- = i,
M IDIBE 0%
UNIVERSITAS

DECANATO
ﬁfﬂﬁm Miguel Herndndez

FACULTAD DE FARMACIA

Grado en Farmacia

Caracterizacion de la actividad
biologica de un extracto de
granada (Punica granatum) en un
modelo In vivo envejecido

Memoria de Trabajo Fin de Grado
Sant Joan d’Alacant
Junio 2025

Autor: Diego Cao Ortiz
Modalidad: Experimental

Tutores: Enrique Barrajon Catalan y Maria Dolores Herranz Lépez



indice:
Resumen
Abstract:
1. Introduccion:
a. Punica granatum:
i.  Propiedades farmacoldgicas:
b. Obesidad:
c. Envejecimiento:
d. Obesidad, inflamacion, estrés oxidativo y envejecimiento:
2. Objetivos:
3. Materiales y métodos:
Modelo animal:
Dieta:
El extracto:

Procedimiento experimental:

® o 0o T 9

Analisis estadistico:
4. Resultados:

Peso:

Ingesta:

Colesterol total:
HDL:

Glucosa:

-~ ® o0 T p

Triglicéridos:

5. Discusion:

6. Conclusiones:
Perspectivas futuras:

7. Bibliografia:

8. Agradecimientos:

o o1 o1 o0 AN

10
12
16
17
17
17
18
18
21
22
22
24
25
26
27
28
30
34
35
37
39



Resumen
Introduccion:

La granada (Punica granatum) es una fuente rica en compuestos bioactivos, entre los
gue destacan los taninos elagicos o elagitaninos, cuyo metabolismo por la microbiota
intestinal da lugar a urolitinas, particularmente Urolitina A (UroA), con propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y reguladoras del metabolismo.

Materiales y métodos:

Se realizd un estudio de la actividad biologica de un extracto fermentado de cascara
de granada en un modelo de ratones envejecidos de la cepa C57BL/6J, distribuidos
en grupos segun sexo, tipo de dieta (normal o alta en grasas) y tratamiento (extracto
o placebo). La administracion del extracto/placebo fue mediante sondaje oral. Durante
el ensayo se evaluaron parametros como peso corporal, ingesta alimentaria y perfiles
bioquimicos (glucemia, colesterol total, HDL y triglicéridos).

Resultados:

Los resultados muestran que el extracto fue capaz de reducir el peso corporal en
animales envejecidos con dieta alta en grasa sin afectar significativamente la ingesta,
lo que sugiere un posible efecto metabdlico directo. No obstante, no se observaron
cambios significativos en los niveles de glucosa ni en los perfiles lipidicos atribuibles
exclusivamente al tratamiento. El andlisis estadistico también reveld que el sexo y la
dieta son factores determinantes en las respuestas fisiolégicas observadas.

Conclusiones:

El extracto de granada fermentado podria tener un efecto beneficioso sobre el peso
corporal en condiciones de envejecimiento y obesidad, aunque se requieren estudios
adicionales que profundicen en su mecanismo de accion a nivel molecular,
especialmente mediante el analisis de biomarcadores relacionados con el

envejecimiento, el estrés oxidativo y la inflamacion.
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Abstract:
Introduction:

Pomegranate (Punica granatum) is a rich source of bioactive compounds, particularly
ellagitannins, which are metabolized by the gut microbiota into urolithins especially
Urolithin A (UroA), with antioxidant, anti-inflammatory, and metabolic regulatory
properties.

Methods:

A study was conducted on the biological activity of a fermented pomegranate peel
extract in an aged mouse model of the C57BL/6J strain, divided into groups based on
sex, diet type (normal or high-fat), and treatment (extract or placebo). The
extract/placebo was administered via oral gavage. During the trial, parameters such
as body weight, food intake, and biochemical profiles (blood glucose, total cholesterol,
HDL, and triglycerides) were evaluated.

Results:

The results show that the extract was able to reduce body weight in aged animals on
a high-fat diet without significantly affecting food intake, suggesting a possible direct
metabolic effect. However, no significant changes were observed in glucose levels or
lipid profiles that could be attributed solely to the treatment. Statistical analysis also
revealed that sex and diet are determining factors in the observed physiological
responses.

Conclusion:

In conclusion, the fermented pomegranate extract may have beneficial effects on body
weight in aging and obesity conditions, although further studies are required to clarify
its mechanism of action at the molecular level, particularly through the analysis of

biomarkers related to aging, oxidative stress, and inflammation.



1. Introduccion:

a. Punica granatum:
Punica granatum, popularmente conocida como granada o arbol del granado, es una

planta dicotiledonea perteneciente a la familia Lythraceae. El nombre cientifico Punica
granatum proviene del francés antiguo Pomegrenete, que significa “Manzana llena de
semillas” (1). Pese a que esta planta sea nativa de la zona comprendida entre la
meseta irani y el norte de la Cordillera del Himalaya, el transito de comerciantes ha
favorecido la distribucion de la planta por la zona Mediterranea, el Africa tropical,
zonas aridas del Sudeste asiatico y algunas zonas de América (2).

I. Propiedades farmacologicas:
En los ultimos afos, P. granatum (PG), ha despertado un gran interés en el publico

general, pero en particular en la comunidad cientifica, motivado por los beneficios para
la salud derivados de su consumo. Estos beneficios residen en su gran riqueza
fitoquimica, ya que cuenta con mas de 100 metabolitos secundarios diferentes,
algunos con potenciales beneficios para la salud; entre los que se encuentran
fundamentalmente diferentes taninos y flavonoides, distribuidos de forma heterogénea
segun la parte del fruto (Tabla 1) (3).

Tabla 1: Distribucion de las especies fitoquimicas:

Parte de
la planta

Especies fitoquimicas

Elagitaninos y galotaninos: brevifolina, castalagina, punicalagina,
galoilpunicalin castalagina.

Alcaloides: higrina y pseudopeletierena.

Esteroles vy terpenoides: friedooleanan-3-ona.

Catequinas: galocatequina.

Corteza

Elagitatinos y galotaninos: granatina b, pedunculagina, punicalagina.
Flavonoides: kaempferol, luteolina y quercetina.

Antocianinas: cianidina, pelargonidina y delfinidina.

Catequinas: galocatequina y catequin(4,8)-galocatequina.

Derivados fendlicos: acido elagico y &cido clorogénico.

Piel

Semilla Taninos: Acido elagico.



Acidos grasos y triglicéridos: acido linoleico conjugado, tri-O-punicilglicerol.
acido palmitico, acido punicico, &cido estearico, di-O-punicil-O-octadeca-
(82,117,13E)-trienilglicerol, 1-O-isopentil-3-O-octadeca-2-enoilglicerol.
Esteroles y terpenoides: estrona, testosterona, acido ursélico y acido
betulinico.

Catequinas y procianidinas: catequina y procianidina B1 y B2.

Antocianinas y antocianidinas: delfinidina, cianidin-3,5-diglucésido, cianidin-
3-rutindsido.

Acidos orgénicos: acido clorogénico, acido citrico y acido gélico, acido

Jugo - - o i L. - e e L.
9 cafeico, acido cinamico, acido citrico, acido o-cumarico, acido ferulico, acido
malico y &cido quinico.
Flavonoides: quercetina y rutina.
Triterpenoides: acido asiatico y maslinico
Flores Acido gélico

Elagitaninos y galotaninos: punicalina, telimagrandina, punicafolina,
Hojas tercataina y brevifolina.
Flavonoles: apigenin-4’-0--d-glucdsido, luteolin-3’-0-B-d-glucésido

El principal componente con interés terapéutico de PG es la punicalagina, un tipo de
tanino elagico o elagitanino. Sin embargo, este compuesto no es biodisponible por via
oral, ya que es degradado hasta formar urolitinas como producto final en la mayoria
de la poblacién. Las urolitinas son compuestos fendlicos derivados del metabolismo
del acido elagico (EA) por parte de la microbiota intestinal. El EA se puede encontrar
de forma inalterada o como producto de hidrélisis de los elagitaninos. Estudios han
demostrado una alta variabilidad interindividual en los productos metabdlicos del EA,
una caracteristica que esta estrechamente determinada por la composicién de la
microbiota intestinal. Por ejemplo, aquellos individuos que presentan en su microbiota
Gordonibacter urolithinfaciens, = Gordonibacter pamelaeae, Bifidobacterium
pseudocatenulatum, Enterococcus faecium o0 Lactococcus garvieae, sintetizan
urolitina A (UroA) a partir del metabolismo del EA (4). Esta variabilidad permite
clasificar a los individuos en tres metabotipos distintos: el metabotipo 0 (Met0),
caracterizado por la incapacidad de sintetizar urolitinas, el metabotipo A (MetA) que

define a los individuos cuyo producto metabdlico final es la UroA; y el metabotipo B



(MetB): Incluye a aquellos que, ademas de UroA, producen isourolitina A y urolitina B
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llustracion 1: Metabolismo de los elagitaninos y biosintesis de las urolitinas. La punicalagina se
hidroliza, dando lugar a acido hexahidroxidifénico (HHDP), que forma una lactona para dar lugar
al EA. Posteriormente, en funcién del metabotipo que presente, puede sintetizar UroA y/o UroB.

La prevalencia de los metabotipos en la poblacion varia segun la edad. En general, la
prevalencia del metabotipo B (MetB) aumenta con la edad. Sin embargo,
aproximadamente el 10% de la poblacion presenta un metabotipo 0 (Met0) de manera
constante e inalterada, independientemente de la exposicion a elagitaninos o acido
elagico. Ademas, se ha observado una posible asociacion entre el MetB y un mayor
riesgo de padecer patologias cardiovasculares y metabdlicas. (6). Dentro de las
urolitinas, la molécula con un mayor potencial terapéutico es la UroA, ya que se le
atribuyen mudltiples propiedades, tales como su capacidad de activacion de la
autofagia mitocondrial, su capacidad antioxidante, su capacidad de regular el ciclo
celular o sus propiedades antiinflamatorias. Sin embargo, algo que cabe resefar es
su capacidad de intervenir en la regulacion metabdlica. La UroA es capaz de activar
la ruta de sefializacion de la Proteina Kinasa activada por AMP (AMPK), la cual
promueve la oxidacion de acidos grasos y la sensibilidad a la insulina. Como
consecuencia, se reduce la sintesis de acidos grasos y la gluconeogénesis. Ademas,

UroA también modula la actividad del Receptor Activado por el Proliferador de



Peroxisoma Gamma (PPAR-y), relacionado con la diferenciaciéon de adipocitos y el
metabolismo de la glucosa y el colesterol (7). Las urolitinas si son biodisponibles, por
lo que la suplementacion directa de estos compuestos podria resultar interesante para
eliminar las limitaciones que suponen los metabotipos. Existen diferentes vias para la
obtencion de UroA, siendo una de ellas la sintesis quimica (8). Sin embargo, existe
una via alternativa que consiste en la fermentacion del extracto de la granada,
simulando las condiciones anaerobias del intestino (llustracion 2). De esta forma se
obtiene un producto que no solo es rico en UroA, sino que ademas presenta otras
moléculas bioactivas de interés.

Urolitina A
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llustraciéon 2: Métodos de sintesis de Urolitina A. A la izquierda se indica la ruta de sintesis
quimicay a la derecha se indica un enfoque novedoso en el que interviene la fermentacidon del
extracto de cdscara de granada.

b. Obesidad:
La obesidad es una patologia crénica no transmisible, definida por una acumulacion

excesiva de grasa corporal que supone riesgos para la salud fisica y mental. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad supone un factor principal en el
desarrollo de enfermedades y una de las mayores preocupaciones de salud publica a
nivel mundial (9,10). En el ndcleo de la obesidad se encuentra la desregulacion del
equilibrio energético, donde la ingesta calorica supera consistentemente el gasto, lo
que conduce a la disfuncion del tejido adiposo. Esta disfuncion, marcada por
anomalias metabdlicas e inflamatorias, incrementa el riesgo de desarrollar

enfermedades cronicas como diabetes, enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos
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de cancer (10). Las causas de la obesidad reflejan su complejidad, abarcando factores
intrinsecos y extrinsecos. Los estudios genéticos han identificado vinculos con rasgos
monogénicos y poligénicos que influyen en el apetito y el metabolismo, mientras que
los factores ambientales incluyen estilos de vida sedentarios, dietas densas en
calorias y desigualdades socioeconomicas. El paciente obeso en general suele
presentar una serie de caracteristicas, las cuales estan relacionadas con el aumento

del riesgo de padecer enfermedades cronicas (llustracion 3).

\
N\ .
IMC > 30 kg/m?2 Hipertension Inflamacion
cronica
’ ' CH,OH
o Mayor grasa
OH visceral
7 OH d.om
TG >150 mg/dL Glucosa >100 mg/dl.  Resistencia a
la insulina @]
b @@ - 5
- Sedentarismo
o HDL-C < 40 mg/dL g CC 2102 cm Funcion hepatica
2 HDL-C < 50 mg/dL ?CC=88cm alterada

—

Ilustracion 3: Caracteristicas del paciente obeso. CC: Circunferencia de cadera; HDL-C:
Lipoproteinas de alta densidad; IMC: Indice de Masa Corporal.

La obesidad constituye un desafio significativo para la salud publica, con implicaciones
econOmicas y sociales sustanciales. Su asociacion con una mayor prevalencia de
enfermedades no transmisibles, como enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo
2 y ciertos tipos de cancer, ha llevado a un aumento en los costos de atencion meédica
y a una reduccion en la esperanza de vida El andlisis de la evolucion de las
desviaciones del indice de masa corporal (IMC) durante las ultimas tres décadas
evidencia un incremento alarmante en la prevalencia de la obesidad. Aunque los

estudios se han enfocado principalmente en paises desarrollados, se observa un



aumento acelerado en paises en vias de desarrollo debido a cambios en los estilos

de vida y patrones alimenticios.

c. Envejecimiento:
El envejecimiento es un proceso fisioldgico caracterizado por el deterioro progresivo

e irreversible de la funcion fisica de los individuos. Este fendmeno resulta de la
acumulacion de dafio ocasionado por diversos estresores, tanto exégenos como
enddgenos. El envejecimiento constituye uno de los principales factores de riesgo
para el desarrollo de patologias cronicas, entre las que destacan la diabetes mellitus,
la enfermedad de Parkinson, la osteoporosis, la enfermedad de Alzheimer, la
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC) y las enfermedades
cardiovasculares. Como consecuencia, las personas de edad avanzada presentan
una mayor prevalencia de comorbilidades (11). Se han identificado nueve
caracteristicas fundamentales del envejecimiento a nivel molecular (llustracién 4).
Estas caracteristicas abarcan procesos sistémicos, celulares y moleculares clave

implicados en la progresion del envejecimiento (12).

Desgaste de los
telémeros

Agotamiento de las Alteraciones

células madre epigenéticas
. Disfuncion
Senescencia celular . )
mitocondrial
Inestabilidad Pérdida de
genomica proteostasis
Desregulacion de la Alteracion en la
deteccion de comunicacion
nutrientes intercelular

Ilustracion 4: Las 9 caracteristicas fundamentales del envejecimiento
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Atendiendo a la etiologia, el proceso de envejecimiento se puede clasificar en dos
categorias. El envejecimiento intrinseco es un proceso universal, continuo e
irreversible, el cual estd asociado exclusivamente por el avance de la edad. Este
proceso esta ligado a factores genéticos y bioldgicos. Por otro lado, el envejecimiento
extrinseco es aquel que esta asociado a la exposicidon prolongada a factores de estrés
como pueden ser la radiacion UV, la ingesta caldrica, el tabaco y otros toxicos. El
principal determinante del envejecimiento, ademas de las caracteristicas patolégicas
individuales, es la senescencia celular. Este proceso implica un deterioro gradual en
la capacidad de diferenciacién, proliferacién y funcionalidad fisioldgica de las células
(13). La senescencia celular se clasifica en dos categorias principales:
e Senescencia replicativa: Ocurre como resultado de un numero limitado de
divisiones celulares, asociado con el acortamiento progresivo de los telomeros.
Este fendmeno culmina en la paralizacion de la proliferacion celular y en la
pérdida de la capacidad de diferenciacion.
e Senescencia inducida por estrés: Se desencadena como respuesta a factores
como darfio al ADN o estrés oxidativo, que afectan la funcionalidad celular.
Ambos tipos de senescencia contribuyen al deterioro fisiolégico que caracteriza al
envejecimiento y estan estrechamente vinculados con la aparicion de enfermedades

relacionadas con la edad (11).
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d. Obesidad, inflamacién, estrés oxidativo y envejecimiento:
La obesidad y el envejecimiento comparten multiples mecanismos fisiopatoldgicos, lo

gue puede sugerir que son procesos interdependientes. Entre ellas se encuentran:
inflamacion crénica de bajo grado, disfuncion mitocondrial, senescencia celular,
alteracion del sistema inmunolégico, cambios en la composicién corporal y la disbiosis.
Un punto de conexién que contribuye a las diferentes vias fisiopatoldgicas es el estrés
oxidativo. La obesidad contribuye al estrés oxidativo a través de diversos mecanismos
interconectados, como pueden ser la hiperglicemia, dislipemias, inflamacion cronica,
hiperleptinemia o unas defensas antioxidantes inadecuadas, lo que genera un
ambiente favorable para el dafio celular. En personas obesas, la hiperglucemia activa
vias prooxidantes, promoviendo la formacion de productos de glicacion avanzada
(AGE), que a su vez desencadenan una cascada de sefializacion celular, aumentando
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el dafio oxidativo en el tejido
vascular. Ademés, estos AGE potencian la ruta del poliol, en la que la aldosa
reductasa cataliza la conversién de glucosa en sorbitol, lo cual estimula la produccion
de genes de estrés, y como consecuencia, se estimula a su vez la actividad de la
NADPH oxidasa, aumentando la produccion de ROS y agotando el glutation. La
hiperglicemia e hiperinsulinemia activan la diana de rapamicina en células de
mamifero (MTOR), lo cual inhibe el proceso de autofagia, que se considera un
promotor de la longevidad. Este proceso consiste en el catabolismo de componentes
citosélicos como mecanismo para proteger a la célula frente a situaciones de estrés
(14). Por otro lado, la acumulacién excesiva de triglicéridos y acidos grasos libres en
los tejidos adiposos y circulantes reduce la eficiencia de la cadena de transporte de
electrones en las mitocondrias, lo que provoca la acumulacion de electrones, los
cuales reaccionan con el Oz para formar ROS. Esta alteracion metabdlica, no solo

contribuye al desarrollo de enfermedades cardiovasculares y resistencia a la insulina,
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sino que también induce un estado inflamatorio crénico, caracterizado por el aumento
de citoquinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleukina-6 (IL-
6), que activan la proteina C reactiva (CRP) y promueven la disfuncion endotelial y la
aterosclerosis. La inflamacion en la obesidad también implica la infiltracion progresiva
de macrofagos en el tejido adiposo, lo que amplifica la produccion de citoquinas y
ROS, reforzando un circulo vicioso de estrés oxidativo y dafio tisular. Asimismo, el
perfil dislipidémico asociado a la obesidad, caracterizado por niveles elevados de
triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad (LDL), aumenta la susceptibilidad a la
oxidacion lipidica, promoviendo la formaciéon de moléculas como el 4-hidroxinonenal
(4-HNE) y sustancias reactivas del acido tiobarbitdrico (TBARS), marcadores de
peroxidacion lipidica que exacerban la inflamacién y la disfuncién celular (15). El
estrés oxidativo (EO) provoca dafio en biomoléculas como lipidos, proteinas y ADN,
afectando la sefalizacion celular y la expresion génica, lo que conlleva alteraciones
en las células. La interaccién de estos eventos contribuye al envejecimiento y al
desarrollo de enfermedades relacionadas con la edad (16). La teoria del estrés
oxidativo sobre el envejecimiento sugiere que la acumulacion de dafio oxidativo en
macromoléculas, como la que induce la obesidad, es una de las principales causas
de la pérdida de funciones tisulares y organicas con la edad. La disfuncidon mitocondrial
inducida por el estrés oxidativo agrava el envejecimiento celular al reducir la eficiencia
enzimatica y promover el deterioro estructural de proteinas y lipidos(17) . Ademas, el
EO induce la senescencia celular, caracterizada por un fenotipo secretor senescente
(SASP), que contribuye a un ambiente proinflamatorio y a enfermedades cronicas.
Entre los mecanismos implicados se incluyen la activacion del factor nuclear kappa-B
(NFkB), la induccion de metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPSs) asociadas

a patologias como el Alzheimer y la aterosclerosis, y la inhibiciébn de sirtuinas y
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proteinas FOXO, lo que favorece la inflamacién y el deterioro celular (18). "La
conexion entre los mecanismos implicados en la obesidad y el envejecimiento queda
reflejada en la llustracion 6.

El uso de compuestos naturales, como las urolitinas presentes en los extractos
fermentados de cascara de granada, es una estrategia prometedora para modular
todos los efectos comentados anteriormente. Por ello, el presente trabajo se enmarca
en la investigacion que se desarrolla en el Grupo de Disefio y Desarrollo de Moléculas
Bioactivas del Instituto de Investigacion, Desarrollo e Innovacién en Biotecnologia
sanitaria de Elche (IDIBE) para el estudio de la relacion de los compuestos de origen

natural con la modulacion del envejecimiento y su relacidén con la obesidad.
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llustracion 6: Posible relacion entre la obesidad y el envejecimiento.
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2. Objetivos:
Los objetivos del presente Trabajo de Fin de Grado son:

Evaluar las propiedades farmacoldgicas de un extracto de granada en un
modelo animal de obesidad inducida por una dieta alta en grasas en ratones
de edad avanzada, centrandose en sus efectos sobre la obesidad, el estrés
oxidativo, la inflamacion y el envejecimiento.

Determinar el impacto del extracto de granada en pardmetros antropométricos
como peso corporal y pardmetros bioquimicos.

Comparar la evolucion de estos parametros entre los grupos de tratamiento y
control para determinar la efectividad del extracto en la modulacion de la
obesidad en la vejez.

Desarrollar un modelo animal de obesidad asociada al envejecimiento.

16



3. Materiales y métodos:

a. Modelo animal:
El modelo animal empleado en el estudio fue el ratén de la cepa C57BL/6J envejecido

con una edad de 15 meses en los machos y de 12 meses en las hembras procedente
de la casa Charles Rivers (llustracion 6). La linea C57BL/6J es una cepa comun en
investigacion, ya que no son necesarias instalaciones especiales para su cria o
mantenimiento, suponiendo una gran ventaja a nivel practico. Todo esto, sumado al
hecho de que, al ser lineas endogamicas, los animales son genéticamente idénticos
entre si; permite que se hayan empleado en areas tan diversas como la investigacion
en enfermedades metabodlicas, biologia del desarrollo, genética o inmunologia, entre

otros muchos ambitos.

Ilustracion 6: C57BL/6J envejecido. Extraida del | Concurso de Fotografia cientifica del IDIBE.
Autores: Isabel Serrano Toribio y Diego Cao Ortiz

b. Dieta:
En el estudio se emplearon dos tipos de dieta: una estandar, utilizada habitualmente

en el animalario para mantener condiciones nutricionales basales, y una dieta alta en
grasa (HFD), escogida especificamente para inducir un estado de sobrepeso u
obesidad. La dieta estandar se presentaba en forma de pellet, mientras que la dieta
alta en grasa (BIOSERVE-230HF) empleada adquirida en Safe Custom Diets, la cual

consiste en una pasta compuesta de sacarosa, manteca de cerdo, caseina y una
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premezcla de minerales y vitaminas. En la llustracion 7 se muestran las diferencias en

el contenido nutricional de las diferentes dietas.

Carbon Hydrates
Crude fat

Crude protein
Crude ash
Moisture

Crude fiber

ooommn

Dieta normal HFD

Ilustracion 7: Comparacion entre los dos tipos de dieta.

c. El extracto:
El extracto empleado en el estudio fue un extracto fermentado de cascara de granada,

proporcionado por la empresa InnovationLabo. La cascara de granada es un producto
de desecho industrial de la produccion de zumos a partir de PG, suponiendo hasta el
50% del peso total del fruto. Sin embargo, al fermentar las cascaras de granada con
bacterias productoras de UroA, se obtiene un extracto rico en UroA. Dicho extracto
fue disuelto en suero fisiolégico para preparar una disolucion de stock de 12,33
mg/mL.

d. Procedimiento experimental:
El proyecto de experimentacion animal fue aprobado por el Comité de Etica e

Integridad en la Investigacion (CEll) de la Universidad Miguel Hernandez con el codigo
2023-VSC-PEA-0277 tipo 2. Después de la llegada de los 48 animales: 24 machos y
24 hembras a las instalaciones, pasaron un periodo de aclimatacion de 10 dias.
Posteriormente, se pesaron y distribuyeron los ratones de forma aleatoria en 4 grupos
por cada sexo, de tal manera que el promedio de pesos de cada grupo fuera lo mas
homogéneo posible entre si. Cada uno de estos grupos recibid un tratamiento y dieta

distinta (Tabla 2).
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Tabla 2:

Machos Hembras
Grupo | Tratamiento Grupo | Tratamiento
Placebo y dieta normal Placebo y dieta normal
Placebo y HFD Placebo y HFD
Extracto y dieta normal Extracto y dieta normal
Extracto y HFD Extracto y HFD

OO0 m>
OO0 mw>

Una vez distribuidos en los grupos, se les sometié a un periodo de engorde durante
38 dias, con el objetivo de inducir en los animales una obesidad mediante la dieta.
Durante este periodo se realizaron analiticas semanales a los animales mediante
sangrado de cola (llustracién 8). Las muestras de sangre extraidas se analizaron a
partir de CardioCheck, mediante el cual se obtuvieron los valores de glucemia,

colesterol total, triglicéridos y HDL.

llustracion 8: Método de sangrado de cola.

Una vez concluido el periodo de engorde, se comenz6 con la administracion del
extracto. Para la administracion se opt6 por la administracién oral mediante sondaje
(llustracion 9), tanto de suero salino, en el caso del placebo, como del extracto disuelto

en suero salino.

Ilustracion 9: Método de sondaje oral empleado.
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La disolucion del extracto se administro a una dosis de 25 mg/kg y dia 3 veces a la
semana. Esta dosis se eligio mediante una consulta bibliografica. Durante la duracién
del ensayo, se midieron peridédicamente tanto el peso corporal de los animales como
su ingesta de pienso y valores de glucemia, colesterol total, triglicéridos y HDL. Una
semana después de comenzar el ensayo, los animales, pero en particular los
pertenecientes al grupo C tanto de machos como de hembras experimentaron una
bajada drastica en su peso y consumo de pienso. Esto fue atribuido a una dosis
excesiva de extracto, por lo que se decidio reducir tnicamente la dosis de este grupo,
pasando a ser una dosis de 12,5 mg/kg y dia, continuando sin incidencias hasta
concluir el estudio. Se descartd que fuera una respuesta de toxicidad al extracto, ya
gue se encuentra comercializado. Al finalizar el estudio, se procedio al sacrificio de los
animales mediante sobredosis de anestésico, siguiendo las pautas y estandares en
materia de Etica y Bienestar Animal. Posteriormente se realizaron necropsias
completas con la extraccion de grasa abdominal, grasa genital, higado, intestino y
estbmago, pulmones, eso6fago y muestras de sangre mediante puncién cardiaca; para
su posterior andlisis. Las muestras de tejido de pulmon, esoéfago y tracto digestivo se
conservaron en formaldehido, siendo etiquetadas para su posterior identificacion y
para la realizacion de técnicas histopatologicas, ademas de la observar, silos hubiese,
alteraciones en los 6rganos. El higado y las muestras de tejido adiposo fueron
conservadas en criotubos a -96°C y la sangre fue centrifugada posteriormente a su
extraccion, conservandose unicamente el plasma. El esquema del procedimiento

experimental se resume en la llustracion 10.
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llustracion 10: Resumen del procedimiento experimental.

e. Andlisis estadistico:
El andlisis estadistico de los datos obtenidos a lo largo del estudio se llevé a cabo

utilizando la plataforma Google Colab, un entorno de programacién en la nube que
permite la ejecucion de codigo en lenguaje Python, ampliamente utilizado en
investigacion cientifica por su versatilidad y por la disponibilidad de bibliotecas
estadisticas especializadas. Para el tratamiento estadistico se emple6 un andlisis de
varianza de dos factores (two-way ANOVA), con el objetivo de evaluar el efecto de
variables independientes como el sexo, la dieta y el tratamiento sobre distintas
variables fisiologicas (peso corporal, ingesta alimentaria, colesterol total, HDL,
glucemia y triglicéridos), asi como las posibles interacciones entre estos factores. En
las graficas aportadas en el presente Trabajo de Fin de Grado no se han incluido las
barras de error con el animo de facilitar su interpretacion y comprension, debido a la

alta variabilidad encontrada.
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4. Resultados:

Se realiz6 el ensayo con los ratones envejecidos tal y como se detalla en la seccién

de metodologia. Las diferentes variables que analizaron en el estudio fueron el peso,
la ingesta, el colesterol, el HDL, la glucemia y los triglicéridos. A su vez, para cada
variable, se estudid la influencia de la dieta empleada, el sexo y el compuesto por
separado, asi como la interaccion entre estos factores. De esta manera se pretende
determinar si los resultados obtenidos son atribuibles al extracto en exclusiva o, en su

defecto, dependen de otros factores.

a. Peso:
En general, los animales sometidos a una dieta normal presentaron un peso superior

en comparaciéon con aquellos alimentados con una dieta alta en grasas (HFD). Aunque
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto al extracto
administrado, los animales tratados con extracto mostraron un peso corporal inferior
al de los tratados con placebo a partir del inicio de la administracion. El sexo también
influyé de manera significativa en el peso, siendo este mayor en los machos que en
las hembras. No obstante, no se observaron diferencias relevantes en los cambios de
peso entre los animales que recibieron una dosis reducida a la mitad y aquellos que
mantuvieron la dosis completa a lo largo del estudio. Se identific6 una interaccién
significativa entre la dieta y el extracto administrado, con los ratones sometidos a dieta
normal y tratados con placebo presentando mayores valores de peso. También se
observd una interaccion significativa entre el sexo y la dieta, destacando que los
machos con dieta normal presentaron un peso considerablemente superior al de los
otros grupos. No se identificaron diferencias significativas entre las hembras tratadas
con extracto y aquellas tratadas con placebo. Sin embargo, las hembras tratadas con

placebo aumentaron de peso tras la administracion mientras que las tratadas con el
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extracto redujeron su peso. Ademas, se observa una interaccion significativa entre la
dieta y el extracto. Asimismo, la interaccidn entre dieta y sexo es significativa. En
cuanto a la interaccion entre el extracto y el sexo, aunque se observa una tendencia
hacia mayores pesos en los machos tratados con placebo, esta diferencia no resulta
estadisticamente significativa. Finalmente, se detect6 una interaccion triple
significativa entre dieta, extracto y sexo. La evolucion de los valores de peso se
muestra en las Graficas 1 y 2. Ambas graficas se dividen en dos periodos, el
correspondiente a la fase de engorde (sin administracion de extracto) y la fase de
tratamiento o administracion del extracto/placebo, manteniendo la dieta en cada
grupo.

40+ :
Engorde *  Administracion — PIacebo_IVI
] — Extracto M

Placebo_H
Extracto_H

25

1 1 1 1T 1T f T T T 1
0 7 15 22 30 36 42 49 51 56 63

Grafica 1: Comparacion del peso segun el sexo y el extracto administrado.

40 Engorde Administracion —— Placebo_ND_M
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//-\/v —— Extracto_ND_M
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a — Extracto_HFD_M
o Placebo_ND_H
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o Placebo HFD H
Extracto_ND_H
25~ Extracto_HFD_H

1 . T 11 | 1 T 1
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Grafica 2: Comparacion del peso por extracto, dieta y sexo.
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b. Ingesta:

El analisis de los datos obtenidos muestran que el tipo de dieta tiene un impacto
significativo en la ingesta alimentaria. En general, los animales alimentados con una
dieta normal (ND) presentan una mayor ingesta en comparacion con aquellos
sometidos a una dieta alta en grasas (HFD). En cuanto al efecto del extracto, se
observa que los animales tratados con placebo tienden a consumir mas alimento en
comparacion con aquellos que reciben el extracto, aunque esta diferencia es
relativamente pequefa y no estadisticamente significativa. EI sexo de los animales
también parece influir en la ingesta, siendo esta generalmente superior en los machos
en comparaciéon con las hembras.

Por otro lado, se detecta que los animales que siguen una dieta HFD y son tratados
con el extracto muestran una ingesta inferior a los que reciben placebo. No se ha
encontrado evidencia significativa de interacciones entre la dieta y el sexo, ni entre el
sexo Yy el extracto, lo que sugiere que estos factores actian de manera independiente
en cuanto a su influencia en la ingesta. Asimismo, no se detectaron interacciones
significativas entre la combinacion de dieta, sexo y extracto, descartando efectos

conjuntos en la reduccién del consumo de alimento.

5+ Engorde : Administracion

—— Placebo_ND_M
Placebo_HFD_M

—— Extracto_ND_M

—— Extracto_HFD_M
Placebo_ND_H
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Grafica 3: Comparacion de la ingesta por extracto, dieta y sexo.
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c. Colesterol total:
En cuanto a los valores de colesterol, se observa que la dieta tiene una influencia

significativa. Los animales alimentados con dieta HFD presentan concentraciones de
colesterol aproximadamente 54 mg/dL superiores a las de los animales con dieta
normal. Ademas, se aprecian diferencias en funcidn del extracto administrado, siendo
los animales tratados con placebo los que presentan niveles de colesterol inferiores
en comparacion con los tratados con el extracto. No obstante, esta diferencia es
evidente antes del inicio del tratamiento, igualandose en gran medida una vez iniciada
la administracion. El sexo también influye significativamente en los niveles de
colesterol, con los machos presentando concentraciones superiores a las hembras.
Sin embargo, no se observan interacciones significativas entre el extracto y la dieta,
ni entre el sexo y la dieta, lo que indica que estos factores actian de forma
independiente en la determinacion de los niveles de colesterol. Destaca que las
hembras con dieta normal mantienen valores constantes de colesterol a lo largo de
todo el estudio, mientras que los machos tratados con placebo tienden a presentar

niveles mas bajos de colesterol en comparacion con los tratados con el extracto.

250 Engorde Administracion — Placebo M
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2
0 -
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Grafica 4: Comparacion de los valores de colesterol total segtin el sexo y el extracto
administrado.
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Grafica 5: Comparacion de los valores de colesterol total por extracto, dieta y sexo.

d. HDL:
Se observo que la dieta influye de forma estadisticamente significativa en los valores

de HDL, presentando los animales sometidos a dieta HFD niveles superiores en 42
unidades en comparacion con los que siguieron otro tipo de dieta. Por otro lado, el
extracto no mostrd un efecto estadisticamente significativo sobre los valores de HDL,
indicando que no existen diferencias relevantes entre los grupos tratados con el
extracto y los que recibieron placebo. En cuanto al sexo, se encontré una influencia
significativa, siendo los valores de HDL superiores en los machos en comparacién con
las hembras.

Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en las
interacciones entre el extracto y la dieta, ni entre la dieta y el sexo. Ademas, los
machos tratados con placebo presentaron niveles de HDL inferiores al promedio de

los grupos evaluados.
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Grafica 6: Comparacion de los valores de HDL segun el sexo y el extracto administrado.
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Grafica 7: Comparacion de los valores de HDL por extracto, dieta y sexo.

e. Glucosa:
En relacion con los niveles de glucosa en sangre, no se han encontrado diferencias

estadisticamente significativas en los efectos de la dieta, lo que sugiere que este factor
no tiene un impacto claro sobre los niveles de glucemia en las condiciones evaluadas.
Asimismo, aunque los animales tratados con el extracto parecen presentar valores
inferiores de glucosa en comparacion con los tratados con placebo, esta diferencia no
alcanza significancia estadistica, o que indica que no se puede establecer un efecto
claro del extracto sobre los niveles de glucosa. En cuanto al sexo, los animales
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machos muestran valores superiores de glucosa en sangre, aunque esta diferencia
tampoco es estadisticamente significativa, lo que sugiere que el efecto del sexo sobre
esta variable no es concluyente en este caso. Tampoco se han identificado
interacciones significativas entre la dieta y el extracto, ni entre la dieta y el sexo, lo que

sugiere que estos factores acttan de manera independiente en cuanto a sus efectos

sobre la glucemia.
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Grafica 8: Comparacion de los valores de glucosa segun el sexo y el extracto administrado.
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Grafica 9: Comparacion de los valores de glucosa por extracto, dieta y sexo.
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f. Triglicéridos:
En cuanto a los niveles de triglicéridos, se observo que los animales alimentados con

una dieta normal presentaron concentraciones mas elevadas que aquellos sometidos
a una dieta alta en grasas. Sin embargo, los animales tratados con placebo mostraron
valores de triglicéridos ligeramente inferiores a los tratados con el extracto, aunque
esta diferencia no alcanzé significacion estadistica. Ademas, se identific6 una
tendencia hacia niveles més altos de triglicéridos en los animales alimentados con
dieta normal y tratados con placebo, lo que podria indicar una posible interaccion entre
la dieta y el extracto administrado, aunque sin significancia estadistica. No se detecté
interaccién estadisticamente significativa entre la dieta y el sexo, lo que indica que el
efecto de la dieta sobre los niveles de triglicéridos es independiente del sexo de los
animales. De manera similar, los machos tratados con el extracto presentaron niveles
superiores de triglicéridos en comparacion con las hembras, pero estas diferencias

tampoco fueron estadisticamente significativas.
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Grafica 10: Comparacion de los valores de triglicéridos segun el sexo y el extracto
administrado.
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Grafica 11: Comparacion de los valores de triglicéridos por extracto, dieta y sexo.

5. Discusién:
Los resultados obtenidos en este estudio ponen de manifiesto la influencia de diversos

factores —como la dieta, el sexo y el extracto administrado— sobre distintas variables
fisiologicas clave en la confluencia entre la obesidad y el envejecimiento: peso
corporal, ingesta alimentaria, colesterol total, HDL, glucemia y triglicéridos. Asimismo,
el andlisis de las interacciones entre estos factores ha permitido matizar y profundizar
en la interpretacion de los efectos observados.

Las diferencias observadas entre machos y hembras en las variables de estudio son
consistentes con los hallazgos previamente reportados en la literatura. Por ejemplo,
Freire-Regatillo et al. describen que los machos de la cepa C57BL/6J tienden a
presentar una ingesta y un peso corporal superiores a los de las hembras. Esta
diferencia se atribuye a las distintas estrategias que cada sexo emplea para regular el
equilibrio energético: mientras que los machos tienden a regular principalmente su
ingesta energética, las hembras lo hacen modulando el gasto energético (19).

Ademas, otros estudios, como los realizados por Desinova y Markinova, sefialan que
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estas diferencias también se reflejan en el perfil bioquimico de los animales y en la
expresion de genes relacionados con el metabolismo (20).

En relacion con el peso corporal, los animales alimentados con dieta normal
presentaron valores significativamente superiores respecto a los que recibieron dieta
HFD. Esto resulta una clara discrepancia con el modelo de obesidad inducida por la
dieta puesto a punto en el grupo, en el cual se obtenian diferencias de peso
significativas en los ratones alimentados con dieta grase. Este resultado pone de
manifiesto que los actuales modelos de induccion de obesidad pueden presentar
problemas a la hora de ser empleados en ratones envejecidos. Una de las posibles
explicaciones a este hecho es que, al tratarse de animales envejecidos, muchos de
los cuales presentaban distintas patologias asociadas a la edad, es posible que,
debido a una diferencia de palatabilidad tan marcada respecto a la dieta de partida
haya supuesto un factor de estrés que les impidiera alcanzar el peso esperado.
Aunqgue los resultados de peso fueron aparentemente dispares durante el periodo de
engorde, estos se igualaron poco antes de comenzar la administracién. Desde el inicio
de la administracion hasta el final del estudio, se puede observar como los animales
tratados con placebo, especialmente los machos, aumentan de peso, mientras que
los tratados con el extracto reducen su peso. Por tanto, se puede afirmar que el
tratamiento con el extracto es capaz de reducir el peso, a pesar de que las diferencias
no sean estadisticamente significativas. Esto podria sugerir que la duracion del
estudio fue insuficiente o que la aleatorizacion y distribucion de los animales al inicio
no fue adecuada, lo que se observa en la fase de engorde donde todavia no hay
administracion del extracto. En cuanto a la ingesta alimentaria, el tipo de dieta fue el
principal factor determinante, siendo mayor en los animales con dieta normal. Este

hallazgo es atribuible a un efecto saciante producido por la dieta HFD, ya que es

31



conocido que la grasa actia como saciante. Estos resultados son acordes con lo
citado en el trabajo de Reguero et al., en el cual la ingesta fue superior en el caso de
los ratones con dieta normal y también coinciden con resultados anteriores del grupo
en un modelo de ratones no envejecidos y que estan pendientes de publicacion.

El tratamiento con el extracto produjo una ligera disminucion del consumo,
especialmente en el grupo con dieta HFD, aunque sin diferencias marcadas. Los
valores de ingesta eran esperables, ya que los animales se encontraban en situacion
de comida ad libitum, motivo por el cual existen fluctuaciones respecto al nivel de
ingesta, ya que son los propios animales los que se autorregulan. También se
observaron diferencias segun el sexo, con los machos mostrando una ingesta
superior, lo cual concuerda con el patron de mayor peso corporal observado en este
sexo. Durante la administracion no se observaron diferencias significativas respecto a
la ingesta, por lo que se puede afirmar que la ingesta no depende del extracto y que,
por tanto, la reduccién del peso no es atribuible a un descenso de la misma. En lo
referente a los resultados de las variables bioquimicas, se observaron fluctuaciones
no esperadas. Esto se atribuye a dos factores fundamentalmente: el primero, a que
se realizaban analiticas a dos animales por grupo cada semana, elevando la
variabilidad. Por otro lado, el instrumento empleado para la mediciéon contaba con un
limite de deteccidn para los TG, el colesterol total y el HDL, por lo que se realizaron

las siguientes aproximaciones (Tabla 3).

Tabla 3:
>120 180 mg/dL
<100 50 mg/dL
<50 25 mg/dL

Pese a que, desde el punto de vista estadistico, estas aproximaciones podrian ser

correctas, los resultados son insuficientes desde el punto de vista bioldgico, por lo que
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para futuros estudios seria interesante el empleo de aparatos con mayor sensibilidad.
Respecto a los niveles de colesterol total, la dieta alta en grasas se asocié con un
aumento significativo en las concentraciones plasmaticas, como era esperable.
Aunque los animales tratados con el extracto presentaron niveles ligeramente
superiores a los del grupo placebo, esta diferencia ya estaba presente antes de la
administracion, lo que descarta un efecto atribuible directamente al tratamiento. Por
su parte, los machos mostraron niveles de colesterol mas elevados que las hembras,
pero no se observaron interacciones significativas entre los factores analizados, lo que
apunta a efectos independientes.

En el caso del HDL, el tratamiento con extracto no produjo diferencias
estadisticamente significativas, ya que la influencia del sexo y el tipo de dieta tuvo un
mayor impacto.

En cuanto a la glucemia, no se detectaron diferencias significativas atribuibles ni a la
dieta, ni al extracto, ni al sexo. A pesar de que se observo una ligera reduccion de los
valores en los animales tratados con extracto, esta diferencia no alcanzo significacion
estadistica. Al no tomar las muestras de sangre con los animales en ayunas, estos
resultados pueden estar condicionados por la ingesta del animal. A partir de esto se
puede concluir que el uso de esta cepa es adecuado para el estudio de patologias
metabdlicas, ya que estos animales tienen cierta predisposicion a desarrollar este tipo
de condiciones, la cual se ve agravada cuando se les induce obesidad mediante la
dieta. Segun estudios como el de Fisher-Wellman et al., esta susceptibilidad parece
atribuirse a una pérdida de funcidn de la nicotinamida nucleétido transhidrogenasa
(NNT). Esta es una enzima mitocondrial implicada en la regulacion de la detoxificacion
de peroxidos. Se cree que la pérdida de funcidn de la NNT eleva la exposicion

mitocondrial a peréxidos en las células beta, disminuyendo el cociente ATP/ADP, y

33



retrasando el cierre del canal de K-ATP. Ademas, estos valores de glucosa se
incrementan cuando los animales se encuentran expuestos a situaciones de estres,
el cual puede desencadenarse por un flujo simpatico anormal o por una capacidad de
respuesta adrenérgica postsinaptica alterada, lo que podria explicar los resultados
obtenidos (21).

Por ultimo, los resultados de triglicéridos mostraron un patrén inverso al esperado: los
animales alimentados con dieta normal presentaron niveles mas altos que aquellos
con dieta alta en grasas. Aunque el tratamiento con el extracto se asocio con valores
ligeramente superiores a los observados en los animales placebo, esta diferencia
tampoco fue estadisticamente significativa. Se detectd una tendencia a niveles mas
altos en el grupo dieta normal + placebo, lo que podria sugerir una interaccion dieta-
extracto, aunque no se alcanzo significancia. Hasta la fecha, no se han identificado
estudios especificos que utilicen extractos de granada fermentados en investigaciones
relacionadas con la obesidad y el envejecimiento. Sin embargo, se han llevado a cabo
diversos estudios utilizando extractos de granada no fermentados ricos en
punicalaginas, como el de Reguero et al., en investigacion relacionada con la obesidad
En este estudio se estudi6 el efecto de un extracto no fermentado de piel de granada
en un modelo animal de C57BL/6J obeso joven. En él se observé una reduccion del
peso sin afectar a la ingesta; resultados que concuerdan con nuestra investigacion.
Ademas, se encontré un aumento de biomarcadores asociados con la termogénesis
y el equilibrio redox (22). Este efecto no se ha podido observar con los datos
disponibles actualmente. Sin embargo, con el plasma extraido se podria analizar si
existen diferencias entre los biomarcadores relacionados con obesidad,

envejecimiento y estrés oxidativo. Para determinar el valor afadido del extracto
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fermentado se podrian realizar estudios comparativos con placebo, extracto

fermentado y extracto sin fermentar

6. Conclusiones:
e El extracto de granada fermentado es capaz de reducir el peso corporal en

animales envejecidos alimentados con dieta alta en grasa.

e La edad constituye un factor limitante en la adaptacién del modelo animal de
obesidad a animales de mayor edad.

e Se requiere un analisis de biomarcadores plasmaticos y en tejido en
profundidad para determinar el impacto a nivel molecular del extracto.

Perspectivas futuras:
Para futuras investigaciones relacionadas con este proyecto, se sugiere profundizar

en el andlisis de biomarcadores, tanto especificos de envejecimiento, obesidad en
solitario, asi como aquellos que comparten entre si (Tabla 4). Esto permitiria
caracterizar con mayor precision la actividad biologica del extracto de granada y su

impacto en estos procesos.
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Tabla 4:

Obesidad Obesidad y envejecimiento Envejecimiento
Leotina Insulin Growth Factor 1 Factor de crecimiento
P (IGF-1) fibroblastico 21 (FGF21)
, , ] , Proteina quimioatrayente de
Adiponectina Proteina C reactiva (CRP) monocitos 1 (MCP-1)
Factor nuclear potenciador
Resistina Adrenomedulina (ADM) de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas
(NF-kB)
. - . Factor de crecimiento
Colecistoquinina (CCK) Interleucina 6 (IL-6) epidérmico (EGF)
Polipéptido inhibidor gastrico Factor de Necrosis Tumoral Factor de crecimiento
(GIP) (TNF-a) fibroblastico (FGF)
Glucagon-like peptide Factor de crecimiento u%'&’;ggg‘g?f% 1
(GLP-1) endotelial (VEGF) q P

(CHI3L1)
Quimiocina (C-X-C motivo)

Termogenina ligando 10 (CXCL10)

Proteina morfogenética Factor de diferenciacion del
Osea 8B (BMP8B) crecimiento 15 (GDF15)
Factor de transcripcion EB
(TFEB)

Ademas, podria incluirse el analisis de marcadores relacionados con el estrés
oxidativo e inflamacion para determinar el efecto del extracto en esos parametros.
Asimismo, seria interesante realizar estudios comparativos entre ratones envejecidos
y ratones jévenes para evaluar como el envejecimiento influye en los parametros
estudiados. Esta comparacion resultaria de interés para determinar los cambios
fisiopatoldgicos que ocurren con el desarrollo de patologias metabdlicas y el impacto

gue tiene el envejecimiento en ellos.
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