianinas y el riesgo de desarrollar DT2 (HR: 0.98; 95% 1C:0.88 —
1.09) (Jacques et al., 2013). Debido a la inconsistencia en los resultados de los
estudios. Guo et al. (2016) realizaron una revision sistematica y metaanalisis para
analizar las asociaciones entre la ingesta de frutos rojos 0 antocianinas dietarias
con el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2. El efecto resultante de la combinacion
entre los estudios evaluados (n=5) fue que la ingesta de antocianinas disminuye
15% el riesgo de desarrollar DT2 (RR=0.85; 95% IC: 0.80 — 0.91). A su vez el
consumo de frutos rojos también disminuy6 18% el riesgo de desarrollar DT2 (RR =
0.82;95% IC: 0.76 — 0.89). Los hallazgos inconsistentes entre los estudios podrian
deberse a limitaciones y errores inherentes a la metodologia de la ingesta dietaria.

Sin embargo, existen suficientes datos epidemiolégicos que apoyan la relacion de
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los efectos potencialmente beneficiosos de las antocianinas y los frutos rojos, y la

disminucion del riesgo de desarrollar DT2 en adultos (Castro-Acosta et al., 2016a).
Estudios clinicos

Los potenciales antidiabéticos de los alimentos ricos en antocianinas han sido
documentados en el sentido de sus propiedades antiinflamatorias, hipolipidémicas,
hipoglucemiantes e hipoinsulinemicos (Tabla 3). Un estudio controlado
aleatorizado, cruzado, doble ciego con 26 voluntarios sanos, fue llevado a cabo para
examinar los efectos del consumo de néctar de grosella negra y arAndano rojo . Los
resultados demuestran que los individuos tratados con 17.5 g de frutos rojos en 300
mL tuvieron efectos significativamente favorecedores al reducir los niveles de
glucosa en sangre posterior a una prueba de tolerancia oral a la glucosa, y los
niveles de insulina sérica postprandial comparado con el placebo (Torronen et al.,
2017). Recientemente, se mostré que el consumo de una bebida que contenia 600
mg de extracto de grosella negra rico en antocianinas, junto con un alimento rico en
carbohidratos provocé una reduccion significativa en las concentraciones
plasmaticas postprandiales de glucosa, insulina y incretinas GIP y GLP-1
comparado con el grupo control (Castro-Acosta et al., 2016b). Ademas, el consumo
de 80 mg de delfinidina 3-glucésido y cianidina 3- glucosido en capsulas fueron
suficientes para disminuir significativamente los niveles de cLDL en plasma, asi
como un incremento de cHDL, comparado con el grupo control que no recibid
delfinidina 3-glucésido y cianidina 3- glucésido (Zhu et al., 2013). Estos resultados
son similares a los reportados por Basu et al. (2009) y Moazen et al. (2013), ellos
demostraron que fresas liofilizadas mejoraron el perfil lipidico, asi como el
metabolismo de la glucosa y disminucion de biomarcadores de la inflamacion
(proteina C reactiva [CRP]). Debido a que los estudios clinicos mencionados
anteriormente tienen la posibilidad de que los hallazgos reflejen la actividad de otros
componentes dietarios presentes en los alimentos ricos en antocianinas, se
necesitan ensayos aleatorios que ayuden a establecer los efectos atribuibles a las

antocianinas.

30



Tabla 4. Efecto de los frutos rojos o antocianinas de frutos rojos en la resistencia a la insulina y diabetes.

. Disefio , Forma de
Participantes Periodo de . . — .
(nGmero) deI_ intervencion adm_lmstramon y Principales resultados Referencias
estudio dosis de ACNz
Individuos con ECA- 6 semanas 5 g de pulpa de acai Redujo la expresion de Santamarina et
sindrome metabdlico DC2 liofilizada. mediadores proinflamatorios IL-6, al., 2019
(n=27) TLR4s, IL-6, TNF-a y MCP-1a.
Individuos con ECA-DC 26 semanas  Solucion por via oral Mejoré la funcién endotelial y Curtis et al.,
sindrome metabdlico con 26 g de ardndanos aumento la concentracion de 2018
(n=138) cHDL.
Individuos con ECA, Dosis tnica  Comida rapida alta en Disminucién de la concentracion  Schell et al.,
obesidad y diabetes cruzado. grasa, con 40 g de de glucosa postprandial. 2017
tipo 2 (n=25) arandano (35 mg ACN)
Individuos con ECA-Cs 8 semanas Solucién por viaoral, 2  Disminucién de 6 y 4% sobre la Basu et al.,2010
sindrome metabdlico tazas de bebida de presion arterial sistélica y
(n=27) fresa (154 mg ACN/dia) diastdlica, respectivamente.
Hombres y mujeres ECA-DC, Dosis Unica  Solucion por via oral Disminucion de glucosa e Castro-Acosta
adultos sanos (n=23) cruzado 150, 300 o0 600 mg insulina sérica postprandial. etal., 2016
ACN de grosella negra.
Mujeres adultas ECA-C, Dosis Unica  Solucion por via oral Diminucion de la concentracion Torrénen et al.,
sanas (n=20) cruzado 150 g de grosella negra de glucosa e insulina 2012

y arandanos (~300 y
100 mg ACN,
respectivamente)

postprandial.

1ACN: antocianinas; 2ECA-DC: Estudio clinico aleatorizado, doble ciego; s TLR4: Receptor tipo Toll; aMCP-1: Proteina quimiotactica de monocitos
1, s ECA-C: Estudio clinico aleatorizado, controlado.

31



Los esfuerzos recientes se han dirigido a elucidar el impacto del consumo de
antocianinas purificadas en el desarrollo y la progresioén de obesidad y DT2 (Guo et
al., 2016). Un ensayo doble ciego controlado con placebo, en 58 individuos con
DT2, examind los efectos del consumo de antocianinas durante 24 semanas. Esta
intervencion resulté en una disminucion significativa de las concentraciones séricas
de glucosa en ayuno, colesterol LDL, triglicéridos, IL-6, disminucion de la resistencia
a la insulina, e incremento de colesterol HDL (Zhanget al., 2015). Resultados
similares fueron reportados por Zhu et al. (2013), al administrar 80 mg de
antocianinas, sosteniendo la evidencia de que antocianinas purificadas disminuyen
biomarcadores de la inflamacion: CRP, molécula de adhesion celular vascular
soluble-1 (sVCAM-1) e IL-1B en plasma. Estos resultados prometedores justifican
ensayos clinicos a largo plazo que evallten los efectos del consumo de frutos rojos

en personas sanas 'y con DT2.
Estudios en modelos animales

Un amplio nimero de modelos animales con induccion experimental, nutricional, o
génica de enfermedad han sido probados como excelentes herramientas para el
estudio de mecanismos moleculares de resistencia a la insulina y varias formas de
diabetes, asi como sus comorbilidades (Srinivasan & Ramarao, 2007). Un ejemplo
bien establecido es el modelo de ratén inducido con dieta alta en grasa, el cual se
caracteriza por ganancia rapida de peso debido al incremento de la ingesta dietaria
en combinacién con eficiencia reducida del metabolismo, lo que resulta en
resistencia a la insulina (Surwit et al., 1988, Winzell & Ahren, 2004). En la actualidad
existen estudios clinicos que evaltan el efecto de la exposiciéon aguda, ya sea a
frutos rojos o a antocianinas de frutos rojos en la prediabetes o diabetes y sus
complicaciones (Castro-Acosta et al., 2016b, Schell et al., 2017, Torronen et al.,
2012). La mayoria de los estudios son protocolos cronicos con exposicion diaria
durante numerosas semanas. Esta tendencia se sigue en estudios in vivo que
utilizan modelos murinos, de obesidad inducida con dieta alta en grasa, y se
administran frutos rojos o antocianinas de frutos rojos, de manera diaria durante

varias semanas. Los estudios muestran que los frutos rojos o antocianinas de frutos
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rojos, modulan la respuesta glucémica por diferentes mecanismos (Akkarachiyasit
etal., 2011, Castro-Acosta et al., 2016b, Hong et al., 2013, Manzano & Williamson,
2010, Xu et al., 2018). Existen diversos estudios que han demostrado que los frutos
rojos disminuyen los niveles de glucosa postprandial y en ayuno, aumentan la
concentracion plasmatica de colesterol HDL (cHDL) y disminuyen los triglicéridos,
mejoran la sensibilidad a la insulina, y aumentan las concentraciones de hormonas
intestinales como GLP-1. Asimismo, en un estudio se demostr6 que las
antocianinas de los frutos rojos, pero no el fruto completo, ejercen efectos
moduladores sobre la glucemia en ayunas y reduce la ganancia de peso (Prior et
al., 2008). En la Tabla 4 se detallan algunos estudios en modelos murinos de
obesidad inducida, con tratamientos de frutos rojos o antocianinas de frutos rojos,

dosificados de manera cronica y aguda.

Un ensayo en ratones de la cepa C57BL/6 que seguian una dieta alta en grasa, o
una dieta alta en grasa suplementada con 50 mg/kg de alimento de extracto de
moras por 12 semanas, demostré disminuciones significativas en las
concentraciones de glucosa (~ 400 vs ~470 mg/dL), cLDL (~25 vs ~40 mg/dL) y
triglicéridos (~60 vs ~75 mg/dL) en el grupo suplementado con el extracto (Lee et
al., 2019). Estos resultados sugieren que los frutos rojos y sus antocianinas regulan
el metabolismo de la glucosa, promoviendo la disminucién de las concentraciones
de insulina en ayuno. En un modelo de raton (C57BL/6J) con obesidad inducida con
dieta alta en grasa, se demostré que 200 mg de extracto de uva por kilogramo de
alimento poseia propiedades hipoglucemiantes al administrarlo previo a una prueba
de tolerancia a la glucosa, notablemente el grupo que recibio el extracto de uva
mejord la tolerancia a la glucosa en los minutos 30 y 60 comparado con el grupo
control que no recibié el extracto (Chuang et al.,, 2012). Choi et al. (2016)
demostraron que el consumo de 5 g de extracto de moras por kilogramo de alimento,
en ratones diabéticos C57BL/KsJ-db/db, disminuy6é los niveles de glucosa

postprandial.
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Tabla 5. Estudios en modelos animales de los efectos de los frutos rojos o antocianinas de frutos rojos sobre la respuesta

glucémica.
Modelo Extracto o Periodo de Forma de administracion o )
_ _ » _ Resultados principales Referencias
animal ACN1 intervencion y dosis de ACN
Ratones Arandano 12 semanas Txz2: Mezclado con el Disminucion significativa de Madduma
C57BL/6J  rojo alimento alto en grasa, 5% glucosa en ayuno, TAG3 y Hewage et al.,
arandano rojo. citocinas proinflamatorias. 2020
Control: Dieta alta en grasa
sin extracto.
Ratones Cereza 8 semanas  Tx: Via oral; 200 mg/kg de Disminucion significativa en Anhe et al,
C57BL/6J peso. los niveles de glucosa e 2014
Control: Solucién vehiculo. insulina sérica postprandial.
Ratones Fresa 24 semanas Tx: Mezclado con el alimento Disminucion de la glucosa en Parelman et
C57BL/6J alto en grasa, 2.6 % de ayuno después de 22 al., 2012

extracto.
Control: Dieta alta en grasa

sin extracto

semanas con el extracto de

fresa suplementado.

1ACN: antocianinas; 2Tx: tratamiento; sTAG: triacilglicéridos
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Tabla 4. Estudios en modelos animales de los efectos de los frutos rojos o antocianinas de frutos rojos sobre la respuesta

glicémica (continuacion).

Modelo Extracto o

Periodo de

Forma de administracion y

Resultados principales

Referencias

animal ACN:1 intervencion dosis de ACN
Ratones Cianidina- 5 semanas Tx2: Mezclado con el Aumento en la sensibilidada Guo et al.,
C57BL/6J  3-glucosido alimento alto en grasa, 0.2% la insulina. 2012
de cianidina 3-glucadsido. Disminucion significativa en
Control: Dieta alta en grasa  los niveles de glucosa
sin extracto. postprandial.
Ratones Arandano 6 semanas Tx: Mezclado con el alimento Disminucién significativa de Ryyti et al.,
C57BL/6N  rojo alto en grasa, 20% arandano glucosa en ayuno, TAG3 2020

rojo 80% dieta alta en grasa.
Control: Dieta alta en grasa

sin extracto.

colesterol, ganancia de peso

corporal, y leptina.

1ACN: antocianinas; 2Tx: tratamiento; sTAG: triacilglicéridos
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El area bajo la curva (AUC 0 - 120 min) para la concentracion de glucosa postprandial
en sangre en el grupo suplementado con el extracto fue significativamente menor que
el grupo control db/db (1025.77 + 20.48,y 1193.87 £ 29.32 mg/dL-h, respectivamente).
No obstante, los extractos utilizados en los estudios mencionados no son purificados
de antocianinas por lo que efectos sinérgicos con otros polifenoles o componentes del
extracto, pudieran ser responsables de las propiedades hipoglucemiantes. Por su
parte, Guo et al. (2012) demostraron el efecto hipoglucemiante de la antocianina;
cianidina-3-glucésido en un modelo de ratones con diabetes (db/db). El grupo de
ratones que recibio la cianidina-3-glucosido (2 g/kg de alimento alto en grasa) mostro
niveles de glucosa postprandial significativamente menores, a los 60 minutos de la
prueba, que el grupo control que recibié Unicamente el vehiculo. De esta manera se
demuestra el efecto de las antocianinas sobre la modulacion de la respuesta glucémica

postprandial.

Estudios in vivo (Jaroslawska et al., 2011, Parelman et al., 2012, Roy et al., 2008) han
demostrado los efectos que tienen los polifenoles de fresas en la proteccion hacia
enfermedades caracterizadas por resistencia a la insulina, estrés oxidativo y
mutagénicas. Sin embargo, existen otros estudios que no han demostrado tales
efectos. Prior et al. (2009) probaron un extracto de fresa (Fragaria x ananassa) en
ratones de la cepa C57BL/6J con obesidad inducida a través de la dieta, aunque no
encontraron resultados prometedores en la normalizacién de parametros lipidicos con
el uso del extracto completo de fresa (1 mg/ml de agua desionizada), los autores
comparten que la utilizacion de las antocianinas purificadas a partir del extracto de
fresa mostro efectos hipolipemiantes. Hasta la fecha todos los estudios dirigidos a la
evaluacion de posibles efectos hipoglucemiantes de los extractos de fresa en ratones
con obesidad inducida por dieta alta en grasa han utilizado la via intraperitoneal como
sitio de administracion de glucosa, por un bioensayo denominado prueba de tolerancia
intraperitoneal a la glucosa (iGTT por sus siglas en inglés). Por lo que se deberia
destacar el descarte de cualquier actividad de los extractos de fresa y/o sus
antocianinas sobre los componentes celulares como enzimas y transportadores

alojados en el tracto gastrointestinal.
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JUSTIFICACION

La alimentacion de México se ha caracterizado por un alto consumo de alimentos
densamente energéticos, siendo los carbohidratos los principales aportadores de
energia. La obesidad originada por el consumo elevado en calorias se ha convertido
en el mayor determinante para el riesgo de desarrollar resistencia a la insulina,
condicidon estrechamente relacionada con enfermedades cardiometabdlicas. Por lo
que las modificaciones dietarias son el eje principal para la prevencién de
enfermedades cronicas. Hoy se conoce que los polifenoles de la dieta poseen efectos
moduladores sobre el metabolismo de la glucosa al retrasar la absorcion de glucosa,
aumentar la secrecién de insulina o aumentar la sensibilidad de esta. La pertinencia
de realizar un trabajo de investigacion acerca de los efectos potencialmente benéficos
de los compuestos polifendlicos sobre el metabolismo de la glucosa en un modelo
murino con obesidad, proporcionara evidencia necesaria para aportar conocimiento
pre-clinico que sirva como antecedente para la realizacion de estudios clinicos en
humanos y de esta manera coadyuvar en el tratamiento de las entidades patolégicas
caracterizadas por hiperglucemia e hiperinsulinemia. Lo anterior es debido a que en
la actualidad preocupa el nimero de individuos con DT2 en Sinaloa y en México. Las
estrategias para controlar la hiperglucemia postprandial cronica mediante la
optimizacion de la funcionalidad de los alimentos fortalecerian los esfuerzos para
reducir el riesgo de DT2. Los polifenoles de fresa podrian ayudar a retrasar la
absorcién de glucosay, por lo tanto, controlar los niveles de glucosa después de una

comida o bebida que contenga carbohidratos.
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HIPOTESIS

El consumo agudo (dosis Unica) de un extracto de fresa rico en polifenoles, seguido
de la administracion oral de glucosa, disminuira la concentracion maxima de glucosa
postprandial, en ratones alimentados con dieta alta en grasa, en relacion con el grupo

control que solo recibira la solucion placebo.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto sobre la glucemia postprandial de diferentes dosis de un extracto de
fresa rico en polifenoles cuando se administra antes de una carga oral de glucosa en

un modelo murino de obesidad inducida.

Objetivos especificos

e Evaluar los cambios del peso corporal dentro del protocolo de 11 semanas
con dietas especiales.
e Cuantificar los niveles de glucosa en sangre con una prueba de tolerancia

oral a la glucosa en ratones de la cepa C57BL/6N al ser expuestos a
diferentes dosis del extracto de fresa rico en polifenoles.

e Evaluar las concentraciones de insulina en diferentes tiempos posteriores a
la administracion del extracto de fresa y una carga de glucosa.

« Identificar los metabolitos presentes en plasma después de dos horas de la

administracién del extracto de fresa rico en polifenoles.
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METODOLOGIA

Disefio experimental

Un total de 110 ratones macho de la cepa C57BL/6N, libre de patdgenos de 4 semanas
de edad, fueron comprados a BIOINVERT®. Estuvieron alojados en el bioterio de la
Facultad de Ciencias de la Nutricibn y Gastronomia con ciclos de 12 h/12 h
luz/oscuridad a una temperatura de 23 + 3°C. Los ratones se criaron y alimentaron
con dieta estandar (Rodent laboratory chow 5001, purina®) y agua ad libitum. Todos
los experimentos fueron aprobados por el comité de ética de la Facultad de Ciencias
de la Nutricién y Gastronomia (CE-UACNyG-2018-MAY-01).

Extracto de fresa rico en polifenoles (EFRP)

El extracto de fresa Nerina strawberry® (Fragaria x ananassa, L.) rico en polifenoles
fue donado por la compafia Berrypharma®, Iprona en forma liofilizada. El extracto es
soluble en agua y segun datos del proveedor, tiene un alto contenido de vitamina C,
seis veces mas antocianinas y 18 veces mas polifenoles que una fresa cultivada
tipicamente. Las antocianinas identificadas en el extracto fueron; cianidina-3-
glucdsido, pelargonidina-3-glucésido, pelargonidina-3-arabindsido y pelargonidina-
3,6 -malonilglucésido, el fabricante estima una concentracion total de antocianinas de
8.27 mg/g de extracto, de los cuales 6.99 mg (84.54%) son aportados por la
pelargonidina-3-glucosido (Tabla 5). El contenido total estimado de polifenoles es de
36.84 mg EqQAG por gramo de extracto, otros polifenoles presentes en el extracto de
fresa son catequina, p-coumaroil hexosa, acido p-cumarico, cinamoil glucosa,
iIsorhamnetina-3-O-glucosido y quercetina-3-O-malonilglucosido. Cuatro dosis del
EFRP; 6, 12,18 y 24 mg fueron evaluados en dos estudios, los cuales aportaron 0.05,
0.10, 0.15y 0.20 mg de antocianinas, respectivamente. En el primer ensayo, las dosis
de 6 y 12 mg del EFRP se diluyeron en 300 pL de agua natural estéril, mientras que,

en el segundo ensayo, las dosis de 18 y 24 mg se diluyeron en 600 pL de agua.
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Tabla 6. Antocianinas presentes en el extracto de fresa.

Antocianinas* mg/g
Cianidina-3-glucésido 0.27
Pelargonidina-3-glucosido 6.99
Pelargonidina-3-rutindsido 0.31
Pelargonidina-3,6”"-malonilglucdsido 0.70

*Método HPLC-UV, datos proporcionados por el
proveedor. Fuente: Fredericks et al. (2013)



Estudio 1: 0, 6y 12 mg de EFRP

Sesenta ratones de la cepa C57BL/6N se sometieron a dos semanas de aclimatacion
con dieta estandar, posteriormente fueron aleatorizados para formar 6 grupos. Los
grupos se organizaron de la siguiente manera: 3 grupos (n=10 por grupo) fueron
alimentados con dieta baja en grasa (3.76 kcal/g; TestDiet®, Cat no. 58Y2), 10 % del
valor caldrico total aportado por lipidos (manteca de cerdo y aceite de soya), 72 % por
carbohidratos (maltodextrina y sacarosa) y 18 % por proteinas (caseina); y 3 grupos
con dieta alta en grasa (5.1 kcal/g; TestDiet®, Cat no. 57Y1), 60 % de calorias a partir
de lipidos (manteca de cerdo y aceite de soya), 20.3 % a partir de carbohidratos
(maltodextrina y sacarosa) y 18.1 % a partir de proteinas (caseina) (Figura 4). Las
dietas especiales se administraron durante 11 semanas (Figura 5). Cada grupo de 10
ratones se distribuyd en dos jaulas (5 ratones por jaula), los 3 grupos con dieta baja
en grasa se alojaron en 6 jaulas, el mismo método fue utilizado para los animales con
dieta alta en grasa. Los ratones se pesaron semanalmente y el consumo de alimento
se registr6 dos veces por semana. Después de las 11 semanas con las dietas
especiales, los ratones fueron sometidos a un ayuno de 6 horas, subsecuentemente
se hizo un corte en la cola para la cuantificacion de la concentracion de glucosa en
sangre, y colectar muestras para la determinacion de insulina en suero, antes y
déspues de la administracién del EFRP. Los 6 grupos fueron expuestos a una de las
3 dosis del EFRP, 0, 6 0 12 mg disueltos en agua, después de 5 minutos, se administré
la carga oral de glucosa y se realizé la prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG).
Finalmente, los animales fueron eutanizados a través de una puncion cardiaca (previa

anestesia).
Estudio 2: 0, 18 y 24 mg de EFRP

Cuarenta y ocho ratones de la cepa C57BL/6N estuvieron con dieta estandar durante
10 semanas. Los grupos se organizaron de la siguiente manera: 3 grupos (n=10 per-
grupo) fueron alimentados con dieta baja en grasa, y 3 grupos con dieta alta en grasa

durante 11 semanas (Figura 6).
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Figura 4. Ratones de la cepa C57BL/6N expuestos a las dosis: 0, 6 o 12 mg del

extracto de fresa rico en polifenoles.
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extracto de fresa rico en polifenoles.
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Cada grupo de 10 ratones se distribuy6 en dos jaulas (5 ratones por jaula), los 3 grupos
con dieta baja en grasa se alojaron en 6 jaulas, el mismo método fue utilizado para los
animales con dieta alta en grasa. Los ratones fueron pesados semanalmente y el
consumo de alimento se registré dos veces por semana (Figura 5). Después de las
11 semanas con las dietas especiales, los ratones fueron sometidos a un ayuno de 6
horas, subsecuentemente se hizo un corte en la cola para la cuantificacion de la
concentracion de glucosa en sangre, y colectar muestras para la determinacion de
insulina en suero, antes y después de la administracion del EFRP. Los 6 grupos fueron
expuestos a una de las 3 dosis del EFRP, 0, 18 o0 24 mg disueltos en agua, después
de 5 minutos, se administré la carga oral de glucosay se realizé la PTOG. Finalmente,

los animales fueron eutanizados a través de una puncién cardiaca (previa anestesia).
Prueba de tolerancia oral ala glucosa

La prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) en los ratones de la cepa C57BL/6N
consistid en la determinacion de las concentraciones de glucosa antes, t 0 min, y
después de la administracion del EFRP y la carga de glucosa, t 15,t30,t60,t90y t
120 minutos (Figura 7). Primeramente, los ratones se pusieron en ayuno de 6 horas
y posteriormente se tomo la primera muestra de sangre, después se administro la dosis
correspondiente del EFRP (0, 6, 12, 18 0 24 mg) y la solucion de glucosa. El EFRP
fue administrado con la ayuda de una sonda orogastrica (Instech, 20ga x 30mm) 5
minutos previos a la administracion de una carga oral de glucosa (dextrosa anhidra,
Sigma Cat. No. 50-99-7) al 20% (60 mg en 300 pL) o 60% (60 mg en 100 uL) para el
estudio 1y 2, respectivamente. La solucién con el EFRP fue preparada el mismo dia
del ensayo utilizando agua como disolvente con un volumen final de 300 uL (estudio
1) 0 600 pL (estudio 1) de agua, respectivamente. Los valores de glucosa en sangre
se obtuvieron al medir una gota de sangre, posterior a la diseccién de una porcion de
cola, con un glucometro Accu-Check Perfomance® en cada uno de los puntos de

tiempo mencionado anteriormente.
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Determinacion de insulina

Las muestras de sangre colectadas durante la PTOG, se sometieron a centrifugacion
(12,000 rpm 15 minutos, 4°C) en una microcentrifuga, el suero fue almacenado a -80
oC hasta su uso (Nagy & Einwallner, 2018). Las muestras de suero se utilizaron para
la determinacién cuantitativa de insulina con el método ELISA (ensayo de
inmunoadsorcion ligado a enzimas) tipo sandwich, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (ALPCO, Cat. no. 80-INSMS-EO01, E10). Brevemente, microplacas de
96 pozos fueron cubiertas con un anticuerpo especifico para insulina. Posteriormente,
10 pL de los estandares, controles o muestras de suero fueron agregados a los pozos
de la microplaca, luego se afiadieron 75 pL de un conjugado de anticuerpo-enzima que
detecta como antigeno a la insulina. Después, la microplaca se dejé en un periodo de
incubacion a temperatura ambiente y agitacion (700 a 900 RPM) durante 2 horas.
Posteriormente se realizaron 6 lavados con la solucién de lavado ~300 pL por pozo y
al final se agregé el sustrato 3,3’,5,5 -tetrametilbenzidina (TMB). Subsecuentemente,
la reaccion se dejo correr durante 15 minutos y se detuvo con la ayuda de una solucion
stop. La densidad Optica para el lector de placas (Thermo Scientific. Cat. 51119000)
fue de 450 nm.

Eutanizacién y puncion cardiaca

Los ratones fueron sacrificados por exanguinaciéon a través de una puncion cardiaca
de acuerdo con la siguiente metodologia. Primeramente, los ratones fueron pesados
para determinar la cantidad del sedante a administrar, utilizando la formula: 30 - 90 mg
del sedante/kg de peso (Gaertner et al., 2008). Posteriormente, se administro el
sedante (pentobarbital sodico, pisabental) por via intraperitoneal (IP) a los ratones y
se dejaron en jaulas hasta que no mostraran signos de conciencia o dolor. Luego se
realizd un corte en 'V’ en el abdomen hasta llegar a las costillas y se extrajeron los
intestinos con cuidado. Se realiz6 el corte del diafragma e inmediatamente se prepar6
la jeringa de 21 a 25 G con 5 mL de capacidad y se realiz6 la puncion en el ventriculo
izquierdo del corazon para llegar a la auricula derecha haciendo un impulso de manera

diagonal. Finalmente, se colectaron entre 500 y 1000 uL de sangre total y fueron
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vertidos en viales preparados con EDTA. El higado fue retirado cuidadosamente para
mantener su morfologia y evitar dafios celulares, fueron colocados en papel encerado
y cubiertos en papel aluminio. Todos los tejidos fueron almacenados a -80°C en un
ultracongelador. El reactivo E.D.T.A. (Sigma, Cat No. E5134) (&cido
etilendiaminotetraacético) sal disddica para uso anticoagulante se prepard de acuerdo
a las especificaciones del fabricante. La concentracion final del stock del reactivo
E.D.T.A. sal disodica fue de 0.21 M (80 mg en un volumen final de 1 mL). Se tomaron
19 pL a partir del stock los cuales aportaban 1.5 mg del reactivo E.D.T.A. sal disddica
y se agregaron a viales de 2 mL. El fabricante reporta que la concentracion 6ptima
para uso anticoagulante es de 1.5 mg por mL de sangre. La capacitacion para aprender
la técnica de puncion cardiaca fue dirigida por el Dr. Humberto Astiazaran Garcia en

las instalaciones de la Universidad de Sonora.
Analisis del extracto de fresarico en polifenoles
Proximal

La determinacion de humedad, ceniza, grasa y proteina se realizé de acuerdo con los
métodos oficiales de andlisis descritos por la AOAC internacional (AOAC, 2019). El
contenido de carbohidratos se calculo por diferencia. y los resultados se muestran en
la Tabla 6. Los analisis proximales se realizaron en el Centro de Investigacién en
Alimentacion y Desarrollo, AC. Campus Hermosillo, en colaboracion con el M.C.

Orlando Tortoledo Ortiz.

Tabla 7. Analisis proximal del extracto de fresa rico en polifenoles.

Componente %
Proteina 6.2
Humedad 12.0
Cenizas 3.7
Grasa 1.8
Carbohidratos* 76.3

* Carbohidratos calculados por diferencia
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Determinacion de polifenoles totales y flavonoides

El método Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999) se utilizé para cuantificar el contenido
total de polifenoles en el extracto de fresa. Los compuestos fendlicos se determinaron
espectrofotométricamente a 750 nm utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma, Cat
No. F9252) y al &cido galico (Sigma, Cat No. 5995-89-8) como estandar. Brevemente,
las muestras del EFRP, estandares y blancos fueron preparados y estuvieron
presentes como soluciones. Un gramo del EFRP fue suspendido en 20 mL de metanol
al 60%, 1 mL de la muestra se diluyé en metanol al 60% en una relacion 1:10 v/iv. En
una microplaca se agregaron 30 pL de la solucién diluida, se afiadieron 150 pL del
reactivo Folin-Ciocalteu y 120 pL Na2COs (7.5 g/100 mL). La reaccién se dejd
transcurrir durante 30 minutos antes de su lectura en el espectofometro para
microplacas (ThermoFisher Scientific, Varioskan LUX). Se utiliz6 como blanco una
solucién libre de compuestos fendlicos (metanol al 60%). La curva de calibracién se
prepard a partir de una solucion con 10 mg de acido galico/10 mL de metanol al 60%,
se prepararon las diluciones con metanol al 60% para obtener las concentraciones de:
0.000, 0.010, 0.025, 0.050, 0.075, 0.100 y 0.250 mg de acido galico/ml. Los ensayos
se realizaron por triplicado y los resultados se reportan como miligramos equivalentes

de acido gélico (EAG)/g de muestra.

Los flavonoides se determinaron siguiendo la técnica de Siddhuraju & Beckcer (2003).
A 250 uL de extracto metandlico de EFRP diluido, se afiadieron 75 puL NaNO:2 (5 g/100
mL), se dejo reposar 5 minutos y se agregaron 75 puL de AICIs (10:100). Después de
agitar, se dejo reposar por 1 min, se afiadieron 500 pL de NaOH 1 M y 600 pL de agua
destilada. La mezcla se leyé en el espectofotometro (ThermoFisher Scientific,
Varioskan LUX) a 415 nm. La curva de calibracion se preparé a partir de una soluciéon
con 10 mg de catequina/10 mL de metanol al 60%, se prepararon las diluciones con
metanol al 60% para obtener las concentraciones de: 0.000, 0.010, 0.025, 0.050,
0.075, 0.100 y 0.250 mg de catequina/ml. Los ensayos se realizaron por triplicado y
los resultados se expresan como miligramos equivalentes de quercetina (EQ)/g de

muestra.
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Evaluacion de la actividad antioxidante del extracto de fresa

Preparacién de la muestra. Se colocé 1 g de EFRP en 20 mL de metanol acuoso (60:40
v/v), se mezclaron y homogenizaron. Posteriormente, el homogenizado fue sometido
a sonicacién por 30 min y centrifugado a 3000 g, 4°C por 15 min. La extracciéon
metandlica se repitié dos veces para asegurar la maxima extracciéon de los compuestos

(Chitindingu et al., 2006). Los extractos se conservaron a -20°C hasta su uso.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante del EFRP se us6 el método TEAC
(capacidad antioxidante equivalente al Trolox), el cual se basa en la reduccion de la
coloracion verde/azul (disminucion de la absorcion espectrofotométrica) producida por
la reaccion del radical cation ABTSe+ (2,2'-azino-bis [3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico]) con el antioxidante presente en la muestra (Re et al., 1999). Para generar
el radical cation ABTS++ se pesaron 19.2 mg de ABTS++ (Sigma, Cat No. 30931-67-0)
y se disolvieron en 5 mL de agua destilada. Posteriormente se agregaron 88 uL de una
solucién de persulfato de potasio 2.45 mM, la solucién se homogenizé y se incubd
durante 16 h en oscuridad a temperatura ambiente. Una vez formado el radical
ABTS-+ se diluyé con metanol hasta obtener un valor de absorbancia de 0.70 + 0.02
a 750 nm. El extracto metandlico del EFRP fue diluida con metanol al 60% (1:50 v/v),
en tubos de vidrio se mezclaron 20 pL de la muestra diluida de EFRP, con 2 mL del
radical cation ABTSe+, se homogenizaron y se dejé reaccionar durante 7 min.
Alicuotas de 250 pL fueron agregados en una microplaca de 96 pozos y se leyeron a
750 nm en un lector de placas (ThermoFisher Scientific, Varioskan LUX). La curva de
calibracion se preparo a partir de una solucion con 10 mg de Trolox/10 mL de metanol
al 60%, se prepararon las diluciones con metanol al 60% para obtener las
concentraciones de: 0.000, 0.010, 0.025, 0.050, 0.075, 0.100 y 0.250 mg de Trolox/ml.
El diferencial de absorbancia se transformé a porcentaje de inhibicion y se calculé la
actividad antioxidante en mg equivalente Trolox (ET)/mL mediante una curva de

calibracion de Trolox (analogo soluble de la vitamina E) (Pellegrini et al., 2003).

Para la evaluacion de la actividad antioxidante del EFRP también se emple6 el método

del radical DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), el cual se reduce en presencia de
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antioxidantes manifestandose un cambio de color en la solucién (Brand-Williams et al.,
1995). Para la preparacion del radical DPPH?e, se disolvieron 2.5 mg de DPPH- (Sigma,
Cat No. 1898-66-4) en 73.5 mL de metanol y se ajust6 el radical hasta obtener una
absorbanciade 0.70 £ 0.02 a 516 nm. Después de preparar y ajustar el radical DPPH?-,
fue mezclado con la muestra del EFRP. En una placa de 96 pozos, se afiadieron 20
UL del extracto metandlico del EFRP diluido con metanol al 60% 1:50 v/v y 280 pL del
radical DPPH+. La placa se incubd 30 min en oscuridad y temperatura ambiente,
posteriormente se leyd en un lector de placas (ThermoFisher Scientific, Varioskan
LUX) a 516 nm (Brand-Williams et al.,1995). La curva de calibracion se prepar6 a
partir de una solucidon con 10 mg de Trolox/10 mL de metanol al 60%, se prepararon
las diluciones con metanol al 60% para obtener las concentraciones de: 0.000, 0.010,
0.025, 0.050, 0.075, 0.100 y 0.250 mg de Trolox/ml. Los cambios en la absorbancia al
inicio y final de la reaccion fueron transformados a porcentaje de inhibicion. Los
resultados fueron expresados como la concentracion de los extractos en la cual se
inhibe el 50 % del radical DPPH« (EC50).

Determinacion de polifenoles en plasma

Preparacion de las muestras

El método de extraccion de polifenoles en plasma se desarrolld y adaptdé de
metodologias previamente publicadas (Banaszewski et al., 2013, Pilafova et al., 2018).
Brevemente, 150 pL de una solucién de &cido gélico (1 pg/mL) se afiadieron a 500 L
de plasma, seguido de 1000 puL de una solucién acetonitrilo 99.9%/acido férmico 0.1%,
se mezclé y dejé en incubacion a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 17,000 g, 4°C, 10 min, se separo el
sobrenadante y se filtré6 usando un filtro Millex-LG con poros de 0.2 um de didmetro
(Millipore). Las muestras se evaporaron hasta sequedad bajo una corriente suave de
nitrogeno (N2), las muestras se conservaron a -80 oC hasta su uso. Inmediatamente
previo a los analisis cromatograficos, las muestras se reconstituyeron en 700 uL de
metanol al 70% y se filtraron con membrana de nylon de 0.22 um. Del estudio 2 se

obtuvieron un total de 24 muestras de plasma (8 muestras por tratamiento). De cada
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muestra se colectaron 250 pL que fueron mezclados con otros 250 pL de otra muestra
del mismo tratamiento, para al finalizar obtener 4 muestras de 500 pL por cada
tratamiento (0, 18 y 24 y mg de EFRP), y analizar en total 12 muestras del estudio 2.
La eleccion para la combinacion de las muestras se realizO de manera aleatoria

utilizando el software Excel.
Anélisis HPLC/DAD y obtencién de fracciones de corrida

El analisis HPLC se realiz6 en un equipo 1260 agilent equipado con detector de arreglo
de diodos UV y una columna Kinetex C18 (250 x 4.6 mm, 5 um de tamafio de particula),
usando como solventes; agua 95%/acido formico 5% (A) y metanol grado HPLC (B)
con una tasa de flujo de 1 ml/min. La elucion por gradiente fue: 2% a 32% B en 30 min,
de 32% a 40% B hasta 40 min, y de 40% a 100% B hasta 55 min. El barrido de longitud
de onda fue desde los 250 hasta los 505 nm. Cabe mencionar que este paso permitié
la identificacion cualitativa de polifenoles en plasma, al comparar los tiempos de
retencion y los espectros de absorcion con la literatura disponible, mientras que la
cuantificacion de los metabolitos de polifenoles se realiz6 por LC-QTOF-MS (ver
abajo). Este andlisis se realiz6 en colaboracion con Dra. Maribel Ovando Martinez, en
el laboratorio de biotecnologia de lipidos del Departamento de Investigaciones

Cientificas y Tecnoldgicas de la Universidad de Sonora.
Andlisis cualitativo ESI- QTOF-MS de polifenoles en plasma

Durante el analisis HPLC/DAD se colectaron 6 fracciones durante los intervalos de 3 -
5 min, 14.5 - 16.5 min, 37 - 40 min, 45 - 47 min, 45 - 58 min y 50 - 54 minutos para su
posterior analisis por espectrometria de masas con ionizacion por electrospray
acoplado a un analizador de tiempo de vuelo (ESI- QTOF-MS). Para el analisis ESI-
QTOF-MS con inyeccion de flujo directo, se usd el equipo (Varian 500 MS
Spectrometer), los resultados se utilizaron para establecer el perfil de polifenoles de
las muestras de plasma. Las fracciones obtenidas a partir del analisis HPLC/DAD
fueron inyectados a un flujo de 10 pL/min en condiciones de ionizacién positivas (ESI+)
y negativas (ESI-) con voltaje de pulverizacion de iones de 6000 V, y una temperatura

capilar de 350°C. Los datos fueron recolectados en modo de escaneo completo dentro
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de los rangos de 70 a 2000 m/z y MSz. La identificacion de los compuestos se llevo a
cabo usando bases de datos disponibles (spectra.psc.riken.jp/ y massbank.eu), asi
como reportes de estudios previos de compuestos fendlicos de fresa. Este analisis fue
llevado a cabo en colaboracion con Dra. Maribel Ovando Martinez, en el laboratorio de
biotecnologia de lipidos del Departamento de Investigaciones Cientificas y

Tecnoldgicas de la Universidad de Sonora.
Analisis cuantitativo por LC-QTOF-MS de polifenoles en plasma

El andlisis se realiz6 con un equipo de cromatografia liquida, Agilent serie 1290
acoplado a un equipo Agilent 6540 UHD Cuadrupolo tiempo-de-vuelo (Q-tof) de masa
precisa LC/MS. La separacion de los metabolitos de los compuestos fendlicos
extraidos del plasma se realiz6 con una columna Zorbax SD C18 (1.8 um, 2.1 mm x
50 mm, Agilent Technologies), a 30 ° C. La fase movil consistié en acido formico al
0.1% (solvente A) y acetonitrilo 99.9 %/acido formico 0.1% (solvente B). Las
condiciones de la elucion por gradiente fueron las siguientes: 3% B (0 min a 1 min),
3% - 97% B (1 min a 10 min), 3% B (10 min a 15 min), con procesamiento posterior de
4 min. La velocidad de flujo y el volumen de inyeccién fueron 0.4 mL/min y 20 pL,
respectivamente. El analisis QTOF, operé en modo de ionizacién por electrospray
negativa (ESI-) y positiva (ESI +), con un flujo de gas N2 de 10 L/min, voltaje capilar de
4.000 V, valores de energia de colision m/z 100, 20 eV; m/z 500, 30 eV; m/z 1000, 35
eV; gas nebulizador a 30 Psiy una temperatura de gas de 300 ° Cy 7 L/min y energia
de fragmentacion de 125 V. Las longitudes de onda de referencia de seleccion en
DAD fueron 280 nm, 320 nm y 501 nm con un ancho de banda de 4.0 nm. Los datos
de MS/MS se recopilaron en modo de exploracion completa desde m/z 100 - 1000.
Los compuestos quercetina-3-glucurénido, luteolin-6-c-glucésido, isorhamnetin-3-o-
glucésido, pelargonidin-3-o-glucésido, acido p-cumarico y 4&cido ferdlico se
cuantificaron usando estandares comerciales. La identificacion provisional de los
compuestos se baso en estudios previos que informaron el mismo tipo de compuestos
fendlicos y el Andlisis Cualitativo Agilent MassHunter (B.05.00), lo que permitié la
identificacion de compuestos especificos mediante una busqueda por férmula quimica.

Otra base de datos disponible utilizada fue spectra.psc.riken.jp/ y massbank.eu. Este
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analisis se realiz6 en North Dakota State University, ND, USA, por las Dras. Alice Fujita
y Senay Simsek. Las muestras fueron enviadas por paqueteria en condiciones frias

con geles.
Analisis estadistico

Grupos de 8 o 10 ratones/tratamiento fueron evaluados durante todo el estudio. Los
datos se presentan como media = error estandar en variables con distribucién normal
y mediana (rango intercuartil [RIQ]) en variables no paramétricas. El efecto en los
valores de glucosa e insulina postprandial se evalu6 por medio de curvas de glucosa
e insulina postprandial (0 — 120 min). Usando la regla trapezoidal (Allison et al., 1995),
se calcularon los valores para area bajo la curva (AUC), e incremento del area bajo la
curva (IAUC) en los tiempos 0 - 30, 0 - 60 y 0 - 120 min. Se evaluaron también los
valores de concentracion maxima (Cmax) y tiempo maximo (Tmax) para alcanzar la Cmax.
Los datos se analizaron con el software GraphPad Prism version 7.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA). Para la comparacion de grupos se uso la prueba t-Student
para determinar cambios en la ganancia de peso corporal y el andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias con medidas repetidas para determinar los cambios en la
concentracion de glucosa postprandial (mg/dL), empleando como factor el tiempo.
Para los cambios en AUC, iIAUC y Cmax, su uso el ANOVA de una via. Se emple¢ la
prueba post hoc Dunnett para evaluar los efectos del tratamiento del EFRP comparado
con el control. Se utilizo la prueba no paramétrica de Friedman para Tmax. El valor de

P < 0.05 se consideré de significancia estadistica.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar si un extracto de fresa rico en
polifenoles posee efectos hipoglucemiantes en ratones expuestos a dieta alta y baja
en grasa. Los resultados muestran que la administracion de 18 y 24 mg del extracto
de fresa rico en polifenoles disminuyé la concentracion de glucosa postprandial, desde
el minuto 30 hasta las 2 horas posteriores a la administracion del extracto, en una
prueba de tolerancia oral a la glucosa, en los ratones alimentados con dieta alta en

grasa

Ganancia de peso corporal

Durante once semanas, un total de 110 ratones macho de la cepa C57BL/6N fueron
expuestos a dos tipos de dietas especiales: alta en grasa (AG) y baja en grasa (BG).
Al inicio del protocolo con las dietas especiales, el peso de los ratones del estudio de
6 y 12 mg del EFRP no mostré diferencias significativas al comparar los grupos
asignados a la dieta baja o alta en grasa (BG: 23.8 + 0.2 g, AG: 23.8 + 0.3 g, P =0.96),
de manera similar, el peso de los ratones del estudio de 18 y 24 mg del EFRP tampoco
mostro diferencias significativas al inicio del protocolo con dietas especiales (BG: 34.8
+0.79,AG:33.5+0.7 g, P =0.23) (Figura 8).

Durante las 11 semanas del protocolo con las dietas especiales se observé un mayor
peso en los ratones de los grupos AG de ambos estudios (Figura 9). Al finalizar el
protocolo de 11 semanas con las dietas especiales, la ganancia de peso fue mayor en
los ratones expuestos a la dieta alta en grasa tanto en el estudio 1: 6 y 12 mg del EFRP
(BG: 14.7£0.99, AG:17.0 £ 0.3 g, P =0.020), como en el estudio 2: 18 y 24 mg del
EFRP (BG: 3.5+0.3 g, AG: 4.7 £+ 0.1 g, P =0.0007) (Figura 10). El modelo de raton
con obesidad inducida con dieta alta en grasa es distintivo en aumento de peso
corporal, alteraciones en los niveles de glucosa en ayuno, e intolerancia a la glucosa
como se pudo mostrar aqui y en estudios previos (Chuang et al., 2012, Haufe et al.,
2016, Takacs et al., 2020). Como se esperaba, al finalizar el periodo de 11 semanas
con dietas especiales los ratones en los grupos de dieta alta en grasa ganaron mas

peso que los ratones con dieta baja en grasa. Estos resultados estan en concordancia
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con los reportados por Overall et al. (2017) quienes mostraron que los ratones de la

misma cepa (C57BL/6) expuestos a dieta alta en grasa ganaron mas peso que

aquellos con dieta baja en grasa.
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Figura 8. Peso inicial de los ratones de la cepa C57BL/6N en los estudios 1y 2. A)
Comparacion entre los grupos con dietas especiales en el estudio de 6 y 12 mg del
extracto de fresa rico en polifenoles. B) Comparacion entre los grupos con dietas
especiales en el estudio de 18 y 24 mg del extracto de fresa rico en polifenoles. Los
datos son presentados como medias * error estandar. Se utilizé la prueba t-student
no pareada para determinar diferencias estadisticas.
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Figura 9. Ganancia de peso corporal en el curso de las 11 semanas con dietas
especiales. Las curvas en color gris representan el peso de los ratones en los grupos
que recibieron la dieta baja en grasa. Las curvas en negro representan el peso de los
ratones en los grupos que recibieron la dieta alta en grasa. A) Peso corporal de los
ratones del estudio 1 de 6 y 12 mg del extracto de fresa. B) Peso corporal de los
ratones del estudio 2 de 18 y 24 mg. Los datos son presentados como media + error
estandar.
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Figura 10. Diferencias en ganancia de peso corporal después de 11 semanas con las
dietas especiales.A) Diferencia de peso entre los ratones alimentos con dieta baja o
alta en grasa del estudio de 6 y 12 mg. B) Diferencia de peso entre los ratones
alimentos con dieta baja o alta en grasa del estudio de 18 y 24 mg. Diferentes letras
minusculas significan diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05) entre los
grupos. Los datos son presentados como media * error estandar. Se utilizo la prueba
t-student no pareada para determinar diferencias estadisticas.
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Consumo de alimento y calorias

Durante las 11 semanas con dietas especiales, se analizé el consumo de alimento y
calorias. Laingesta de alimento en los ratones de la cepa C57BL/6N, del estudio 1 (6
y12 mg EFRP), fue mas alta en los grupos con dieta alta en grasa que en los ratones
con dieta baja en grasa, AG: 4.9 g (RIQ: 4.1 - 5.6 g) y BG: 4.2 g (RIQ: 3.9 — 4.6) g,
respectivamente (P < 0.0001). Asimismo, el consumo de energia refleja el consumo
de alimento, en el estudio 1, los ratones con dieta alta en grasa consumieron mas
energia que los ratones con dieta baja en grasa: AG: 25.0 kcal (RIQ: 21.3 — 28.9 kcal)
y BG: 16.1 kcal (RIQ: 14.7 — 17.4 kcal), respectivamente (P < 0.0001) (Tabla 7).
Contrariamente al estudio 1, en el estudio 2 (18 y 24 mg EFRP), los ratones con dieta
baja en grasa consumieron mas alimento que aquellos con dieta alta en grasa, BG: 4.5
g (RIQ,3.9-5.39g)yAG:3.8g(RIQ, 3.1 -4.2 g), respectivamente (P <0.0001). Sin
embargo, el consumo de energia, debido al aporte calérico por gramo de alimento, fue
mayor en los ratones con dieta alta en grasa que en los ratones con dieta baja en
grasa: AG: 19.7 kcal (RIQ, 159 — 21.5) y 16.9 kcal (RIQ, 14.6 — 20.0 kcal),
respectivamente (P = 0.0017) (Tabla 7). Se puede deducir que el aumento de peso
significativamente mayor en los ratones con dieta alta en grasa comparados con los
ratones con dieta baja en grasa se debe al incremento en el consumo de calorias
proporcionados por gramo de dieta, AG: 5.1 kcal y BG: 3.8 kcal, respectivamente.
Ademas, en el estudio 1 se observé mejor aceptabilidad por la dieta alta en grasa que
por la dieta baja en grasa, mientras que en el estudio 2, los ratones con dieta baja en
grasa consumieron mas alimento por dia que aquellos con dieta alta en grasa, no
obstante, el consumo de calorias seguia siendo mayor en los ratones con dieta alta en
grasa. Existen estudios que demuestran que los ratones con dieta alta en grasa suelen
tener mejor aceptabilidad por la dieta que aquellos ratones con dieta baja en grasa
(Wu et al., 2014).

La obesidad y la hiperglucemia postprandial se han reconocido como factores de
riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2, y el mejoramiento de las concentraciones

de glucosa postprandial es un objetivo importante en la prevencién de la enfermedad.
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Tabla 8. Consumo diario de alimento y energia en ratones de la cepa C57BL/6N

durante el protocolo de once semanas con dietas especiales.

Estudio de 6y 12 mg del EFRP

Dieta baja en grasa Dieta alta en grasa
Consumo
Mediana RIQ Mediana RIQ P
Alimento (g) 4.2 3.9-46 4.9 41-5.6 <0.0001
Energia (kcal) 16.1 14.7-17.4 25.0 21.3-28.9 < 0.0001
Estudio de 18 y 24 mg del EFRP

Alimento (g) 4.5 3.9-53 3.8 3.1-4.2 <0.0001
Energia (kcal) 16.9 14.6 — 20.0 19.7 159-215 0.0017

Todos los valores son presentados como medianas y rango intercuartil RIQ (Percentil 25 — Percetil
75). Las diferencias significativas del consumo de alimento y calorias fueron evaluadas con la prueba
no paramétrica Mann-Whitney test.
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Varios modelos in vivo de enfermedades han sido satisfactoriamente creados para el
estudio de tratamientos relacionados con enfermedades metabdlicas. Un modelo
comunmente utilizado, son los ratones con obesidad inducida con dieta alta en grasa
de la cepa C57BL/6, la cual se caracteriza por ganancia de peso rapida debido al
incremento en la ingesta dietaria combinado con eficiencia metabdlica disminuida
(Nagy & Einwallner, 2018).

Glucosa en ayuno

En el estudio de 6 y 12 mg del EFRP los ratones alimentados con dieta baja en grasa
presentaron valores de glucosa en ayuno mas elevados que aquellos alimentados con
dieta alta en grasa, BG: 214.2 £+ 7.5 mg/dL y AG: 168.1 + 8.4 mg/dL, respectivamente
(P = 0.0002) (Tabla 8), la diferencia de medias fue de 46.1 + 11.3 mg/dL (95% IC,
23.38 - 68.81). Burcelin et al. (2002) demostraron que ratones de la cepa C57BL/6
después de ser alimentados con dieta alta en grasa por 12 semanas podian ser
clasificados en 3 fenotipos, basados en el peso corporal y los niveles de glucosa en
sangre: diabéticos obesos, diabéticos delgados y delgados no diabéticos. Ellos
demostraron que los ratones delgados no diabéticos alimentados con dieta alta en
grasa tenian niveles de glucosa en ayuno similares a los ratones alimentados con dieta
baja en grasa. A través de una evaluacion de recambio de glucosa (tasa de utilizacion
de glucosa), se demostrd que los ratones delgados no diabéticos tenian la capacidad
de disminuir significativamente el nivel de glucosa en sangre comparado con el grupo
de ratones que recibieron la dieta baja en grasa. No obstante, en los ratones obesos
diabéticos la tasa de utilizacion de glucosa se redujo en un 60 % comparado con el
grupo que recibi6 la dieta baja en grasa. En el estudio de 18 y 24 mg del EFRP, los
ratones alimentados con dieta baja en grasa mostraron valores menores de glucosa
en sangre en ayuno comparado con los ratones alimentados con dieta alta en grasa,
BG: 163.4 + 7.6 mg/dL y AG: 196 = 7.9 mg/dL, respectivamente (P = 0.004) (Tabla 8).
La diferencia de medias en la glucosa en sangre en ayuno fue de 32.6 £ 11.1 mg/dL
(95% IC, 10.46 — 54.79).
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Tabla 9. Glucosa en ayuno de los ratones de los estudios 1 y 2, después de once

semanas con dietas especiales.

Estudio de 6 y 12 mg del EFRP

Dieta baja en Dieta alta en P
grasa grasa
Glucosa en ayuno 2142 +75 168.1 + 8.4 0.0002
(mg/dL)
Estudio de 18 y 24 mg del EFRP
Glucosa en ayuno 163.4+7.6 196 + 7.9 0.0040

(mg/dL)

Todos los valores son presentados como medias + error estandar. Se utilizo la prueba t-student
no pareada para determinar diferencias estadisticas entre los grupos con dieta baja en grasa y

alta en grasa para ambos estudios.
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Una de las razones por los cuales se desarrollé este fendmeno se puede deber a que
la cepa de ratdbn C57BL/6 es reconocido por ser mas reactiva que otras cepas de
ratones a la dieta alta en grasa y provocar cambios en la sensibilidad a la insulina

(Nagy and Einwallner, 2018) .

Estudio 1: Efecto de las dosis de 6 y 12 mg del EFRP sobre la

glucosa postprandial

Prueba de tolerancia oral a la glucosa

El aumento rapido de los casos de obesidad se ha acompafiado por un incremento
similar de casos de resistencia a la insulina y diabetes tipo 2. Por ejemplo,
aproximadamente el 90 % de las personas con diabetes tipo 2 presentan sobrepeso y
cerca del 50 % son obesos, lo que sugiere una fuerte relacion entre ambas condiciones
patolégicas. En algunos estudios se ha observado que los frutos rojos o las
antocianinas de frutos rojos tienen la capacidad de disminuir la glucosa postprandial
después de una PTOG (Rojo et al., 2012, Takacs et al., 2020). Nuestro grupo de
trabajo evalud las dosis de 6 y 12 mg de un extracto de fresa rico en polifenoles sobre
la glucosa posprandial en ratones de la cepa C57BL/6N alimentados con dieta alta o
baja en grasa, sin embargo, en el estudio 1 no se observé un efecto del EFRP sobre
la glucosa postrandial (Figura 11). Resultados similares fueron reportaros por
Parelman et al. (2012), quienes demostraron que la suplementaciéon con fresa en
ratones de la cepa C57BL/6 con dieta alta o baja en grasa, disminuyo los niveles de
glucosa en no ayuno, pero no mejoro la tolerancia a la glucosa durante una prueba
intreperitonial de tolerencia a la glucosa. Los posibles motivos por los cuales las dosis
de 6y 12 mg del EFRP no provocaron efectos sobre la glucosa postprandial se puede
deber a las dosis de antocianinas aportadas por ambas dosis. El fabricante del
extracto de fresa reporté que un gramo del extracto aporta alrededor de 8.27 mg de
antocianinas, por lo que las dosis de 6 y 12 mg del EFRP aportaron aproximadamente

0.05y 0.10 mg de antocianinas, respectivamente.
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Figura 11. Efectos de las dosis de 0, 6 y 12 mg del extracto de fresa rico en polifenoles
sobre la concentracion de glucosa postprandial en ratones de la cepa C57BL/6N. A)
dieta baja en grasa, B) dieta alta en grasa (n=10). Los datos son presentados como
medias + error estandar. La prueba ANOVA de dos vias con medidas repetidas fue
utilizada para determinar diferencias estadisticas.

65



En otro estudio (Chuang et al., 2012) publicaron los efectos hipoglucemiantes de un
extracto de uva sobre ratones alimentados con dieta alta en grasa, no obstante, la
dosis que administraron a los ratones aportdé aproximadamente 2.77 mg de

antocianinas, valor mucho mayor que lo empleado en el estudio 1.
Concentracion méaxima de glucosa postprandial

Se sabe que la hiperglucemia postprandial es una de las principales anormalidades de
la homeostasis de la glucosa asociadas con diabetes tipo 2 y es marcadamente
exacerbada en pacientes con diabetes con hiperglucemia en ayuno. La concentracion
maxima de glucosa posprandial (Cmax) indica el momento en que la glucosa
postprandial se encuentra en su concentracion mas elevada en uno de los tiempos de
medicion.  En una revision de la Asociacion Americana de Diabetes (American
Diabetes, 2018) se menciona que el pico de glucosa en individuos sin diabetes llega
alrededor de los 60 min después de un alimento, rara vez excede de 140 mg/dL, y
regresa a niveles preprandiales dentro de 2-3 h. Estudios han demostrado que los
frutos rojos o las antocianinas de frutos rojos pueden disminuir la concentracion
maxima de glucosa postprandial (Anhé et al., 2015, Castro-Acosta et al., 2016b,
Chuang etal., 2012, Schell etal., 2017, Torronen et al., 2012). No obstante, en nuestro
estudio, las dosis de 6 y 12 mg del EFRP no provocaron cambios en la concentracion
maxima de glucosa postprandial en ratones alimentados con dieta alta o baja en grasa
(Figura 12). De manera similar, ensayos en humanos han resaltado que 600 mg de
antocianinas de grosella negra administrados en bebidas no disminuyeron la
concentracion maxima de glucosa postprandial, pero si provocaron una disminucion
de glucosa postprandial en los primeros 30 min tras el consumo de un alimento rico en
carbohidratos comparado con el grupo control que no recibié la bebida con las
antocianinas (Castro-Acosta et al., 2016b). Aungue, otros estudios si demostraron que
una comida que contenia una mezcla de fresa, arandano y grosella negra (150 g) en
su composiciéon provocéd una reduccion significativa de la concentracion maxima de
glucosa postprandial, asi como, una clara diferencia en la forma de la curva de glucosa
con disminucion significativa en la fase temprana postprandial (15 min) (Torronen et
al., 2012).
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Figura 12. Cmax de glucosa postprandial en ratones administrados con 0, 6 y 12 mg
del extracto de fresa en la prueba de tolerancia oral a la glucosa. A) Ratones con dieta
baja en grasa. B) Ratones con dieta alta en grasa. La prueba ANOVA de una via fue
utilizada para determinar diferencias estadisticas.
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Tiempo maximo para alcanzar la Cmax de glucosa postprandial

Ademas de disminuir la concentracibn maxima de glucosa postprandial, otras
estrategias terapéuticas se han enfocado en el retraso de la absorcion de glucosa
expresado a través del tiempo maximo (Tmax) para alcanzar la concentracion maxima
de glucosa postprandial. Las dosis de 6 y 12 mg del extracto de fresa no provocaron
cambios considerables en el tiempo maximo (Tmax) para alcanzar la concentraciéon
maxima en los ratones que recibieron una dieta baja en grasa al compararlos con el
grupo control que recibio la solucion vehiculo (agua). De manera similar, las mismas
dosis no ocasionaron cambios estadisticamente sobre el Tmax significativos en ratones
alimentados con dieta alta en grasa (Figura 13). El valor del Tmax indica la velocidad
de absorcién de glucosa a través del intestino y que, a su vez, se expresa en el
aumento de la concentracion de glucosa en plasma. Es decir, el tiempo en el cual se
alcanza la concentracion maxima de glucosa postprandial, ese se representa como el
tiempo maximo. EIl control de la hiperglucemia postprandial ha sido sugerido como
una medida importante en la prevencion y manejo de diabetes tipo 2. Algunos
farmacos como la acarbosa, un inhibidor de la enzima a-glucosidasa tiene la funcion
de retrasar la liberacion y asi, la absorcion de glucosa en intestino. A través de un
estudio de relacion estructura y actividad llevado a cabo por Xu et al. (2018)
demostraron que las antocianinas, principalmente perlargonidinas, poseen efectos
inhibitorios de la enzima a-glucosidasa similares a los efectos de la acarbosa. No
obstante, los inhibidores de la enzima a-glucosidasa tienen la limitacion de que su
funcidn solo se da sobre fuentes ricas en almidéon, por lo que otras fuentes ricas en
otros tipos de carbohidratos (p.ej. sacarosa o fructosa) no tiene efecto sobre ellas,
ademas no evita la hiperglucemia cuando grandes cantidades de glucosa son
liberados en el intestino delgado como monosacérido. Por otra parte, la inhibicion de
transportadores que controlan la absorcion intestinal de glucosa podria conducir a la
disminucion del aumento de glucosa en plasma y subsecuentemente la secrecion de
insulina después de la ingesta de un alimento rico en carbohidratos, los enfoques
terapéuticos sobre la inhibicion de los transportadores de glucosa emergen como una

opcion para el tratamiento de personas con diabetes tipo 2 (Schulze et al., 2014).
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Figura 13.Tmax para alcanzar la Cmax de glucosa postprandial en ratones expuestos a
las dosis de 0 (Control), 6 y 12 mg del extracto de fresa en la prueba de tolerancia oral
a la glucosa. A) Ratones con dieta baja en grasa. B) Ratones con dieta alta en grasa.
Los datos son presentados son mediana y rango intercuartil. La prueba de Friedman
fue utilizada para determinar diferencias estadisticas.

69



Un estudio demostré a través de ensayos en la linea celular Caco-2 y ex vivo, en tejido
yeyunal de ratdon, que la antocianina delfinidina afectaba la absorcion de glucosa a
través de la inhibicién del transportador de glucosa acoplado a sodio 1 (SGLT1)
(Hidalgo et al., 2017). Asimismo, un extracto de grosella negra demostré tener
actividad inhibitoria sobre transportadores de glucosa SGLT1 y GLUT2 (Castro-Acosta
et al.,, 2017). Asi, en nuestro estudio se evalud el tiempo maximo para alcanzar la
concentracion maxima de glucosa postprandial para tratar de acercarnos a posibles
mecanismos involucrados en la reduccion de la glucosa postprandial, tal como la
inhibicion de los transportadores de glucosa, sin embargo no se observaron cambios
significativos en ninguno de los grupos de ratones que recibieron la dieta alta o baja
en grasa al comparar al conjunto de ratones tratados con las dosis de 6 y 12 mg del

EFRP, con el control que solo recibio la solucion vehiculo.
Area bajo la curva e incremento del area bajo la curva de glucosa postprandial

Aunque las dosis de 6 mg y 12 mg del extracto no provocaron cambios
estadisticamente significativos sobre la curva de la prueba de tolerancia oral a la
glucosa y la concentracibn maxima de glucosa postprandial, se realizé el analisis de
las areas bajo de la curva (AUC) y el incremento del area bajo la curva (IAUC) en
diferentes tiempos. No se observaron disminuciones significativas en ambos
parametros, en ninguno de los grupos (AG y BG) con ninguna de las dosis del EFRP
(0, 6y 12 mg) (Tablas 9y 10). Sin embargo, la dosis mas alta en este estudio (12 mg)
mostro una tendencia hacia la disminucion de los niveles de glucosa postprandial,
reflejada en el IAUC 0 - 15 miny 0 - 30 min (P = 0.1456 y 0.1861, respectivamente),
en ratones alimentados con dieta alta en grasas (Tabla 10). El iAUC se ha utilizado
para describir adecuadamente la respuesta glucémica a los alimentos (Sakaguchi et
al., 2016). Ademas, el AUC e iAUC, son indices de utilizacién completa de glucosa
después de una carga de glucosa, y han sido ampliamente utilizado para calcular el
indice glucémico de los alimentos y para evaluar la efectividad de farmacos para
mitigar la hiperglucemia postprandial (Sakaguchi et al., 2015).
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Tabla 9. AUC de glucosa postprandial en el estudio de 0, 6 y 12 mg de EFRP.

Glucosa AUC (mg/min * dL)

Térennsnp)o Extracto de fresa
0 mg 6 mg P1 12 mg P2

Dieta baja en grasa

0-15 4622 + 97 4079 + 288 0.1317 4122 + 256 0.3025
0-30 5660 + 274 5055 + 442 0.1529 5235+ 413 0.6853
0-60 10535 + 739 9200 + 916 0.1130 10085 + 1043 0.9288
0-90 8991 + 723 7908 + 952 0.3017 9185 + 1223 0.9876
0-120 7875+ 738 6534 + 880 0.2021 7809 + 1236 0.9986
Dieta alta en grasa

0-15 3448 + 224 3688 + 218 0.8039 3503 + 303 0.9871
0-30 4622 + 301 4688 + 268 0.9891 4306 + 421 0.8307
0-60 8340 + 763 8725 + 830 0.9476 8013 +1043 0.9719
0-90 6830 + 832 7598 + 996 0.8343 7163 + 959 0.9692
0-120 6050 + 731 6543 £ 877 0.9112 6287 £ 978 0.9822

Todos los valores son presentados como medias

+

error estandar, n=10. Las significancias

estadisticas en la concentracion de AUC de glucosa postprandial fueron evaluados por ANOVA de
una via y comparacion multiple, post hoc (Dunnet-test). 1 es la comparacién 0 mg vs 6mg y 2 0 mg vs

12 mg.
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Tabla 10. iIAUC de la glucosa postprandial en el estudio de 0, 6 y 12 mg de EFRP.

Glucosa iAUC (mg/min * dL)

'(I'rine;r:]”l)po Extracto de fresarico en polifenoles
0 mg 6 mg P1 12 mg P2

Dieta baja en grasa

0-15 3004 + 544 3110 + 469 0.9517 3381 + 537 0.8792
0-30 3004 + 544 3110 + 469 0.9517 3381 + 537 0.8792
0-60 6260 + 1383 6285 +1108 0.9995 7490 + 1436 0.8113
0-90 3351 + 2096 4091 + 1556 0.8707 6576 + 2399 0.5659
0-120 -1712 + 2509  -454.5 + 1934 0.8040 3174 £ 3245 0.4506
Dieta alta en grasa

0-15 1162 + 140 1020 + 75 0.6476 953.3+93 0.1456
0-30 3497 + 346 3039 + 161 0.5073 2709 + 358 0.1861
0-60 7263 + 718 6428 + 540 0.6568 5623 + 1163 0.5240
0-90 9520 + 1192 8689 + 1208 0.8641 7686 + 1974 0.7550
0-120 10997+ 1609 9896 + 1771 0.8735 8873 + 2864 0.8261

Todos los valores son presentados como medias + error estandar, n=10. Las significancias
estadisticas en la concentracién de iIAUC de glucosa postprandial fueron evaluadas por ANOVA de
una via y comparacion mdltiple, post hoc (Dunnet-test). 1Es la comparacién 0 mg vs 6 mg y 20 mg vs

12 mg.
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Aungue las dosis de 6 y 12 mg del EFRP no provocaron cambios estadisticamente
significativos en la PTOG, Cmax y Tmax, nuestros resultados muestran una inclinacion
hacia la baja en los valores del iIAUC tempranos (0 - 15y 0 - 30 min), comparados con
la dieta baja en grasa. Estos resultados nos permitieron pensar en efectos
prometedores al utilizar concentraciones méas elevadas del extracto de fresa rico en

polifenoles en el mismo modelo animal de obesidad inducida con dieta alta en grasa.
Insulina sérica

Similar a la respuesta desarrollada en la prueba de tolerancia oral a la glucosa, las
dosis de 6 y 12 mg del EFRP no redujeron los niveles de insulina postprandial en
ninguno de los puntos de tiempo en ratones con dieta alta en grasa (P=0.49) o con
dieta baja en grasa (P=0.09) (Figura 14). No obstante, existen estudios que han
demostrado la paridad de respuestas tanto en glucosa como en insulina postprandial.
Anhé et al. (2015) demostraron que un extracto de cereza disminuyo tanto la glucosa
como la insulina postprandial. En otro estudio también se demostro la disminucion de
la insulina postprandial provocado por una mezcla de frutos rojos y dichas respuestas

fueron vinculadas con el aumento de la incretina GLP-1 en los grupos tratamiento.

73



>

= cControl

0.5 7 =~ Tx6mg
- & Tx 12 mg
E o
(2]
c
[ 0.3
L
‘O
o 0.2
©
£
S 0.1 9
7]
c
0.0 T T T T 1
0 15 30 60 90 120
Tiempo (min)
B) —#= cControl
0.3 1 - Tx 6 mg
i
1S
=
o
c
~ 0.
©
°
‘O
[%2]
@ 0.
£
= 1
(%]
c
0.0 T T T T 1
0 15 30 60 90 120

Tiempo (min)

Figura 14. Concentraciones de insulina sérica postprandial. A) Ratones alimentados
por 11 semanas con dieta baja en grasa. B) Ratones alimentados por 11 semanas con
dieta alta en grasa. Los datos son presentados como medias * error estandar, n=10.
P >0.05
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Estudio 2: Efecto de las dosis de 18 y 24 mg del EFRP sobre la

glucosa postprandial
Prueba de tolerancia oral a la glucosa

Para nuestro conocimiento este es el primer estudio que demuestra efectos
hipoglucemiantes de un extracto de fresa sobre ratones con obesidad inducida con
dieta alta en grasa tras una prueba de tolerancia oral a la glucosa. En los ratones
alimentados con dieta alta en grasa, la coadministracién de las dosis de 18 y 24 mg
del extracto de fresa con la solucién con glucosa redujo significativamente la glucosa
postprandial a partir en los puntos 30 (P < 0. 05), 60, 90 y 120 min (P < 0.01)
comparado con el grupo control (0 mg de EFRP) (Figura 15 B). Algunas
investigaciones han demostrado que el consumo de frutos rojos, incluido fresa o
extracto de fresa, reducen la concentracion de glucosa postprandial en modelos
animales, principalmente en ratones de la cepa C57BL/6 (Anhé et al., 2015, Haufe et
al., 2016, Takacs et al., 2020). En nuestro estudio, los ratones del grupo BG y que
recibieron las dosis de 18 o 24 mg del EFRP seguido de la carga oral de glucosa, no
mostraron cambios significativos en la concentracion de glucosa postprandial, Cmax,
Tmax, € IAUC cuando fueron comparados con el grupo control (0 mg de EFRP) (Figura
15 A). Resultados similares fueron reportados por Parelman et al. (2012), quienes
examinaron el efecto sobre la tolerancia a la glucosa en ratones de la cepa C57BL/6J
alimentados con dieta baja y alta en grasa, de la administracién crénica a un extracto
de fresa, no se vieron cambios significativos en la glucosa postprandial después de
una prueba de tolerancia intraperitoneal a la glucosa. El efecto de los frutos rojos o
antocianinas de frutos rojos sobre la modulacion de la respuesta glucémica es amplio.
Como se mencioné anteriormente, los efectos van desde inhibicion de las enzimas a-
amilasa y a-glucosidasa, involucradas en la digestion de carbohidratos, inhibicion de
transportadores de glucosa SGLT1, GLUT1, y SGLT2, estimulacion de la secrecion de
incretinas GIP y GLP-1, liberacion de insulina, aumento en la sensibilizacion a la
insulina, entre otros (Akkarachiyasit et al., 2011, Castro-Acosta et al., 2016b, Hong et
al., 2013, Manzano & Williamson, 2010, Torronen et al., 2012).
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Figura 15. Efectos de las dosis de 0, 18 y 24 mg del extracto de fresa rico en
polifenoles sobre la concentracion de glucosa postprandial en ratones de la cepa
C57BL/6N. (n= 8 por grupo). A) Dieta baja en grasa, B) Dieta alta en grasa. Los datos
son presentados como medias * error estandar. Las diferencias estadisticas fueron
evaluadas con ANOVA de dos vias con mediciones repetidas, comparaciéon multiple
entre los grupos tratamiento y control (post hoc Dunnett). * P <0.05, **P < 0.01.
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Concentracion méaxima de glucosa postprandial

En ratones con dieta baja en grasa, las dosis de 18 y 24 mg del extracto de fresa no
provocaron cambios considerables en los picos de glucosa o concentracion maxima
de glucosa postprandial (Cmax) comparados con el grupo control que sélo recibio la
solucién vehiculo (agua) (Figura 16 A). Sin embargo, los cambios provocados por las
dosis de 18 y 24 mg de EFRP en la prueba de tolerancia oral a la glucosa, en el grupo
con dieta alta en grasa, se muestran reflejados en la concentracion maxima de glucosa
postprandial. La Cmax de glucosa fue disminuida por el tratamiento con 18 mg (319.1
+21.9 mg/dL) y 24 mg (322.5 + 26.5 mg/dL) del extracto de fresa, comparado con el
grupo control que recibié 0 mg (434.6 £ 45.2 mg/dL) (P = 0.0333), en ratones que
recibieron dieta alta en grasa (Figura 16 B). En general, varios estudios sugieren que
la fresa 0 sus extractos tienen efectos antidiabéticos debido a su contenido de

antocianinas (Paquette et al., 2017, Prior et al., 2008, Takacs et al., 2020).
Tiempo maximo para alcanzar la Cmax de glucosa postprandial

Las dosis de 18 y 24 mg del extracto de fresa no provocaron cambios significativos en
el tiempo méximo (Tmax) para alcanzar la concentracion méaxima en los ratones que
recibieron una dieta baja en grasa al compararlos con el grupo control. De manera
similar, las mismas dosis no ocasionaron cambios estadisticamente significativos

sobre el Tmax en ratones alimentados con dieta alta en grasa (Figura 17).
Area bajo la curva e incremento del area bajo la curva de glucosa postprandial

Las dosis de 18 y 14 mg del extracto de fresa no provocaron cambios considerables
en el area bajo la curva (AUC) o en los incrementos del area bajo la curva (IAUC), en
el grupo con dieta baja en grasa (Tablas 11y 12). No obstante, en el grupo de ratones
gue recibié la dieta alta en grasa, las dosis de 18 y 24 mg provocaron una disminucién
estadisticamente significativa del AUC los rangos de tiempo de 0 - 60 min, 0 — 90 min
y 0-120 min (P <0.05) (Tabla 11). EIIAUC también disminuyé significativamente en
el grupo de ratones con dieta alta en grasa y administracion de 18 mg del EFRP, en
los rangos de tiempo de 0 - 60 min, 0 - 90 miny 0 - 120 min (P < 0.05) al compararlo

con el grupo control (Tabla 12).
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Figura 16. Efecto de las dosis de 18 y 24 mg del extracto de fresa sobre la
concentracion maxima de glucosa postprandial (Cmax). A) Dieta baja en grasa, B) Dieta
alta en grasa. Los datos son presentados como medias * error estandar. Diferentes
literales indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre grupos
tratamiento comparado con grupo control (O mg). Cmax fue evaluado por ANOVA de
una via y comparacion multiple con prueba post hoc (Dunnet-test).
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Figura 17. Tmax para alcanzar la Cmax de glucosa postprandial en ratones expuestos a
las dosis de 18 y 24 mg del extracto de fresa en la prueba de tolerancia oral a la
glucosa. A) Ratones con dieta baja en grasa. B) Ratones con dieta alta en grasa. Los
datos son presentados como mediana y rango intercuartil. La prueba de Friedman fue
utilizada para determinar diferencias estadisticas. P >0.05.
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Tabla 10. AUC de glucosa postprandial en el estudio de 0, 18 y 24 mg de EFRP.

Glucosa AUC (mg/min * dL)

Téﬁ?np)o Extracto de fresa
0 mg 18 mg P1 24 mg P2

Dieta baja en grasa

0-15 3095 + 161 3142 + 248 0.9799 3290 + 169 0.7006
0-30 3682 + 251 3762 + 347 0.9707 3794 + 230 0.9408
0-60 7016 + 791 6855 + 764 0.9807 6517 + 505 0.8246
0-90 6143 + 780 6092 + 766 0.9980 5653 + 474 0.8259
0-120 5363 + 694 5331 £ 743 0.9991 4837 + 446 0.7771
Dieta alta en grasa

0-15 4275 + 321 3535 + 259 0.1273 3486 + 243 0.1002
0-30 5680 + 536 4399 + 333 0.0675 4469 + 317 0.0858
0-60 12296 + 1318 8814 + 679* 0.0302 8363 + 685* 0.0144
0-90 11843 + 1420 7894 + 667* 0.0212 7294 + 761** 0.0082
0-120 10875 + 1447 6973 £ 602* 0.0296 6795 + 934* 0.0229

Todos los valores son presentados como medias * error estandar, n=8. Las significancias estadisticas
en la concentracién de AUC de glucosa postprandial fueron evaluados por ANOVA de una via y
comparacion multiple, post hoc (Dunnet-test). *P < 0.05, **P < 0.01. 1Es la comparaciéon 0 mg vs 6 mg
y 20 mg vs 12 mg.
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Tabla 11. iAUC de glucosa postprandial en el estudio de 0, 18 y 24 mg de EFRP.

Glucosa iAUC (mg/min * dL)

Téﬁ?np)o Extracto de fresa
0 mg 18 mg P1 24 mg P2

Dieta baja en grasa

0-15 522.2 £135 702.2 £ 115 0.5259 861.7 £ 129 0.1245
0-30 1631 + 485 2025 + 363 0.7364 2228 + 386 0.4944
0-60 3503 + 1469 4001 + 867 0.9325 3888 + 948 0.9567
0-90 4500 + 2369 5214 + 1296 0.9435 4684 + 1466 0.9959
0-120 4718 + 3112 5666 + 1677 0.9423 4664 + 1942 0.9998
Dieta alta en grasa

0-15 991.9+178 599.1 +117 0.0962 885 + 100 0.8032
0-30 3389 + 597 2062 + 314 0.0706 2753 + 302 0.4801
0-60 9119 + 1714 5003 + 706* 0.0388 5915 + 809 0.1165
0-90 14395 + 2954 7025+ 1045*  0.0303 8007 + 1470 0.0626
0-120 18704 + 4248 8125 + 1314* 0.0331 9601 + 2391 0.0694

Todos los valores son presentados como medias * error estandar, n=8. Las significancias estadisticas
en la concentracion de IAUC de glucosa postprandial fueron evaluados por ANOVA de una via y
comparacion mdaltiple, post hoc (Dunnet-test). *P<0.05. 1Es la comparaciéon 0 mg vs 6 mg y 20 mg vs

12 mg.
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Mientras que el grupo de ratones con dieta alta en gras que recibieron la dosis de 24
mg de EFRP no mostraron diferencias estadisticamente siginificativas al compararlos
con el grupo control, sin embargo, se oberva una tendencia a la disminucién en los
rangos de tiempo de 0 — 90,y 0 - 120 (P = 0.06) (Tabla 12).

La ausencia de respuesta por parte del EFRP sobre la glucosa postprandial en ratones
que fueron alimentados con dieta baja en grasa puede deberse a la falta de desarrollo
de resistencia a la insulina que aparentemente estaria presente en ratones
alimentados con dieta alta en grasa, por lo que podemos suponer que el efecto del
EFRP va dirigido sobre mecanismos involucrados en la mejora de la sensibilidad a la
insulina. Posiblemente, el mecanismo involucrado en la disminucién de la glucosa
postprandial por parte del EFRP sobre ratones con dieta alta en grasa no va dirigido
sobre la inhibicidn de los trasportadores de glucosa SGLT1 y GLUT2 debido a que no
se mostraron cambios en las concentaciones de glucosa postprandial en las dosis de
18 y 24 mg de EFRP en los grupos BG, lo que pueden indicar que el extracto no ejerce
los efectos a nivel de absorcién intestinal, y debido a que se us6 como fuente de
carbohidratos glucosa libre, se descarta el efecto inhibitorio del EFRP sobre las
enzimas a-amilasa y a-glucosidasa. Sin embargo otros mecanismos tales, como la
reduccion de demanda de insulina a través del mejoramiento de la sensibilidad a la
insulina se han visto en estudios de suplementacion con fresas o extractos de fresa en
humanos con obesidad (Paquette etal., 2017, Park et al., 2016). Un estudio en ratones
con obesidad demostré que el mejoramiento en la sensibilidad a la insulina esta
relacionado con la inflamacion caracteristica durante la obesidad, resistencia a la
insulina, y DT2 (Daveri et al., 2018). Los ratones estuvieron con alimentacion alta en
grasa y con suplementacion de antocianinas, el grupo control que no recibio las
antocianinas incremento el depésito de lipidos en el higado y desarrollo inflamacion a
través de mecanismos de sefiales sensibles al estrés oxidativo IKK/NF-kB y JNK1/2,
originados por superoxido y H202 (Daveri et al., 2018). Ambas sefiales son inhibidores
de las vias de sefializacion de la insulina. Por otra parte, los ratones que recibieron las
antocianinas mostraron una expresion disminuida de las proteinas involucradas en la

resistencia a la insulina, mientras que claramente mejoro la sensibilidad de la insulina
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a través de una prueba de tolerancia a la insulina (Daveri et al., 2018). Ademas, se ha
demostrado que las antocianinas pueden contribuir en la mejora de las
desregulaciones del tejido adiposo provocado por el incremento de tamafio y que esta
asociado con inflamacion cronica de bajo grado que conduce a la resistencia a la
insulina. Un estudio in vitro en la linea celular de adipocitos 3T3-L1 se demostr6é que
las antocianinas inhibian el crecimiento inducido por acido palmitico y, a su vez,
promovio la disminucién de factor de transcripcion PPARY, involucrado en la activacion
de via de sefializacion de NF-kB. Tales efectos provocaron el retorno de la

sefalizacion de la insulinay aumento de la expresiéon de GLUT1 (Muscara et al., 2019).
Extracto de fresa rico en polifenoles

Fenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante

La determinacion cuantitativa de fenoles totales llevado a cabo por el método Folin-
Ciucalteu, arrojé un contenido estimado de 36.84 mg EQAG por gramo de EFRP, lo
que permite conocer el contenido estimado de polifenoles totales administrados en las
dosis de ambos estudios. Las dosis de 6, 12, 18 y 24 mg de EFRP administradas en
los ratones de los estudios 1 y 2 proporcionaron: 0.22, 0.44, 0.66 y 0.88 polifenoles
totales (estimados como mg EQAG), respectivamente. Mientras que el contenido
estimado de flavonoides totales fue de 16.10 mg/g de EFRP (estimado como mg
EqCatequina). Con este valor se calcul6 el aporte de flavonoides totales en las dosis
de ambos estudios, correspodiendo a 0.09, 0.18, 0.27 y 0.36 mg de flavonoides totlaes
en las dosis de 6, 12, 18 y 24 mg, respectivamente. En todos los analisis del extracto
de fresa rico en polifenoles se encontraron contenidos de fenoles totales y flavonoides
similares a los publicados en otros estudios de la misma variedad de fresa (Nerina)
(Fredericks et al., 2013). Asimismo, la variedad nerina proporciona mayor cantidad de
fenoles totales que la variedad Fragaria x ananassa por gramo de extracto, 22.85 —
27.51 mg/g de peso seco (Panico et al., 2009). La palabra Nerina viene de la palabra
italiana “nero” que significa negro e “ina” que es usado como diminutivo, por lo que la

fresa Nerina como su nombre lo dice, es una fresa “negrita” o bien de un tono rojo
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oscuro, lo que justifica el alto contenido de flavonoides del tipo antocianinas, que son

los compuestos responsables de la coloracion de las fresas.

En cuanto a la capacidad antioxidante del EFRP, los resultados muestran que una o
capacidad de inhibicién del radical ABTS.+ de 30,869 + 5169 umol ET/100 g. Mientras
que la actividad de estabilizacion del DPPH- fue de 24,096 + 427 umol ET/100 g. Un
estudio reportd que las fresas fragaria x ananassa tenian una capacidad antioxidante
de ABTS.+ 23,010 umol ET/100 g peso seco, mientras que la fresa nerina desarrollo
una actividad antioxidante de 30,869 + 5169 umol ET/100 g (Olsson et al., 2004). La
coloracion caracteristica de la fresa Nerina también podria ser la razén por la que la
capacidad antioxidante por ABTS.+ del EFRP fue mas elevada que la de las fresas de

la variedad fragaria x ananassa.
Determinacion de polifenoles en plasma

Identificacion de metabolitos presentes el plasma

Se detectaron dos sefiales en el analisis HPLC/DAD los cuales fueron vinculados con
un éacido fendlico y un flavonoide debido a sus longitudes de onda. Las sefales
obtenidas a través del andlisis ESI-MS-QTOF se usaron para determinar los posibles
fenoles biodisponibles en plasma de ratdn. La sefial mas alta la originé el ion con peso
molecular 201.4 g/mol, mismo que no se pudo vincular con ninguna estructura fendlica,
sin embargo, cuando esta se fragmentd, se originaron los iones hijos 163 g/mol y 165
g/mol, mismos que ya aparecian y que se muestran en la Figura 18 A. Ambos iones
se vincularon al acido sinapico y al acido p-cumarico. Las estructuras quimicas del
acido sinapico y acido p-cumarico se diferencian entre si, por dos grupos hidroxilos y
el posicionamiento de dobles enlaces en el anillo aromatico. Cabe destacar que el
extracto de fresa contiene acido p-cumarico en su composicién. Por otro lado, se logré
identificar una estructura perteneciente al grupo de los flavonoides con peso molecular
315 g/mol. A pesar de que el ion 315 g/mol es compartido por muchas estructuras
fendlicas (p. ej. Isorhamnetina, isorhamnetina 3-O-glucésido, siringetina y, siringetina
3-glucosido), sblo la isorhamnetina-3-O-glucésido esta presente en la fresa. Otra

estructura vinculada, es la siringetina-3-O-glucdésido con el ion 329 g/mol.
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Figura 18. Metabolitos identificados en plasma de ratones alimentados con dieta alta
en grasa y tratados con 0, 18 y 24 mg de EFRP. A) Los &cidos sindpico o p-cumarico
y B) el flavonoide isorhamnetina-3-glucdésido fueron identificados en el andlisis ESI-
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Aunque cuando se fragmentaron, ambos iones 315 y 329 dieron lugar a un mismo ion
hijo 168 g/mol (Figura 18 B). Esto puede ser entendible dado que la isorhamnetina-3-
O-glucésido y la siringetina-3-O-glucosido poseen una estructura similar,
diferenciandose Unicamente por un grupo hidroxilo, posible resultado del metabolismo

de fase | en los enterocitos (hidroxilacion) (Perez-Jimenez et al., 2010).
Cuantificacién de metabolitos presentes en plasma

Para explorar los posibles mecanismos responsables de la disminucién de glucosa
postprandial en ratones AG del estudio 2, se evalu6 la biodisponibilidad de metabolitos
de flavonoides, especialmente antocianinas, procedentes del EFRP. Se observaron
concentraciones mayores de &cido ferulico en el plasma de los ratones tratados con
18 y 24 mg del EFRP, comparados con el control (0 mg) (P = 0.0132). El acido p-
cumarico y la isorhamnetina se observaron en concentraciones mas elevadas en el
plasma de los ratones tratados 18 y 24 mg de EFRP, aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (P = 0.1851 y P = 0.1965, respectivamente) (Figura
19). Los compuestos pelargonidina 3-glucosido e luteolin 6- glucdsido no se detectaron
en el plasma. Otros estudios han demostrado, en estudios clinicos, que el acido
ferulico se encuentra aumentado en plasma, después de 2 h del consumo de 24 g de
fresas (Sandhu et al., 2018). Ademas existen otros precursores del acido ferdlico, tales
como el acido protocatecuico, el cual es uno de los principales metabolitos derivados
de las antocianinas (Chistiakov et al., 2015) y uno de los principales acidos fendlicos
biodisponible a partir de la administracion de fresas en humanos (Azzini et al., 2010).
En cuanto a los posibles efectos del acido ferulico en la reduccion de la glucosa
postprandial, otros estudios han mostrado que la administracion/consumo de 50 mg/kg
de peso corporal posee la capacidad de reducir la glucosa postprandial, hemoglobina
glucosilada, y aumentar los niveles de insulina en ratones diabéticos inducidos con
estreptozotocina y que los posibles mecanismos incluyen la modulacién de productos
finales de glicacion avanzada, disminucién de sustancias prooxidantes, y disminucion

de citocinas proinflamatorias (Chowdhury et al., 2019).
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Figura 19. Metabolitos cuantificados en plasma de ratones alimentados con dieta alta
en grasa y tratados con 0, 18 y 24 mg de EFRP. A) Concentracion de acido p-cumarico
en plasma. B) Concentracion de &cido ferulico en plasma. C) Concentracion de
isorhamnetina 3-O-glucdsido. Los datos son presentados como medianas y rango
intercuartil RIQ (Percentil 25 — Percetil 75) (n = 4). Diferentes literales indican
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre grupos tratamiento
comparado con grupo control (O mg). Los datos fueron analizados usando la prueba
Kruskal-Wallis, post hoc Dunn.
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El extracto de fresa rico en polifenoles, previamente caracterizado por el fabricante,
permiti6 conocer desde el inicio del proyecto de investigacion el contenido de
antocianinas, asi como algunos otros componentes fendlicos, la capacidad de
solubilizacion en agua y el contenido nutrimental. Cabe destacar que la variedad
Nerina del extracto de fresa utilizada en los bioensayos poseia mayor contenido de
fenoles totales que otras variedades como Fragaria x ananassa. Las dosis del extracto
de fresa utilizados en los bioensayos: 6, 12, 18 y 24 mg se encuentran dentro de
cantidades fisiologicas para su uso en estudios clinicos, por lo que no se debera
descartar la extrapolacion de las dosis para la realizaciébn de ensayos clinicos en
humanos. Brevemente, si extrapolamos la dosis mas baja del extracto de fresa que
demostré efectos hipoglucemiantes en los ratones (18 mg) a dosis en humanos, una
persona promedio de 60 kg, necesitara una dosis estimada de 254 mg para simular la
dosis administrada en los ratones sin desencadenar efectos adversos (Nair & Jacob,
2016). Los resultados presentados anteriormente resaltan los posibles efectos de las
antocianinas sobre la respuesta hipoglucemiante, comprobado a través de la
biodisponibilidad de metabolitos de las antocianinas del extracto de fresa presentes en
plasma de raton. No obstante, no podemos descartar el posible efecto aditivo o
sinérgico con otros compuestos del extracto, tal como otros flavonoides, &cidos
fendlicos, vitaminas o fibra presentes en el extracto de fresa. Finalmente, este estudio
pre-clinico elaborado para demostrar los efectos de un extracto de fresa sobre la
glucosa postprandial en ratones con condiciones propicias para desarrollar alteracion
en el metabolismo de la glucosa o en condiciones normales, servirh como antecedente
para estudios clinicos posteriores dirigidos a coadyuvar en el tratamiento de la diabetes

tipo 2.
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CONCLUSIONES

La administracion de 12 mg del extracto de fresa rico en polifenoles mostré una
tendencia hacia la disminucion de la glucosa postprandial, en los primeros 30

min de la PTOG, en ratones expuestos a dieta alta en grasa.

La administracion de 6 y 12 mg del EFRP no provoc6 cambios en los niveles de

insulina sérica postprandial.

La administracion de 18 y 24 mg del EFRP disminuyd la glucemia postprandial
y la concentracion maxima de glucosa (pico postprandial) en ratones expuestos

a dieta alta en grasa.

El contenido de compuestos fendlicos del extracto de fresa de la variedad nerina
fue mayor que contenido de variedades; como Fragaria X ananassa reportada

en estudios previos.

Metabolitos de polifenoles del EFRP fueron encontrados en concentraciones
considerablemente mayores en ratones que recibieron la dieta alta en grasa y
las dosis de 18 y 24 mg comparados con el grupo control que recibi6 la dieta

alta en grasa y la solucion vehiculo (O mg).

Investigaciones con mayor profundidad son necesarios para elucidar posibles

mecanismos involucrados en la reduccién de la glucosa postprandial.
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RECOMENDACIONES

Se proponen realizar estudios que ayuden a elucidar los posibles mecanismos
involucrados en la disminucion de la concentracion de glucosa postprandial tales
como, ensayos celulares para analizar el efecto del extracto sobre los transportadores
de glucosa o el posible efecto incretina en células del intestino delgado. También
ensayos enzimaticos para evaluar el efecto inhibitorio de los componentes del extracto
sobre enzimas amilasas y glucosidasas. Ademas de realizar estudios en modelos
animales que empleen como carga de glucosa, otras fuentes de carbohidratos con
mayor similitud a una dieta comun, tal como el almidén, y de esta manera analizar
posibles efectos inhibitorios sobre enzimas digestivas involucradas en el
desdoblamiento de carbohidratos. También, optar por utilizar un extracto purificado de
antocianinas de fresa Nerina para eliminar efectos de otros componentes como fibra,

vitamina C y demas componentes presentes en el extracto de fresa.
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ANEXO 1

Mobilidad Nacional

UNIVERSIDAD DE SONORA

Divisién de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Programa de Posgrado en Ciencias de la Salud

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

21 de junio de 2019
Oficio No. 24/2191

Attn': Jesus Guadalupe Espinoza Alderete
Universidad Autonoma de Sinaloa
Presente

Estimado L.N. Espinoza,

Por este medio se le comunica que ha sido aceptado para realizar una estancia de Investigacion en el Posgrado
en Ciencias de la Salud de |a Division de Ciencias Biologicas y de la Salud de la Universidad de Sonora, el cual
se encuentra dentro del Padron de Posgrades de Calidad de CONACyT. La estancia la realizara bajo la tutela de
la Dra. Veronica Lopez Teros.

La aceptacion comprende una estancia de 3 meses con fecha de inicio el 10 de septiembre de 2019 y
finalizacion el 09 de diciembre del mismo afio. Usted estara trabajando bajo mi supervision en un proyecto cuyo
objetivo sera la Identificacion de los metabolitos plasmaticos después de dos horas de la administracion de un
extracto de fresa rico en polifenoles en un modelo murino de obesidad inducida con dieta. Para lograr el objetivo
anterior recibira entrenamiento y estandarizacion en la determinacion de polifenoles plasmaticos por HPLC-DAD.

ATENTAMENTE

“El saber de mis hijos hara mi grandeza”
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Blvd. Luis Donaldo Colosio entre Reforma y Francisco Salazar. Col. Centro. C.P. 83000. Hermosillo, Son.
Tel./Fax: (662) 259 22 69, Ext. 8269. E-mail: pcs@dependencias.uson mx
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ANEXO 2

Cartel presentado en Congreso Internacional de Polifenoles y Salud,
Diciembre 2019. Kobe, Japon.

Bemmies polyphenols have showm to reduce blood

elucose  levels after a meal by inhibiting|
carbohydrate digestion, glucose absorption and)
increasing  insulin  sensigvity and secretion't
Strawbermry is a rich source of polyphenols which)|
jmight trizger hypoglycemic properties in vive’
Murine models of high-fat diet-induced obesity|
jusing C5TBL/GN provide insights about treatment of]
pathologies related to hyperglycemis applying|
dietary supplement rich in polyphenols®.

To assess the effect of a srawbamy polyphenol-rich)
axtract (SBE) on postprandial bleed glucose levels)
in & murine model of diet-induced obesiny.

METHODOLOGY

Male CS5TEL/GM mice wers randomized imto twol
groups to be fad a high far dist (HFDY) or a low faz
diet (LFD) during 11 weeks. After the feeding mial |
six subgroups wers organized to administer 0, 18 o
24 mz of the smawbermy extract (SBE) dissolved in
water (equivalent to 0, 0.15 and 020 mz of
anthocyaning) (Figure 1) An oral glucose tolerancel
tast (OGTT) was performed (Figare 2).

Group Sub-group
Djey (SBE dosz)
L PP I 1
o =5 30
- =29 mg
100 lpida T2% ST
carbalydrates =5 3 1E
and 18% ==
FrEm. n=§ 3 M4 mg
Hiigh-fat dist
S [ mesoms
o 100 250
aé:;{gm (. =5 16mg
"
POt =8 ¥24mg

‘Figure 1. Groups for feeding trial and OGTT
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Figure 2. Omal ghacose telerance test.
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to the LFD group (P=<0.001) (Figure 3). Bssslbl
glucose was higher in the HFD groups than LFD)
group (P=0.05) (Figure 4). Administering the SEE|
before the glucoss load showed significant effects)
lon the riss of blood glucose concentration in LFD)
and HFD groups (Figure SA) The administration of]
18 and 24 mg of SBE before the glicose load
showed a sigmificant decrease in blood glucose on
the HFD group (P=-0.01) (Figure £B).

Acute effect of strawberry polyvphenol-rich extract on
postprandial glycemia in a murine model of diet-induced obesity —
Jesus G. Eppinoza-Alderete’. Pacla Galindo-Vidales', Yubel E. Alarcon-Fodriguer', Maryant E. Angulo-Levva', Marcela da I Vergara-

Jimenez', Francisce Cabrera-Chavez', Veronica Lopez-Teros®, Monica L. Casge-Acesta’. Comesponding autor: cmenicaiiuas.edi.ms
"Facultad de Cisncias de la Netticion y Gastromomia, UAS, Mexico, 7 I 3 3

Adminiztration of 18 and 24 mg of 2 polyphenol-rich strawbemy extract (contzining 0.15 and 0.20 mgz anthocyanine, raspectively) before)
3 glucose load reduced the postprandial blood ghicose concenfration in obese mice; this inhibitory effect was slightly greater following|
adminiztration of 24 mg of the soreawbermy exmract Deeper analysis is necessary wo elucidate the mechanizm involved in the postprandial
ghlcuse d.eum Fumnure HPLC. DAD analyses of polyphenols in mice plasma may help to a berer understanding of results.

Bicl

ds Clsmcias G
RESULT

There waz a decresse of (AUC in the HFD group (P<0.05) (Table 1)Pesk
concentration (C, ) in blood glucose was reduced by SBE traatment in mice on
the HFD group (P<0.05) and no significant change in C was shown in mice
fed a low-fat diet (Figure §).
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Figure 3. Body weight gain in male CSTBL/SN mice. (A) Body weight during 11-week]
feading wrail. (B) Mics fod a HFD gained more weight (4.6 = 0.1 g} than mice fod a LFD)|
(3.53 0.2 g) **P<0.001.
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Figure 5. Ghicoss concentmations in bleod by time peint, data is shewed as mean = SEM.
Mice fed [A) low-fat dist or (B) high-far dist. Repeated measures two-way ANOVA modal
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*P=05, **P<0.01.

Table 1. iATC for postprandial bleod glucese in mice fed with a HFD after
the OGTT

Glocose IAUC (mg-min/dL)

Time Strawbermy exiract

(mim) 0 me 18 mz 24ms P-value
0-30 TO34= 5803  TOS5=35512 0.0716
0-60 16748 =1223% 16317+1182*  0.0242
0-80 24642 = 1861% 23611=1844* 0.0138
0-120 44960 = 4835 31615 =2424% 30406 =2630*  0.0127

All valugs are presented 23 means = SEML *P=0.07.
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Figure 6. C_  of postprandial blood glucese. (A) Low-fat diet. (B) High-fat diet, 12 mg

t;lDl*"lgmgdl.n.Amg{EE‘3*"-5'\mgdL‘LDmg(4346 431 me/dl). One-wa‘v
ANOVA without repeated measures, *B=0.05.
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ANEXO 3

Cartel presentado en Congreso Internacional de Polifenoles y Salud,
Diciembre 2019. Kobe, Japon.

A polyphenol-rich strawberry extract have no effect on postprandial
glycemia in a murine model of diet-induced obesity

Paoda Gallnde-Vidales!, Jeaus Espinoza-Aldersts!, Lorena Serrano-Corral’, 2Ima Fellx-Haras®, Marcela de Jesus Vergara-Jimensz!, Francisco
Cabrera-Chavez!, Veronica Lopsaz-Teros?, Monica Casiro-Acoafa’. Comesponding author: cmonica@uas edu.mx
"Facultad de Clencias de |3 Mutnidon y Gastronomia, LAS, Mexico, ? Departamento e Clendas Quimico-Slolsgieas, UNISON, Mexco

Background

Obesity is the primary cause of TZD, visceral fat and adipocytokine secretion are likely to determine insulin resistamce
and eventually B-cell failure. Elevated postprandial glycaemia has been implicated in the dewvelopment of T2D and
represents a risk factor that can easily be targeted by dietary modifications’. Bemies” polyphenols have shown to reducs
blood glucose levels after a meal by inhibiting carbohydrate digestion. glucose absorption and increasing insulin
sensitivity and secretion®®. Strategies to control chronic postprandial hyperglycemia by optimizing the functionality of
foods would strengthen efforts to reduce the risk for T2D. The cbjective was to assess the effect of a polyphencl-rich
stramwberry extract on postprandial blocd glucose levels in a muring model of dist-induced obesity.

High Fat Diet
Y HFD] SHE orally administered (3D0pL)

b fan

Methodology

A pobypheenad-rich
swawbery enract (585)  INTERVENTION
0, 6 or 12 myg dmsobved
1 300pL water
(o085 010 mg
Male CSTEL/EM arthocyanins)
Rendomiy sllocated 6 groups
2wk ad ibvturm normal chow Oirally adminisbered glicose

BW 238 + 0.2 g P=0.967 Low fat Dist solution (300uL: 20% WIV)
(LFD)

ne30 10% fat

Results

Weight gaim was higher in the HFD group compared to the LFD group (P<0.05) (Fig 3). Basal blood glucose was 168 £
8.5 and 214 = 7.6 mg/dL, for the HFD and LFD groups. respectively (P<0.001} (Fig 4). The SBE administration before the
glucose load showed significant effects on the rise of blood glucose concentration in LFD and HFD mice (F<0.0001) (Fig
5). but there was no significant effects on the glucose tolerance test at AUC 0-30, 0-60. 0-80 or 0-120 min (Fig &)
Howewver, the administration of 12 mg of the strawbemy extract before the glucose load showed a downward trend of
iAUC on the first 30 min in the HFD group (Table 1). Peak concentration (Cmax} amd Tmax showed no significant
changes after administration of the strawbermy extract in both groups.
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Glusons jmpid Ly
Glucoss imp mindl}

3. Weight gain In the HFD group (17
g) and LFD group (147 = 0.9 g]
O

Fig
a3
[P<0.05).

P C1
aneess mg it 2]

Costma  SBE&mg SBE 11mg

Fig 4. Basal bkood glucose In the HED group Fiig 5. Ei0od concentrations In glucose by time point, datals  Fig 6. Incremental area under the curve
{168 = B.S) and LFD group (214 £ 76 showed 35 mean £ SEM. [&lLWfHﬂEt:B]HWGEL JAUC 0-30 min for Dlood glucose. [A) Low fat
ML) ["P<0.001). REDEatar ME3SUIES tW-way AN modsl diet, {B) High-'at tlet. One-way ANOVA model.
Table 1 Incremental area under the curve (iALC) for blocd glucose in the high-fat diet group
Glucose Treatment Mean
iAUC (mg-minfdl) comparison difference
0 mg—8mg 142 -326, 610 0.8478
0 mg—12 mg 208 -75, 492 0.14586
0 mg—8mg 457 -720. 1835 0.5073

Omg—12 mg TBT -384, 19586 0.1881
“ConfigenCs Intanval and P-valle 30/Uted by DUNNEE & Frocedurs Tor MuRpie ComPansons Sgane 3 Conal group.

95% CI*  P-value*

0 — 15 min

0 — 30 min

Conclusion: Administration of 12 mg of a polyphencl-rich strawberry extract (containing 0.10 mg anthocyanins) before a
glucose load showed a trend to decrease the postprandial blood glucose conceniration in cbese mice. Further analyses
are necessary to evaluate if increasing the dose of the polyphencl-rich strawberry extract have an inhibitory effect on
postprandial glycemia.

1. Blami E E. Anieire, bl Barsion, 0., Biwe |, e

2 & L, Wilbar, Fe.L, McCarty, CLl., Fi = hhat i 4, 1548 "

3 Tomaran, 1. B, €, Kskaran 1. Togeim W KOG, K. 30121 8 et 107, 1445 5 This prefect was funces by SRRl «F

108



	DERECHOS DE AUTOR
	AGRADECIMIENTOS
	DEDICATORIA
	ÍNDICE
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABLAS
	LISTA DE ABREVIATURAS Y SIGLAS
	RESUMEN
	INTRODUCCIÓN
	ANTECEDENTES
	Polifenoles
	Antocianinas
	Ingesta dietaria
	Absorción, distribución, metabolismo y excreción
	Metabolismo de antocianinas por la microbiota intestinal


	Polifenoles y salud
	Diabetes
	Epidemiología
	Diabetes tipo 2
	Patogénesis
	Resistencia a la insulina
	Tratamiento
	Modificaciones en el estilo de vida.


	Antocianinas de frutos rojos y diabetes tipo 2
	Estudios epidemiológicos
	Estudios clínicos
	Estudios en modelos animales


	JUSTIFICACIÓN
	HIPÓTESIS
	OBJETIVOS
	Objetivo general
	Objetivos específicos

	METODOLOGÍA
	Diseño experimental
	Extracto de fresa rico en polifenoles (EFRP)
	Estudio 1: 0, 6 y 12 mg de EFRP
	Estudio 2: 0, 18 y 24 mg de EFRP

	Prueba de tolerancia oral a la glucosa
	Determinación de insulina
	Eutanización y punción cardiaca
	Análisis del extracto de fresa rico en polifenoles
	Proximal
	Determinación de polifenoles totales y flavonoides
	Evaluación de la actividad antioxidante del extracto de fresa

	Determinación de polifenoles en plasma
	Preparación de las muestras
	Análisis HPLC/DAD y obtención de fracciones de corrida
	Análisis cualitativo ESI- QTOF-MS de polifenoles en plasma
	Análisis cuantitativo por LC-QTOF-MS de polifenoles en plasma

	Análisis estadístico

	RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	Ganancia de peso corporal
	Consumo de alimento y calorías

	Glucosa en ayuno
	Estudio 1: Efecto de las dosis de 6 y 12 mg del EFRP sobre la glucosa postprandial
	Prueba de tolerancia oral a la glucosa
	Concentración máxima de glucosa postprandial
	Tiempo máximo para alcanzar la Cmax de glucosa postprandial
	Área bajo la curva e incremento del área bajo la curva de glucosa postprandial
	Insulina sérica

	Estudio 2: Efecto de las dosis de 18 y 24 mg del EFRP sobre la glucosa postprandial
	Prueba de tolerancia oral a la glucosa
	Concentración máxima de glucosa postprandial
	Tiempo máximo para alcanzar la Cmax de glucosa postprandial
	Área bajo la curva e incremento del área bajo la curva de glucosa postprandial

	Extracto de fresa rico en polifenoles
	Fenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante

	Determinación de polifenoles en plasma
	Identificación de metabolitos presentes el plasma
	Cuantificación de metabolitos presentes en plasma


	CONCLUSIONES
	RECOMENDACIONES

	REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	ANEXOS
	ANEXO 1
	ANEXO 2
	ANEXO 3




