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RESUMEN

El cancer de colon y la obesidad son dos patologias no transmisibles con una
alta prevalencia en la sociedad. La obesidad se define como una acumulacion
anormal o excesiva de grasa debido a un desequilibrio energético entre las calorias
ingeridas y las consumidas. La OMS estima que un cuarto de la poblacion adulta
europea padece obesidad y es responsable de mas de 1.2 millones de muertes al afio.
El cancer colorrectal (CCR) se origina por alteraciones celulares que provocan la
pérdida del control del proceso de proliferacién derivando en una excesiva division
celular y la capacidad de estas células malignas para diseminarse a otros tejidos. Es
el tercer tipo de cancer por incidencia en la poblacién a nivel mundial, y el segundo
tipo en niimero de defunciones asociadas. Aunque son dos entidades distintas, cabe
destacar que la obesidad per se supone un riesgo importante para el desarrollo de

diferentes tipos de cancer incluido el cancer colorrectal.

Ambas patologias suponen un desajuste en el estado redox del individuo, un estado
inflamatorio crénico, alteraciones metabdlicas y disbiosis intestinal. En este contexto,
los extractos vegetales suponen una gran herramienta para mejorar estos parametros
debido a la diversidad de compuestos bioactivos que los componen, los cuales han
demostrado tener un efecto beneficioso sobre la salud humana al prevenir y ser
utilizado para el tratamiento de multiples alteraciones. Concretamente, las especies
vegetales de la familia Brassicaceae aportan numerosos efectos beneficiosos sobre la
salud debido a su valor nutricional y a su alto contenido en compuestos bioactivos.
Entre ellos, destacan los isotiocianatos, a los que se les atribuye efectos fisiologicos
sobre la salud humana como la induccién de enzimas detoxificantes. Los compuestos
fenolicos, ademas, presentes en multitud de especies vegetales, suscitan gran interés
gracias a su capacidad antioxidante, antiinflamatoria y anticancerogénica, Por otra
parte, el ejercicio fisico tiene un papel fundamental en la prevencion de estas
enfermedades, estando mediados estos efectos beneficiosos por mecanismos

antiinflamatorios, estimulacion de la respuesta del sistema inmune, modulacion de
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distintos aspectos del metabolismo glucidico y lipidico, y mejora el sistema

cardiovascular.

Por todo lo anteriormente expuesto, el objetivo general de esta tesis doctoral
es obtener extractos funcionales derivados de Brasicaceas y otras especies vegetales,
que puedan ser usados para el tratamiento de la obesidad y alteraciones asociadas y
la prevencion del cancer colorrectal, administrados de forma aislada o en

combinacién con la realizacién de un protocolo de ejercicio fisico.

Para ello, se realizd un screening sobre diferentes especies vegetales y
mediante la realizacion de distintos métodos de extraccion con el fin de seleccionar
aquellos extractos vegetales con mayor rendimiento y capacidad antioxidante.
Ademas, en el caso de los extractos vegetales procedentes de Brasicas se evalud la
capacidad para inducir enzimas detoxificantes. En base a ello, se formularon dos
nutracéuticos combinando distintas especies vegetales y métodos de extraccién, los
cuales fueron sometidos a un proceso de digestibilidad in vitro y pruebas de
capacidad antioxidante, capacidad antiproliferativa y capacidad antiinflamatoria en
las lineas celulares HT-29, T84 y ]774Al, respectivamente. Para identificar los
compuestos bioactivos que componian estos nutracéuticos se utilizé cromatografia
liquida de alta resolucion. Finalmente, la funcionalidad de cada nutracéutico fue
evaluada en dos ensayos de experimentacion animal en ratones C57BL/6]: i) modelo
de obesidad inducida por una dieta alta en grasa y fructosa en el agua de bebida y

ii) modelo de cancer colorrectal inducido por el método AOM/DSS.

Con respecto al modelo de obesidad, las intervenciones realizadas de
restriccion caldrica y administracion del nutracéutico en combinacién o no con un
protocolo de ejercicio fisico, no solo consiguieron revertir el peso corporal de los
animales, sino que ademas mejoraron los parametros plasmaticos relacionados con
el metabolismo glucidico y lipidico, y consiguieron revertir el estado inflamatorio,

oxidante y la disbiosis intestinal derivadas de la obesidad.

Con respecto a los ensayos sobre el modelo experimental animal de cancer

colorrectal, se logré desarrollar pdlipos tumorales en el colon de los ratones sin
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afectar a otros 6rganos. La ingesta diaria de 500mg-kg" del nutracéutico desarrollado
a partir de extractos vegetales de semillas de Brasicaceas fue capaz de reducir el
desarrollo de estos polipos, efecto que se vio ain mas potenciado cuando combind
con el protocolo de ejercicio fisico. Ademas, ha sido capaz de mejorar la capacidad
antioxidante, antiinflamatoria y disbiosis intestinal derivadas del desarrollo del

tumor.

A modo de conclusiones, y debido a la creciente prevalencia de la obesidad y
de las alteraciones metabolicas derivadas de ella, podemos decir que es necesario el
desarrollo de estrategias eficaces para combatir los problemas sanitarios y sociales
asociados a esta patologia. La restriccion caldrica fue una estrategia eficaz para la
pérdida de peso. Ademas, la administracion de nutracéuticos combinada con un
protocolo de ejercicio hacen la sinergia de tratamiento ideal en un modelo preclinico
que podria plantearse en un futuro para la realizacion de ensayos clinicos. Por otra
parte, los extractos desarrollados a partir de las semillas de especies de la familia
Brasicaceas tienen un papel preventivo excepcional en el inicio del desarrollo del
cancer colorrectal, potenciandose este efecto con la combinacién del ejercicio fisico,
a través de la disminucion del estado proinflamatorio de los animales y de la mejora
de la capacidad antioxidante, al ser capaces de eliminar moléculas inestables como

ROS que pueden iniciar el proceso de carcinogénesis.

Estos nutracéuticos pueden ser utilizados como suplementos dietéticos en el
tratamiento de la obesidad y la prevencion del cancer colorrectal, dos condiciones

patologicas donde la inflamacion y el estrés oxidativo juegan un papel fundamental.
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SUMMARY

Colon cancer and obesity are two non-communicable diseases with a high
prevalence in society. Obesity is defined as an abnormal or excessive accumulation
of fat due to an energy imbalance between calories ingested and calories consumed.
The WHO estimates that a quarter of the European adult population suffers from
obesity that is responsible for more than 1.2 million deaths per year. Colorectal
cancer (CRC) is caused by cellular alterations that lead to a loss of control of the
proliferation process, resulting in excessive cell division and the ability of these
malignant cells to spread to other tissues. It is the third type of cancer by incidence
in the population worldwide, and the second type in number of associated deaths.
Although they are two distinct entities, it should be noted that obesity per se is an
important risk for the development of different types of cancer, including colorectal

cancer.

Both pathologies involve an imbalance in the individual's redox state, a
chronic inflammatory state, metabolic alterations and intestinal dysbiosis. In this
context, plant extracts are a great tool to improve these parameters due to their
content of bioactive compounds which have been shown to have a beneficial effect
on human health by reducing or preventing these alterations. The plant species of
the Brassicaceae family provide numerous health benefits due to their nutritional
value and their high content of bioactive compounds. Among them, the
isothiocyanates stand out, to which most of the physiological effects on human
health are attributed. However, phenolic compounds attracted great interest in this
doctoral thesis due to their antioxidant, anti-inflammatory, anticancerogenic,
antiaggregation and detoxifying enzyme induction capacity. Physical exercise also
plays a fundamental role in the prevention of these diseases. The beneficial effects of
regular exercise are mediated by anti-inflammatory mechanisms, stimulation of the
immune system response, modulation of metabolism and improvement of the

cardiovascular system.
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The general objective of this PhD is to obtain functional extracts derived from
Brassicaceae and other plant species, which can be used for the treatment of obesity
and associated disorders and the prevention of colorectal cancer, administered alone

or in combination with a physical exercise protocol.

For this purpose, a screening in terms of plant species and extraction methods
was carried out in order to select those plant extracts with the highest antioxidant
capacity in various chemical tests. In addition, in the case of Brassicaceae plant
extracts, the capacity to induce detoxifying enzymes was evaluated. Based on the
screening results, two nutraceuticals were formulated combining different plant
species and extraction methods. These were subjected to an in vitro digestion process
and tested for antioxidant, antiproliferative and anti-inflammatory capacity in HT-
29, T84 and J774A1 cell lines, respectively. High performance liquid chromatography
was used to identify their specific bioactive compounds. Finally, the functionality of
each nutraceutical was evaluated in two animal experimental assays in C57BL/6]
mice: i) high-fat diet-induced obesity model and ii) AOM/DSS-induced colorectal

cancer model.

A model of obesity and metabolic alterations in experimental animals was
established from the 3rd week of the experimental by consuming a high fat and
fructose in the drinking water period. The administration of the nutraceutical in
combination with a physical exercise protocol not only managed to reverse the body
weight of the animals, but also improved plasma parameters related to glycemic and
lipid metabolism, decreased the accumulation of fat in the liver, and managed to
reverse the inflammatory, oxidative, and intestinal dysbiosis state derived from
obesity. On the other hand, it was possible to develop tumor polyps in the colon of
mice without affecting other organs. The daily administration of the nutraceutical
developed from plant extracts at 500mg/kg body weight was able to reduce the
development of these polyps, an effect that was further enhanced when combined

with the physical exercise protocol. In addition, it was able to improve the
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endogenous antioxidant and anti-inflammatory activities and correct the gut

dysbiosis derived from tumor development.

The increasing prevalence of obesity and related metabolic disorders requires
the development of effective strategies to combat the health and social problems
associated with these pathologies. Caloric restriction is an effective strategy for
weight loss and our results highlight that the combination of nutraceutical
administration with an exercise protocol may provide the ideal treatment synergy in
combination with the former intervention to be tested in population-based studies
to enhance the effects of caloric restriction on different metabolic and inflammatory
parameters derived from the development of obesity. Furthermore, these results
confirm the beneficial effects of brassica extracts on health and encourage their use
as a dietary supplement in the prevention/treatment of those pathological conditions
where inflammation and oxidative stress play a fundamental role. The consumption
of brassicas, or the bioactive compounds derived from this family, may decrease the
risk and incidence of CRC by being able to eliminate unstable molecules such as ROS

that can initiate the process of carcinogenesis.
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Evaluacidn de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

1 INTRODUCCION.

Obesidad y cancer de colon: dos enfermedades no transmisibles

Las enfermedades no transmisibles (ENT) son la consecuencia de una combinaciéon
de factores genéticos, ambientales, fisiologicos y comportamentales que causan 17
millones de muertes al afio en personas con menos de 70 afios [1]. Son enfermedades
cronicas que afectan a todos los grupos de edad, regiones y paises y comprende
principalmente patologias cardiovasculares, respiratorias, diabetes y el cancer. En
2015, la Asamblea General de las Naciones Unidas establecid los objetivos de
desarrollo sostenible (ODS) para lograr un futuro mejor a nivel mundial. En ellos se
reconocian las ENT como un reto importante, estableciendo como meta en la Agenda
2030 reducir en un tercio la mortalidad prematura provocada por estas patologias

mediante la prevencion y el tratamiento [2].

Estas enfermedades se ven propiciadas, entre otros factores, por habitos de vida poco
saludables como el consumo de una dieta alta en grasa o la falta de actividad fisica,
el habito tabaquico y el consumo de alcohol, considerdndose también la
contaminacion atmosférica como un factor de riesgo importante para el desarrollo
de algunas de estas patologias. La exposicion a estos factores puede dar lugar a
alteraciones metabodlicas como un aumento de la tension arterial, de los niveles de
glucosa y lipidos en sangre, sobrepeso y obesidad, que puedan desencadenar
infartos de miocardio y/o accidentes cerebrovasculares, diabetes, enfermedad
pulmonar y una gran diversidad de tipos de cancer [1]. La falta de actividad fisica es
responsable de 830.000 muertes al aho mientras que 1.8 millones de muertes anuales
se deben a dietas poco saludables. La obesidad y el cancer de colon son dos
enfermedades no transmisibles que se caracterizan por su alta prevalencia en la
poblacion a nivel mundial. Aunque son dos entidades distintas, el Global Cancer
Observatory (GCO) establece una relacion causal entre la obesidad y varios tipos de
cancer. Se estima que en el ano 2020 se produjeron unos 478.900 casos de cancer

directamente relacionados con la obesidad a nivel mundial [3].
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Cabe destacar que la obesidad per se supone un riesgo importante para el desarrollo
de al menos trece tipos de cancer, entre ellos se incluyen cancer mamario, uterino,
ovarico, esofagico, estomacal, colorrectal, pancredtico o de higado, siendo el cancer
colorrectal (CCR) uno de los mas relevantes [4]. El desarrollo de la obesidad esta
ligado a un aumento en el plasma en la concentracion de glucosa, insulina, IGF-1,
lipidos, leptina, estrégenos, resistina y citoquinas proinflamatorias. Todos estos
factores se han relacionado con la patogenicidad del cancer [5]. Un alto nivel de TG
en sangre supone un incremento en la proliferacion y agresividad de células
tumorales. La RI derivada de la obesidad supone un incremento en la expresion del
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), el cual se ha relacionado con la
estimulacion en la proliferacidn, supervivencia y migracion de células cancerigenas.
La expresion de la proteina transportadora de acidos grasos CD36 se encuentra
sobreexpresada en pacientes obesos, y ademas se ha reconocido su papel en la
metastasis de ciertos tipos de cancer como el gastrico. El estado de inflamacién que
se produce en pacientes obesos genera la produccion de ROS, que son factores de
riesgo en el desarrollo del cancer. Los adipocitos distuncionales producen citoquinas
proinflamatorias como IL-18 que estimula la activaciéon de células cancerosas y
promueve la metdstasis o la IL-6 o TNFo que estimulan la angiogénesis. Otra
citoquina que se incrementa por un tejido adiposo disfuncional es la leptina, que no
solo promueve la proliferacion de células cancerigenas, sino que promueve la

aparicion de fenotipos resistentes a los farmacos [6].

En la presente tesis doctoral se abordaran posibles tratamientos basados en extractos
funcionales obtenidos de Brasicaceas y otras especies vegetales para paliar y/o

prevenir ambas enfermedades.
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1.1 OBESIDAD

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la obesidad como una
acumulacion anormal o excesiva de grasa que supone un riesgo para la salud y cuya
prevalencia en la sociedad se ha triplicado desde 1975. La causa principal para su
desarrollo es un desequilibrio energético entre las calorias ingeridas y las
consumidas (debido principalmente a un aumento en la ingesta de alimentos ricos
en grasa y de alto contenido caldrico) asi como un descenso en la actividad fisica [7].
El método mas comun de identificacion del sobrepeso o la obesidad clinicamente es
el indice de masa corporal (IMC) o la relacion entre el peso y la estatura, debido a
que es indicador simple y no invasivo. En adultos se considera que un paciente tiene
sobrepeso cuando su IMC es igual o superior a 25 kg/m?y tiene obesidad cuando es
superior a 30 kg/m?, mientras que en el caso de nifios es necesario tener en cuenta la
edad. El riesgo de padecer alguin tipo de ENT crece con el aumento del IMC. En
concreto un IMC elevado es un importante factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares y cdncer. Ademas, en el caso de IMC en nifios
ocasiona dificultades respiratorias, un mayor riesgo de hipertension, RI y efectos
fisiologicos que puede desencadenar en muerte prematura y discapacidad en la edad

adulta [7].

Sin embargo, el IMC solo tiene en cuenta el contenido de grasa total, sin tener en
cuenta su distribucién o el contenido total de mtsculo o masa magra [8,9]. Por ello,
en los ultimos afos se han empleado nuevos indices para superar estas limitaciones,
como el perimetro de la cintura que permite estimar el volumen abdominal [8], el
indice de Lee que relaciona el peso con el largo del tronco [10], y el indice de
complexion corporal (BSI, por sus siglas en inglés: Body Shape Index) que permite
conocer la distribucion de la grasa corporal [9]. Otros indices no antropométricos
usados para conocer la probabilidad de desarrollar una enfermedad metabdlica son
el indice HOMA, por sus siglas en inglés Homeostasis Model Assesment, que permite

estimar la sensibilidad a la insulina y la funcién de las células £ [11], o los indices
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aterogénicos que son indicadores de riesgo cardiovascular basados en el nivel de

colesterol, glucosa e insulina en sangre [9,12].

La obesidad es una enfermedad heterogénea, que no acttia o se presenta de la misma
forma en todos los pacientes. Yarnoz-Esquiroz et al. [13] definen diversos fenotipos
de la obesidad clasificaindolos en funcion de la composicidon corporal y el riesgo de

sufrir alteraciones metabdlicas:

e Fenotipo MAO (Metabolic Altered Obesity): Individuos con IMC > 30 y que
ademds presentan las alteraciones metabolicas tipicas derivadas de la
obesidad.

e Fenotipo TOFI (Thin Outside, Fat Inside): Aquellos individuos que presentan
un peso estandar segun su IMC, pero su perfil metabolico entra dentro de los
parametros de la obesidad: el nivel de citoquinas proinflamatorias es elevado,
presentan mayor porcentaje de grasa visceral, hiperinsulinemia, RI,
dislipemia.

e Fenotipo MHO (Metabolically Healthy but Obese): Personas obesas segun su
IMC, pero con un perfil metabodlico sano; presentan valores estandar para la
sensibilidad a la insulina, contenido lipidico y de citoquinas proinflamatorias.

e Fenotipo SO (Sarcopenic Obesity): Se presenta sobre todo en personas adultas
y esta caracterizada por la presencia de obesidad visceral acompafiada de
sarcopenia. La inflamacion cronica que produce la obesidad tiene un efecto
catabolico en la masa muscular, favoreciendo la pérdida de masa muscular,
asi como su funcionalidad. Ademas, la SO incrementa mas el riesgo de sufrir
alteraciones metabdlicas como enfermedades cardiovasculares y mortalidad

que cuando se presentan la sarcopenia o la obesidad de forma aislada [14].

1.1.1 Prevalencia

Segun el informe de la OMS en el afio 2022 sobre la obesidad en la region europea,
la obesidad supone un grave problema de salud publica en todo el mundo y uno de
los principales factores de mortalidad en la union europea. Segtin los datos oficiales

de la fundacién de la obesidad mundial (WOF, por sus siglas en inglés World Obesity
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Federation) en 2020, 2.603 millones de adultos tenian sobrepeso, de los cuales, 988
millones eran obesos [15]. En la Figura 1 se muestra la distribucidon y prevalencia de

la obesidad a nivel mundial.
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Figura 1. Prevalencia de la obesidad (IMC > 30 kg/m?) en adultos [16].

En la region europea la OMS estima que un cuarto de la poblacion adulta padece
obesidad (26%). Dado que ningun pais ha informado de un descenso en la
prevalencia de la obesidad de su poblacion en los tltimos afios, se estima que en 2035
la obesidad en la region europea afectard al 35% de las mujeres y un 39% de hombres

[16].

En la Figura 2 se muestra la prevalencia actual de obesidad en la poblacion espafiola
segun el ultimo estudio poblacional reportado por la Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion [17]. En general la prevalencia es mayor en hombres (19.3%)
que en mujeres (18.0%), viéndose afectado por el nivel de estudios, la renta y la
presencia de alguna discapacidad. La federacion mundial de la obesidad (WOF) en
el atlas de obesidad mundial publicado el ano 2023, estim6 un aumento significativo
en el numero de casos que padeceran obesidad para el afio 2035, tanto personas
adultas como ninos. Este incremento se vera mas pronunciado en el caso de varones
adultos, mientras que el nuimero de nifos obesos incrementara por igual,

independientemente del sexo [16]. De hecho, en el altimo informe oficial de la Junta
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de Andalucia que se publico en 2021, en Andalucia habia un 20.3% de nifios y nifias

de entre 6 y 9 afios con obesidad [18].
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Figura 2. Prevalencia (%) de obesidad seguin caracteristicas sociodemograficas en el
estudio de situacion ponderal ENE-COVID [17].

1.1.2 Mortalidad

Ademas de desencadenar la aparicion de otras enfermedades, el exceso de grasa estd
asociado a un incremento en la mortalidad. Recientes estudios estiman que en la
region europea el sobrepeso y la obesidad causan mas de 1.2 millones de muertes al
ano, esto supone un 13% del niimero total de muertes en esta region. Aquellas
personas que padecen obesidad tienen una esperanza de vida 5 afilos menor que
aquellas que mantienen un peso saludable. Aun asi, se estima que las muertes
derivadas de la obesidad estan subestimadas por la dificultad en su evaluacion o las
consecuencias en la salud en las que derivan [19]. A su vez, en estos ultimos anos, se
ha constatado la implicacion de la obesidad sobre ciertas enfermedades infecciosas
como la COVID19, donde el padecimiento de esta patologia incrementa tanto el

riesgo de ingreso hospitalario como el riesgo de muerte [20].

1.1.3 Factores de riesgo
Existen multitud de factores que intervienen en el desarrollo de la obesidad, y
aunque también se ha relacionado el desarrollo de la obesidad con factores genéticos,

la realidad es que la mayoria de estos factores entorno y el estilo de vida:
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1.1.3.1 Factores ambientales

Los cambios en los hébitos alimentarios y de actividad fisica que hemos adquirido
en los dltimos afios han hecho que actualmente tengamos un estilo de vida muy
favorecedor para el desarrollo de la obesidad. Las dietas basadas en alimentos ultra
procesados, con alto contenido caldrico principalmente de grasas saturadas y
azucares refinados son cada vez mas accesibles en nuestra sociedad, ademas, de la
naturaleza cada vez mas sedentaria de los nuevos puestos de trabajo y las formas de
transporte. Todo ello contribuye a que teniendo un mayor consumo de energia en la
dieta, nuestro gasto energético sea menor, por tanto, se produce el desajuste
energético que da lugar a la obesidad [7]. Varios estudios han demostrado que un
exceso de fructosa en la dieta disminuye la expresion del transportador de glucosa
(GLUT4) en los adipocitos e incrementa el contenido de triglicéridos (TG) en el
higado reduciendo la sensibilidad a la insulina y un alto contenido de glucosa que
causa glucotixicidad y RI de los hepatocitos [21]. Ademads, una dieta basada en
alimentos procesados, con alto contenido en grasa o azucares se asocia con la RI y
disbiosis intestinal. En concreto, se produce un cambio en el ratio Firmicutes/
Bacteroidetes, e incrementa la presencia de bacterias proinflamatorias [22]. También
contribuye a la integridad de la barrera epitelial facilitando la adsorcién de toxinas,

moléculas proinflamatorias como lipopolisacaridos (LPS) al torrente sanguineo [23].

La temperatura ambiental también influye en la obesidad ya que la energia gastada
en la termorregulacion es mayor o menor en funcion de esta temperatura. Es decir,
a menor temperatura ambiental, el organismo incrementa el gasto metabolico para
mantener su temperatura Optima. Hemos aclimatado nuestro ambiente para
mantener un entorno termo-confortable en viviendas, lugares de trabajo y medios
de transporte, minimizando la demanda energética para tal fin e incrementado la

acumulacion de esta energia y el riesgo de desarrollar obesidad [21].

El desarrollo de la obesidad esta asociado con un estilo de vida sedentario [24]. Se ha
demostrado que un estilo de vida sedentario esta asociado con induccién de la RI

[25], ademads de con una menor consumo maximo de oxigeno (VO2 méx), un
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incremento de la grasa visceral, presién sanguinea y mayores concentraciones en
plasma de cortisol y el factor de necrosis tumoral (TNFa). La mayoria de estos

parametros pueden ser revertidos con la realizacion de ejercicio fisico [26].

1.1.3.2 Envejecimiento

La edad se asocia con cambios en la composicion corporal: se incrementa el riesgo
de acumular grasa visceral alrededor del higado, musculo esquelético y abdomen.
Ademas, el gasto energético basal disminuye conforme envejecemos y, de forma
general, se practica menos ejercicio por lo que el gasto energético es menor y se
acumulard mads grasa si se mantiene la misma ingesta caldrica [21]. El envejecimiento
se asocia también a la pérdida de masa muscular o sarcopenia, que unida a la
acumulacién de grasa visceral incrementa el estado de inflamacion del individuo y

aumenta el riesgo de sufrir enfermedades metabolicas [14].

1.1.3.3 Microbiota intestinal

La composicion de la microbiota estd influenciada por la dieta, la edad, el tipo de
nacimiento (convencional o cesarea), uso de antibidticos u otros medicamentos, la
genética y la actividad fisica, siendo este ultimo junto con la dieta los moduladores
con mas importancia. Cualquier cambio en la composicién y/o funcién de la
microbiota puede generar la ganancia de peso ya que juega un papel fundamental
en la homeostasis energética. De hecho, trasplantes de la microbiota de ratones
obesos ha sido capaz de generar la acumulacion de grasa en ratones germ-free, sin ser
debido a un incremento en la ingesta de alimento, sino por una inflamacion cronica
derivada de un aumento de bacterias gramnegativas que incrementan la absorcion
de lipopolisacaridos (LPS) y por una alteracion en la homeostasis energética al
incrementar poblaciones bacterianas capaces de ser mas eficientes en la produccion
de energia a partir del contenido fecal; aprovechando monosacaridos que
habitualmente no serian digeribles, incrementando la produccién de &cidos grasos
de cadena corta (AGCC) y promoviendo el deposito de triglicéridos en los adipocitos

[27].
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1.1.3.4 Factores genéticos

Determinados genes pueden afectar la cantidad de grasa almacenada, y su
distribucién. Otros determinan la eficiencia en el uso de la energia proveniente de la
comida. Malos habitos en la alimentacion suponen metilaciones en el ADN que
pueden incrementar el riesgo de sufrir obesidad en nifios nacidos de padres obesos
[21]. La obesidad genética puede ser causada por la alteracion de un tinico gen, como
el gen de la leptina o el receptor de la leptina, y entonces se denomina obesidad
monogenética. Sin embargo, es mas usual la obesidad poligenética en la que la
genética del paciente determina el grado de susceptibilidad frente a distintos
estimulos ambientales, pudiendo ser susceptibles a modificaciones epigenéticas e

incrementar el riesgo de desarrollar obesidad [28].

1.1.4 Tejido adiposo. Fisiopatologia de la obesidad

El tejido adiposo es un 6rgano endocrino metabolicamente activo cuyas células, los
adipocitos, envian y reciben hormonas conocidas como adipocitoquinas, las cuales
se asocian a procesos relacionados con el metabolismo glucidico o lipidico, el
desarrollo celular, la inflamacién y el estrés oxidativo. Por tanto, una alteracion en
ellas puede derivar en numerosos problemas de salud [19]. La cantidad de
adipocitos, el tipo y la distribucion son esenciales para determinar la funcionalidad
del tejido adiposo y la homeostasis energética de un individuo [13]. Aunque los
adipocitos son las células mas caracteristicas del tejido adiposo, encontramos
ademas otros tipos celulares como células del sistema inmune, células endoteliales,
y células sanguineas que junto con los adipocitos se encargan de mantener la
homeostasis del tejido [29]. La proporcion de los diferentes tipos celulares presentes
varia en funcién del estado fisiologico, el nivel de inflamacion del individuo, o la

localizacion del tejido adiposo [30].

Los adipocitos almacenan o movilizan los nutrientes en funcion de la necesidad del
organismo. Cuando existe una carencia de nutrientes, ademas de producirse un
aumento de la glucemia mediante la accion del glucagdn, los adipocitos se estimulan

por la noradrenalina y activan lipasas encargadas de liberar acidos grasos no
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esterificados y glicerol al torrente sanguineo, para que pueda ser usado por los
organos, como el higado o el musculo esquelético. Sin embargo, en abundancia de
nutrientes, el nivel de glucosa en sangre se incrementa y la insulina inhibe las
enzimas implicadas en la activacion de lipasas. Paralelamente, se promueve la
captacion de glucosa y la lipogénesis para almacenar los lipidos en las vesiculas de
los adipocitos [31]. Todo este proceso esta regulado por las adipoquinas, las
proteinas estructurales de membrana y las proteinas quinasas (entre otras) que han
sido reconocidas como mediadoras de la lipolisis [13]. El efecto negativo de la
obesidad sobre la salud no se debe solo a la presencia de mayor tejido graso, sino
que, con el desarrollo de la obesidad, la respuesta de los adipocitos a estas sefiales
extracelulares, concretamente a la insulina, disminuye notablemente. Es decir, pierde
la habilidad para responder a los cambios externos, derivando en problemas

metabolicos como resistencia a la insulina, inflamaciéon y muerte celular [19].

La cantidad de tejido adiposo de un individuo adulto puede verse incrementada por
un aumento del tamafo de los adipocitos (hipertrofia) o por un incremento en el
nuamero de adipocitos presentes (hiperplasia). Los adipocitos se generan a partir de
células conocidas como preadipocitos, que tienen la capacidad de proliferar y
diferenciarse en adipocitos maduros. El proceso de transicion de un preadipocito a
un adipocito se compone de cuatro fases, descritas en la Figura 3. Es un proceso
regulado por una gran cantidad de factores de transcripcion, entre los que destacan
los receptores activados por proliferadores peroxisomales gamma (PPARy),
necesario para promover la diferenciacion y el mantenimiento de esta, y las proteinas
alfa de union a potenciadores (C/EBPa) que promueven la expresion de genes a

través de la interaccion con sus promotores [30].

10
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Figura 3. Fases de maduracién de preadipocito a adipocito.

En los mamiferos se encuentran distintos tipos de tejido adiposo, los cuales

presentan una funcion, fenotipo, origen y regulacion distintivo:

Tejido adiposo blanco (WAT, por sus siglas en inglés White Adipose Tissue). Su
nombre se debe a que esta compuesto principalmente por adipocitos blancos
caracterizados por tener una gran vesicula lipidica y muy pocas
mitocondrias, las cuales provienen de adipoblastos [32]. Supone entre el 10-
15% del peso total de una persona sana, y se incrementa hasta un 50% en
individuos con sobrepeso [32]. La principal funcién del WAT es la de
almacenar los lipidos como reserva energética (lipogénesis), pero también
interviene en la lipolisis, la captacion de glucosa y secrecion de adipoquinas
como la leptina, adiponectina, y resistina, entre otras [29]. Se pueden

diferenciar: i) WAT subcutdneo localizado bajo la piel y distribuido por todo el

cuerpo, aunque se encuentran mayores depositos en la zona abdominal,
nalgas y muslos vy, ii) WAT visceral que se localiza alrededor de los érganos
proporcionando aislamiento y proteccion mecanica a los mismos [30]. El
tejido adiposo visceral presenta ademas un mayor impacto sobre la salud
debido a que la grasa visceral es bioldgicamente mas activa y su funcion
endocrina supone un mayor riesgo metabolico [33].

Tejido adiposo pardo (BAT, por sus siglas en inglés Brown Adipose Tissue). Esta
caracterizado por la presencia de adipocitos marrones los cuales presentan

gran cantidad de mitocondrias ricas en hierro que le confieren la habilidad
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para producir calor en respuesta a estimulos ambientales, es decir la
termogénesis, [32] y sus vesiculas lipidicas son varias y pequenas. Ademas,
interviene en la depuracién de lipidos, catabolismo de la glucosa y secrecion
de IL-6 y el factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21). Los adipocitos
marrones se caracterizan por expresar una proteina de membrana
mitocondrial conocida como proteina desacoplante 1 (UCP1), cuya funcién es
desacoplar el gradiente de protones para producir ATP y generar calor [29].
Se encuentran principalmente localizados en la zona supraclavicular, toracica
y abdominal. Su presencia se ve disminuida con el desarrollo de la obesidad
[5].

Tejido adiposo beige (bAT, por sus siglas en inglés Beige Adipose Tissue). Se
conocen como adipocitos beige por presentar caracteristicas similares a los
adipocitos blancos, pero funcionalidad de adipocito marrén. Se encuentran
en los depdsitos de WAT pero presentan mayor numero de mitocondrias,
vesiculas lipidicas que los adipocitos blancos y ademas expresan marcadores
caracteristicos de los adipocitos marrones, como el UCP1, que les permite
generar calor por termogénesis al igual que los adipocitos marrones [32]. Se
han descrito numerosos mecanismos como los impulsores para la
diferenciacion y activacion de estos adipocitos beige, autores como destacan
patologias como la diabetes y las enfermedades metabdlicas descrito por

Ghaben & Scherer [31].
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Los tipos celulares caracteristicos de cada tejido se muestra en la Figura 4.

N / \ d 5 4 \\ p J
Adipocito blanco Adipocito beige Adipocito marron

Figura 4. Tipos de adipocitos.

El tejido adiposo es la principal reserva energética del organismo. En los periodos

de sobrecarga de ingesta, los adipocitos almacenaran la energia excedente en forma
de grasa mediante el proceso conocido como lipogénesis. En periodos donde la
ingesta caldrica es escasa y es necesario utilizar la reserva energética, los adipocitos
movilizan sus reservan para que puedan ser usadas por el organismo en un proceso

conocido como lipdlisis.

La lipogénesis es el proceso que convierte los carbohidratos, y otros sustratos, en
acidos grasos que seran almacenados como triglicéridos (TG). La lipogénesis tiene
lugar en multitud de tejidos y en cada uno de ellos se regula de una manera
especifica. En el tejido adiposo, juega un papel fundamental en la homeostasis de los
lipidos y la glucosa y en la termorregulacion. En un estado de obesidad, la actividad
lipogénica del tejido adiposo se ve reducida mientras que en el higado se ve
incrementada, favoreciendo el desarrollo de la enfermedad hepatica del higado
graso no alcohodlico o NAFLD por sus siglas en inglés Non-Alcoholic Fatty Liver Disease

[34].

La lipogénesis esta regulada por nutrientes y hormonas metabdlicas como son la

insulina, la glucosa, el glucagdén y los glucocorticoides., Cuando los niveles de
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glucosa o insulina son elevados en sangre se promueve la captacion de glucosa por
el tejido adiposo, que sera introducida en el citoplasma por el transportador de
glucosa (GLUT4) y fosforilado hasta piruvato por la glucoquinasa (GK). En el interior
de la mitocondria tendra lugar la fosforilacion del piruvato para dar comienzo al
ciclo de Krebs que genera Acetil-CoA que es usado como sustrato por la acido graso
sintasa (FASN) para generar acido palmitico, el cual serd transformado en acidos

grasos saturados (SFA) o monoinsaturados como el estedrico y el oleico [34].

Cuando la concentracion de acidos grasos es elevada, pueden causar lipotoxicidad
debido a su actividad como detergente que afectara a la homeostasis acido-base y
generara lipidos bioactivos como las ceramidas y diacilgliceroles que causaran
estrés, disfuncion y muerte celular. Debido a ello, son almacenados de manera
segura e inocua en las reservas lipidicas en forma de TG, siendo el tejido adiposo
donde se almacenan la mayor parte de estos [35]. Cuando la glucosa entra al interior
celular por el transportador de glucosa conocido como GLUT4, es fosforilada por la
glucoquinasa produciendo glicerol-3-fosfato (G3P) como producto previo al
piruvato. E1 G3P es acetilado para generar acido lisofosfatidico, el cual se esterificara
y transformard en acido fosfatidico que sera dirigido para la sintesis de triacilglicerol
(TAG) por la enzima fosfatidato fosfatasa (LIPIN 1) o la diacilglicerol aciltransferasa
(DGAT) [34].

Durante el desarrollo de la obesidad, los hepatocitos muestran una translocacion de
GLUT4 reduciendo la captacion de glucosa por el tejido adiposo, y promoviendo la

acumulacion ectopica de los lipidos y la RI [34].

Aunque los TG representan una forma de almacenar y transportar los acidos grasos
eficiente e inerte, estas moléculas no son capaces de atravesar la membrana celular.
Por ello, en condiciones de falta energética, los TG deben hidrolizarse en acidos
grasos libres y glicerol, un proceso que es catalizado por enzimas lipasas y que recibe
el nombre de lipolisis. Las principales lipasas implicadas son la lipasa sensible a
hormonas (HSL) con un papel clave en la degradacion de TG y diglicéridos, la

monoglicerol lipasa (MGL) y la lipasa de TG del tejido adiposo (ATGL) [35]. La

14



Evaluacidn de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

norepinefrina, es una catecolamina con un papel fundamental en la activacion de la
lipolisis al activar proteinas quinasas (PKA) que inician el proceso, aunque la

insulina es el regulador negativo mas relevante [36].

Las alteraciones en la lipolisis estan asociadas con el desarrollo de obesidad, diabetes
tipo II, NAFLD, cdncer y enfermedades cardiacas, entre otras [35]. La obesidad se
asocia con un incremento en la lipolisis debida a una insensibilidad de los adipocitos
a la insulina, que actiia como inhibidor de este proceso. Ademas, la obesidad se
relaciona con un estado de inflamacién en el que moléculas proinflamatorias como

TNFa e IL-6 pueden promover la RI de los adipocitos [36].

Otra de las funciones principales del tejido adiposo es el aislamiento térmico. La

termogénesis tiene lugar en el tejido adiposo pardo o beige y estd activado por el
sistema nervioso simpatico (SNS). Las neuronas del SNS que inervan el BAT liberan
noradrenalina que interactiia con los adrenoreceptores 3 del adipocito, estimulando
la lipolisis intracelular de los TG almacenados, y como consecuencia la sintesis de
acidos grasos. Estos 4cidos grasos activan la UCP1 (una proteina transportadora
situada en la membrana mitocondrial interna), que estimula el flujo pasivo de
protones de vuelta a la matriz mitocondrial desde el espacio intermembrana,
disipando el gradiente de protones (H*) generado cuando los transportadores de
electrones, como el dinucledtido de nicotinamida adenina reducido (NADH) y el
dinucledtido de flavina adenina reducido (FADH?:), son transportados a través de la

cadena de transporte de electrones [37].

Como ya se ha indicado, el tejido adiposo es un 6rgano endocrino que es capaz de
sintetizar y secretar al medio gran cantidad de adipocinas. Intervienen en multitud
de procesos biologicos como la regulacion de la ingesta calorica, la sensibilidad a la
insulina o la inflamacion. Pueden actuar de forma local mediante mecanismos
autocrinos / paracrinos o modular el metabolismo de érganos como el hipotalamo,
el pancreas, el higado, el musculo esquelético o el sistema inmune mediante un

mecanismo endocrino [38].
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Algunas de las adipocinas secretadas por el tejido adiposo, asi como los mecanismos

en los que estan implicados, se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen de las principales moléculas secretadas por el tejido adiposo.

Nombre Funcién Referencia
Leptina Proinflamatorio, anoréxico e incrementa gasto [29]
energético.
TNFa Proinflamatorio [5].
HGF Proinflamatorio [5]
Resistina Proinflamatorio, mediador en la RI, incrementa [29]
el riesgo de sufrir enfermedades
cardiometabdlicas.
Chemerina Proinflamatorio, adipogénesis y angiogénesis [39]
IL-1£3 Proinflamatorio, apoptosis células £5 (1 IR) [5].
IL-6 Proinflamatorio [5].
IL-8 Proinflamatorio [5].
Adiponectina Antiinflamatorio, promueve captacion de [29]
glucosa muscular e inhibe produccion glucosa
hepatica
IL-4 Antiinflamatorio [5].
IL-10 Antiinflamatorio [5].
IL-13 Antiinflamatorio [5].
IL-19 Antiinflamatorio [5].

Factor de necrosis tumoral (TNF), Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), Interleucina (IL)

La secrecion de citoquinas proinflamatorias esta relacionada con la progresion del

sindrome metabolico (MetS) y el riesgo de desarrollar ciertos tipos de cancer. La

sobreexpresion de TNFa y leptina inhibe la expresion del receptor de la insulina

generando RI en musculo e higado, entre otras [5].

Los niveles de leptina son directamente proporcionales a la acumulacion de grasa

corporal. En condiciones normales, la leptina suprime la ingesta de alimento y

estimula el gasto energético, asi como controla la homeostasis de la glucosa y la IR.

En un estado de exceso de ingesta o acumulacion de energia en forma de grasa, los

niveles de leptina se incrementan para contrarrestar el desequilibrio metabolico,
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pero normalmente se desarrolla una resistencia a la leptina en los tejidos por lo que
no responden ante ella. La leptina también supone la activacién de la respuesta
inmune proinflamatoria por lo que se correlaciona con un mayor riesgo de

desarrollar alteraciones metabolicas derivadas [39].

La adiponectina juega un papel clave en la respuesta inflamatoria ya que inhibe la
citoquina TNFo, y previene la RI [40]. Presenta efectos antiinflamatorios,
antiaterogénicos y antidiabéticos por interferir en la activacion de la via NF-KB e

incrementar la sensibilidad a la insulina [39].

1.1.4.1 Alteraciones asociadas al tejido adiposo disfuncional

Inflamacion: La obesidad supone un incremento en el tamafio de los adipocitos, que
desencadena la liberaciéon de acidos grasos, especies reactivas de oxigeno (ROS),
citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL-1£, IL-6 o la proteina quimiotactica de
monocitos (MCP-1) que reclutard monocitos en el tejido adiposo inflamado, los
cuales se convertirdn en macrofagos que liberaran citoquinas proinflamatorias al
medio, contribuyendo al estado inflamatorio caracteristico de la obesidad [21]. La
obesidad también supone un incremento en la permeabilidad intestinal, que deriva
en un incremento en la absorcién de lipopolisacaridos (LPS) secretados por el

microbioma, que promueven el estado inflamatorio [41].

Lipotoxicidad: La liberacion de acidos grasos por parte del tejido adiposo supone
una acumulacion de estos de forma visceral en higado, pancreas, corazén y otros
organos. Esta grasa acumulada de forma ectopica, incrementa la concentracion de
productos derivados como son las ceramidas o el diacilglicerol (DAG) que
promueven el estrés oxidativo mediante la liberacion de ROS, inflamacion y

apoptosis [21].

Disfuncién mitocondrial: Una mitocondria disfuncional supone la pérdida de la

integridad y funcidn, lo que deriva en una imposibilidad para generar energia,
causando alteraciones y dafos en el metabolismo [42]. El exceso de TG esta
estrechamente relacionado con una alteraciéon mitocondrial, principalmente en las

mitocondrias del tejido adiposo, higado y musculo. En el tejido adiposo de personas
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obesas, los marcadores de fusion de las mitocondrias estan inhibidos, mientras que
los marcadores para la fision estan incrementados [43]. La fision supone una division
de la mitocondria en dos organulos esféricos disfuncionales con menor capacidad
para producir energia. Este proceso conlleva dafio en el ADN mitocondrial, que
altera la produccion de energia, genera ROS induciendo estrés oxidativo y apoptosis
[42]. La apoptosis disminuye el nimero de mitocondrias lo que conlleva un descenso
en el gasto energético, incrementando ain mas la acumulacién lipidica [21]. En las
personas con obesidad las mitocondrias presentan una morfologia y biogénesis
alterada, una produccion de peroxidos aumentada y una oxidacion incompleta de
los acidos grasos que genera la produccion de DAG, acetil CoA y ceramidas. Todo
esto deriva en un incremento en la concentracién de ROS que causa dafo en el ADN,

lipidos, proteinas y enzimas de la cadena respiratoria [44].

Especies reactivas del oxigeno (ROS): Los mecanismos antioxidantes enddgenos mas

relevantes son la actividad de las enzimas catalasa (CAT), superoxido dismutasa
(SOD), glutation peroxidasa (GPx) junto con minerales (Se, Mn, Cu y Zn), vitaminas
(A, C y E) y biomoléculas (glutatién, bilirrubina y acido trico) con capacidad
antioxidante. En individuos sanos estas enzimas, junto con las moléculas
antioxidantes, son capaces de regular los niveles de radicales libres contribuyendo
en el mantenimiento del estado redox del organismo. [45]. Sin embargo, la
acumulacion excesiva de grasa promueve la produccion de ROS debido a una
disfuncion mitocondrial como se ha explicado anteriormente, o por un incremento
en la actividad de la NADPH oxidasa (NOX) de la membrana plasmatica. En un
tejido adiposo funcional, NOX4 es estimulada por la insulina generando H20: que
inhibira la proteina tirosina fosfatasa PTP1B (inhibidor del efecto de leptina e
insulina) e incrementara la sefializacion de la insulina. Un incremento en la
concentracion de glucosa y acidos grasos supone un incremento en la produccion de
ROS por parte de NOX los que supone una reversion en la inhibicién de PTP1B
contribuyendo a la RI [46]. Una sobreproduccion de ROS por cualquiera de estas vias
supone un incremento del estrés oxidativo, que activaran factores de transcripcion

como el NF-KB que incrementaran la produccion de citoquinas proinflamatorias. Un
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exceso en la acumulacion de ROS también promueve la activacion de la cascada

serina/treonina (Ser/Thr) que contribuird a la RI [21].

1.1.5 La obesidad como factor de riesgo para el desarrollo de otras
patologias.

La obesidad es el principal factor de riesgo para el aumento de las enfermedades
metabolicas [47]. Como ya se ha comentado, un tejido adiposo disfuncional se
caracteriza por una hipertrofia de los adipocitos que ademds secreta y sintetiza
factores proinflamatorios como el factor de necrosis tumoral (TNFa), IL-6, leptina y
resistina, mientras que se inhibe la sintesis de adiponectina y omentina con efecto
antiinflamatorio [13]. La omentina ha sido reconocida recientemente como un
importante mediador en el desarrollo de patologias derivadas de la obesidad como
la diabetes. Se ha descrito que el nivel circulante de esta citoquina en el plasma de
pacientes obesos se ve reducido lo que desencadena un mayor estado inflamatorio,
un desajuste en la captacion de glucosa y RI promoviendo el riesgo de desarrollar

alteraciones metabolicas [48,49].

El estado proinflamatorio que desencadena la obesidad a causa de la lipotoxicidad,
la RI, y cambios en el microbioma se relacionan con el desarrollo de multitud de
enfermedades como ateroesclerosis, hipertensidon, dislipemia, coagulacion,
disfuncion endotelial [50]. Como consecuencia las personas con obesidad presentan
mayor riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, cancer y enfermedades
metabolicas como la diabetes tipo II o la enfermedad del higado graso no alcohdlico

(NAFLD) [19].

1.1.5.1 Resistencia ala insulina (RI)

La RI se define como la disminucion de la accion de la insulina sobre sus tejidos diana
como son el musculo esquelético, el higado o el tejido adiposo, y por consiguiente
disminuye el ingreso de glucosa a las células y por tanto la capacidad para producir
energia, viéndose afectadas y sus funciones fisioldgicas [5]. Ademas, la insulina esta
implicada en la promocion de la lipogénesis, inhibe gluconeogénesis, glucogenolisis

y previene la lipolisis o catabolismo de las proteinas [51]. La accion de la insulina se
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basa en la unién a sus receptores situados en la superficie celular del musculo
esquelético, tejido adiposo o el higado, lo que promueve la auto fosforilacion del
receptor y la fosforilacion del sustrato (IRS) que activa proteinas quinasas AKT o PKB
y estas reclutardn el transportador de glucosa (GLUT-4) a la membrana plasmatica
para facilitar la captacion de la glucosa hacia el interior celular [5]. Cuando las células
no responden adecuadamente a la insulina, los niveles de glucosa en sangre
aumentan, y por consiguiente las células 3 pancreaticas vuelven a secretar mas
insulina para compensar los niveles altos de glucosa en sangre, lo cual es el comienzo
de un circulo vicioso que dara lugar a la RI [21]. La hiperglicemia derivada de la RI

produce apoptosis de las células 5 debido a efectos glucotdxicos [5].

Como ya se ha indicado, una acumulacién excesiva de TG incrementa la
concentracion de ceramidas, el diacilglicerol o dcidos grasos de cadena larga, los que
inducen la activacion de quinasas como PKC o JNK y, por consiguiente, la
fosforilacion de IRS por la accién de Ser/Thr, inhibiendo la normal estimulacion de
la insulina mediante la tirosina. Lo que resulta en un desacoplamiento en la
senalizacion de la insulina. Los 4acidos grasos activan la NADPH oxidasas e inducen
la produccién de ROS lo que deriva en un incremento del estrés oxidativo y aumento
de la secrecidn de citoquinas proinflamatorias. Esto contribuira al desarrollo de la RI
al estimular las quinasas JNK,y a la inhibicion la fosforilacion de los IRS por efecto
de la insulina, lo que dara lugar a una inhibicion de la traslocacion de GLUT-4 a la

membrana plasmatica [21,51].

Ciertas adipoquinas como la adiponectina o la leptina pueden regular la funcion de
las células f3, y el metabolismo de la glucosa. La adiponectina mejora la sensibilidad
a la insulina para activar la fosforilacion de IRS. La leptina promueve la sensibilidad
a la insulina en el tejido periférico y promueve la translocacion de GLUT4 del citosol
a la membrana para incrementar la captacion de glucosa. La obesidad se relaciona
con bajos niveles de adiponectina, pero altos niveles de leptina, debido seguramente
a una resistencia a la misma [5]. Ademas, la leptina inhibe la secrecién de la insulina

y disminuye la funcion de las células 3 [52].

20



Evaluacidn de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

1.1.5.2 Diabetes mellitus tipo II

Es una enfermedad crénica causada por un uso ineficiente de la insulina para captar
la glucosa en sangre, produciendo hiperglucemia mantenida en el tiempo y que
finalmente derivard en diabetes. Segtin el Instituto para la diabetes y enfermedades
digestivas o hepaticas de Estados Unidos (NIDDK), existen cuatro tipos de diabetes
[53]:

e DPrediabetes: aparecen altos niveles de glucosa en sangre mayores de lo
habitual, pero aun asi no suficientemente altos como para el diagnostico de
diabetes. Este tipo de patologia predispone al paciente a sufrir diabetes tipo
IT en el futuro.

e Diabetes tipo I: el organismo no produce insulina debido entre otros factores,
a que el propio sistema inmune del individuo destruye las células
pancreaticas que la producen. Suele manifestarse en edades tempranas.

e Diabetes tipo II o DMT2: el organismo no produce o es insensible a la
utilizacion de la insulina. Suele aparecer en personas de mediana edad o
edad avanzada.

e Diabetes gestacional: aparece en algunas mujeres durante el segundo o tercer
trimestre de gestacion, y suele desaparecer tras ella.

e Diabetes tipo III: la asociacion de la diabetes tipo II con la enfermedad del
Alzheimer se conoce como diabetes tipo III [54]. La diabetes es un factor de
riesgo en el desarrollo de demencia. La diabetes y la RI se han asociado con
un déficit cognitivo, un menor volumen cerebral con menor plasticidad e

incrementa la probabilidad de desarrollar Alzheimer.

Para el diagndstico de la resistencia a la insulina o la diabetes se utiliza la
determinacion de la glucemia basal donde se mide la glucosa en sangre en ayunas,
la prueba de tolerancia oral a la glucosa (TTOG) para lo que se toma una muestra de
sangre en ayunas y otras dos tras la ingesta de 75g de glucosa, y por tltimo la prueba
de la hemoglobina glicosilada cuya concentracion es mayor a medida que

incrementa la glucosa (valores mayores al 6,5 % de hemoglobina glicosilada
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corresponderian con una situacién de diabetes). Los valores de referencia se

presentan en la Tabla 2 [53].

Tabla 2. Valores de referencia de glucosa en sangre para el diagndstico de diabetes

[53].
Glucemia basal Glucemia tras 2h de TTOG
Parametros normales <99 mg/dL <139 mg/dL
Prediabetes 100-125 mg/dL 140-199 mg/dL
Diabetes >126 mg/dL >200 mg/dL

Segun la OMS mas del 95% de las personas diagnosticadas con diabetes son del tipo
IT y su aparicion es mayor en personas con sobrepeso u obesidad. En el informe
mundial sobre la diabetes publicado por la OMS se pone de manifiesto el alarmante
incremento de la poblacion afectada por esta patologia. Concretamente, desde 1980
la prevalencia de esta enfermedad ha ascendido a casi el doble en la poblacién adulta,
llegando a afectar a 422 millones de personas en el 2014. Asociado al incremento de

sus factores de riesgo como son la obesidad y el sobrepeso [55].

La obesidad incrementa la RI y la intolerancia a la glucosa que son las alteraciones
metabolicas presentes en la diabetes tipo II. El incremento de citoquinas
proinflamatorias (IL-113, IL-6, TNF-a e IL-18), y de leptina circulante, asi como una
disminucion en los niveles de adiponectina se asocian con una menor sensibilidad a
la insulina y por tanto es un predictor del desarrollo de DMT2 [56]. La Figura 5
desarrollada por Jin et al. [5], muestra las distintas rutas por las que la obesidad

induce la Rl y el desarrollo de diabetes mellitus tipo II.
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Figura 5. Efecto de la obesidad sobre el desarrollo de la Rl y DMT?2 [5].

1.1.5.3 Enfermedades cardiovasculares (CVD)

Los accidentes cardiovasculares, la insuficiencia cardiaca o infarto agudo

de

miocardio, se deben principalmente a la generacion de depositos de grasa en las

paredes de los vasos sanguineos que irrigan el cerebro o el corazdn, obstruyendo el

flujo de sangre hacia estos organos. Entre los principales riesgos asociados al

desarrollo de esta enfermedad se encuentran una dieta desequilibrada, la falta de

actividad fisica y el consumo de tabaco y alcohol. Ademas, la probabilidad de

desarrollar esta patologia se incrementa en personas que presentan obesidad o

sobrepeso, hipertension, hiperglucemia o hiperlipidemia [57].

Se trata de la principal causa de muerte a nivel mundial. La OMS estima que solo en

el afio 2015 murieron 17.7 millones de personas debido a esta patologia. Las
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enfermedades cardiovasculares producen mayor numero de defunciones en la
poblacion con ingresos bajos o medios [57]. El Instituto Nacional de Estadistica (INE)
atribuye que el 27,1% de las defunciones que se produjeron en la primera mitad del

ano 2023 en Espafia se debieron a enfermedades del sistema circulatorio [58].

Numerosos estudios epidemioldgicos han demostrado una fuerte correlacion entre
el desarrollo de CVD vy la obesidad, considerando que entre el 35% y el 45% de las
personas que han sufrido un infarto agudo de miocardio eran obesas o sufrian

sobrepeso [5].

La localizacion donde se acumula el tejido adiposo es muy relevante, ya que la grasa
visceral produce graves efectos adversos en la salud, mientras que la subcutanea se
considera neutral [29]. Por tanto, el incremento de acimulos de grasa de forma
visceral alrededor del corazén supone un incremento en el riesgo de sufrir
enfermedades cardiovasculares, especificamente aquella que rodea las arterias
coronarias, conocida como tejido adiposo perivascular o PVAT, por sus siglas en
inglés PeriVascular Adipose Tissue [59]. PVAT esta reconocida como un elemento clave
en la regulacion local de la funciéon o disfuncion vascular, debido a su proximidad a
la pared vascular y su habilidad para interaccionar con el sistema vascular [5]. En
pacientes sanos, la adrenalina liberada por el sistema nervioso simpatico activa los
adrenoreceptores £33 de los adipocitos, los cuales activan la liberacion de
adiponectina que presenta efectos como vasodilatador. Con el desarrollo de la
obesidad, el sistema nervioso simpatico se encuentra sobreestimulado y los
adrenoreceptores £33 se vuelven resistes a la adrenalina, por lo que disminuye la
liberacion de adiponectina, lo que contribuye a incrementar la presion sanguinea

[40].

El tejido cardiaco es capaz de regular la concentracion de WAT mediante la liberacion
de una hormona conocida como factor natriurético auricular (ANP) que promueve
la lipolisis de WAT. También ejerce un efecto antiinflamatorio al inhibir la expresion
de citoquinas proinflamatorias como IL-6 y TNF o. En pacientes obesos la

concentracién de ANP es mas baja que en pacientes con normopeso [5]. La

24



Evaluacidn de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

acumulacion visceral de acidos grasos libres en el cardiomiocito incrementa la
sintesis de ROS via oxidacién de los acidos grasos libres desencadenado una

disfuncién mitocondrial [60].

La obesidad también supone una disminucion en el contenido de BAT que, junto con
el estado de inflamacién, derivan en una menor expresion de la proteina UPC-1 que
se asocia con un incremento de estrés oxidativo del tejido adiposo, alterando la
comunicaciéon con las células circulantes del sistema cardiovascular. Esto afecta
directamente a la funcionalidad cardiovascular ya que el tejido adiposo pardo secreta
citoquinas como el factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21), IL-6 y el factor
de crecimiento A del endotelio vascular (VEGFA) que muestran un efecto protector
en el sistema cardiovascular [61]. BAT también ejerce un efecto vaso protector al

regular la contraccion vascular [5].

La presién sanguinea en el organismo esta regulada principalmente por el sistema
renina-angiotensina-aldosterona. La activacion del receptor de angiotensina II
induce que el WAT subcutaneo se diferencie en bAT incrementado la expresion de
UPC-1. La conversion de angiotensina II a angiotensina 1-7 produce termogénesis de
BAT y lipolisis de WAT, ademds de promover un efecto vasodilatador mejorando la
presion sanguinea y disminuyendo el riesgo de sufrir CVD [62]. Altos niveles de
acidos grasos libres, asi como del ion superdxido o leptina causan vasoconstriccion
y aumento de la presion sanguinea mediante un incremento de la actividad del

sistema nervioso simpatico [5].

Con el desarrollo de la obesidad, los TG que se acumulan de forma ectdpica, han de
ser transportados via sanguinea unidos a lipoproteinas de baja densidad (LDL), que
pueden atravesar la pared arterial y producir inflamacion. Estas LDL pueden
oxidarse debido a la alta concentracion de ROS que se producen como consecuencia
de la obesidad, de manera que las LDL oxidadas son atrapadas por los macroéfagos
formando células espumosas (foam cells) promoviendo lesiones aterosclerdticas. Las
citoquinas proinflamatorias secretadas por el tejido adiposo promueven la migracion

de macrdfagos al tejido, incrementando la union a las LDL y el numero de foam cells
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[5] iniciando o contribuyendo a la formacion de placas de ateroma. La adiponectina
inhibe la expresion para reclutar macréfagos, por lo que contribuye a reducir la
formacion de foam cell. Se ha observado que las personas con una baja concentracién
de adiponectina presentan mayor riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares
[5]. Por otra parte, las adipoquinas, los acidos grasos libres y los iones superdxido
secretados por un tejido adiposo disfuncional activan la actividad del sistema
nervioso simpatico, lo que desencadena hipertension, una hipertrofia del ventriculo

izquierdo y un aumento del gasto cardiaco (Figura 6) [5].
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Figura 6. Efecto de la obesidad en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares [5].

1.1.5.4 Enfermedad del higado graso no alcohélico (NAFLD)
La enfermedad hepatica esteatdtica asociada a disfunciéon metabdlica (MASLD),
antes conocida como enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA o NAFLD

por sus siglas en inglés, non — alcoholic fatty liver disease) se define como una
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excesiva acumulacion de grasa hepatica, no relacionada con el consumo de alcohol,
sino que esta acumulacion se debe principalmente a la desfuncionalizacion del tejido
adiposo que causa una ineficiencia a la hora de almacenar TG en respuesta a un
incremento de la ingesta caldrica. El organismo entonces acumula estos lipidos en
otros 6rganos como el higado, causando lipotoxicidad que termina en una RI y una
respuesta inflamatoria del mismo (incremento de los niveles de TNF-a, IL-6...) [56].
Ademads, esta patologia estd directamente relacionada con enfermedades
cardiovasculares y DMT2 [50] encontrandose altamente afectada por el desarrollo de

la obesidad [5].

La NAFLD es una enfermedad del higado caracterizada por presentar esteatosis en
mas de un 5% de sus hepatocitos, en ausencia de alcohol [63]. Existen dos tipos de
NAFLD: esteatohepatitis no alcoholica o NASH (Non-Alcoholic SteatoHepatitis) y el
higado graso no alcohodlico o NAFL (NonAlcoholic Fatty Liver). Se diferencian segun
el nivel de dano hepatico, generalmente en NAFL existe acumulacion de grasa, pero
no presenta inflamacion en el higado mientras que NASH ademads de presentar
acumulacién de grasa en el higado, éste esta inflamado y aparecen dafios en células

hepaticas pudiendo causar lesiones mayores como cirrosis o cancer [64,65].

La prevalencia de esta enfermedad se ha incrementado en los ultimos afios, a la par
que el incremento en obesidad y diabetes. Se estima que el 32% de la poblacion
mundial adulta esta afectada por NAFLD y que tanto la incidencia como la
prevalencia es mayor en hombres que en mujeres [66], aunque hay que tener en
cuenta la falta de estudios sobre esta enfermedad en la poblacién de Africa, Oceanta,
o Sudamérica [67]. En Europa varios estudios han determinado la prevalencia en
torno al 30%, en concreto el metaanalisis realizado por Riazi et al. [66] estima que el
32.6% de la poblacion europea esta afectada por NAFLD. En concreto, Turquia es la
que mayor prevalencia presentaba con un 48.4%, seguido de Italia con 38.2%,
Alemania, Portugal y Espafa con una prevalencia entre el 25 y el 27% [67]. Sin
embargo, el estudio realizado por Estes et al.[68] estima que en el afio 2030 la mayor

prevalencia de NAFLD sera para Italia con 29.5%, seguido de Espafa (27.6%),
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Alemania (26.4%), Reino Unido (24.7%) y Francia (23.6%). Concretamente, en Espana
se estima un incremento en el numero de casos de NAFLD de 10.5 millones en 2016

a 12.7 millones en 2030 [67].

Entre los factores de riesgo que se asocian a esta enfermedad, el mayor de ellos es la
presencia de MetS. La asociacion entre estas enfermedades es bidireccional, es decir,
el desarrollo de NAFDL también es un importante factor de riesgo para el desarrollo
del MetS [65], ademds, la NAFLD se considera la manifestacion hepatica del

sindrome metabdlico.

La fisiopatologia de NAFLD es compleja y heterogénea, influenciada por multiples
factores como la lipotoxicidad, el estrés oxidativo, la inflamacién y disbiosis de la
flora intestinal, que se retroalimentan entre si y conllevan a una alteracion en la
histologia y bioquimica del higado [64]. El incremento de acidos grasos libres en el
higado puede ser causado por el transporte venoso de estos acidos grasos libres
originados en el tejido adiposo mediante lipolisis de los TG, o por la lipogénesis de
novo a partir de glucosa o fructosa procedente de la dieta [65]. Se ha descrito que la
lipogénesis hepatica esta sobre expresada en pacientes que presentan obesidad, lo
que favorece la acumulacion de acidos grasos, y el desarrollo de cirrosis y NASH
[34], asi como la liberacion de ceramidas, diacilglicerol y ROS [64] con el consiguiente
estrés oxidativo, muerte de hepatocitos, y con probabilidad de desarrollo de cirrosis
y finalmente, como ultimo estadio, puede llegar a desarrollarse un carcinoma
hepatocelular [65]. El proceso por el cual un exceso de acidos grasos libres produce

lipotoxicidad y apoptosis en los hepatocitos queda resumido en la Figura 7.
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Figura 7. Esquema del dafio inducido por una sobrecarga energética en el higado [65].

La RI es otro factor que contribuye al desarrollo de esta patologia. La activacién de
la lipolisis de los acidos grasos en el tejido adiposo por medio de la insulina, produce
un desajuste en la regulacion de la lipdlisis, derivando en un exceso de 4cidos grasos
en el higado [65]. El aumento de la expresion del factor de transcripcion SREBP-1b,
por sus siglas en inglés Sterol Regulatory Element Binding Proteins, juega un papel
fundamental en la adipogénesis de novo; incrementando la captacion de glucosa y
acidos grasos libres en el higado mediante la inhibicion de la f3-oxidacion de los
acidos grasos libres via PPARa [64]. La insulina puede ocasionar un incremento de
ROS y fibrosis hepatica, lo que produce una disfunciéon mitocondrial y la activacion
del factor nuclear kappa B (NF-KB) que promueve la expresiéon de genes

proinflamatorios en el higado [64].

Las ROS juegan un papel fundamental en la proliferacién y migracion celular, asi
como en la fibrosis hepatica producida en NAFLD. El estrés oxidativo puede ser

causado por una produccién excesiva de ROS en el higado los cuales inhibirian la
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produccion de enzimas antioxidantes como la enzima superéxido dismutasa (SOD),
la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx). La activacion de NADPH oxidasa,
producird NOX2 siendo la mayor responsable de la produccion de ROS [64,69].

Las adipoquinas secretadas por el tejido adiposo visceral juegan un papel clave en la
progresion de NAFLD. La adiponectina disminuye la concentracion de lipidos en el
higado mediante la activacion de la lipoproteina lipasa en el WAT lo que promueve
la captacion de TG por parte del tejido adiposo blanco y reduce su acumulaciéon en
el higado. También contribuye a la activacion PPARa que promueven el consumo
energético disminuyendo la acumulacion de TG en otros tejidos. La leptina por otra
parte tiene una doble funcién, puede actuar inhibiendo la lipogénesis de novo,
estimulando la oxidacion de los acidos grasos y reduciendo su acumulacién en el

higado, o bien, puede causar fibrosis hepatica al promover un estado inflamatorio

[5].

También se ha encontrado una fuerte correlacion entre cambios en el microbioma y
el desarrollo de NAFLD. Alteraciones hacia el aumento de determinadas poblaciones
microbianas en la microbiota, incrementan la permeabilidad intestinal, permitiendo
la translocacion de bacterias y sus productos al sistema circulatorio y al higado. Se
incrementa la concentracion de bacterias gramnegativas y por consiguiente de
lipopolisacarido (LPS) producido por las mismas que dan lugar a un aumento en los
niveles de ROS en el organismo. Los LPS también activan los receptores de TNFa
en las células de Kupffer desencadenando inflamacion en el higado [64]. Se han
encontrado diferencias entre el microbioma fecal de pacientes obesos con el
microbioma de pacientes normo peso, en concreto, aparecen o se incrementan
bacterias que inducen inflamacioén o que producen metabolitos que pueden interferir

en procesos metabdlicos como el butirato, propionato y el acetato [50].

1.1.5.5 Sindrome metabolico
El sindrome metabolico (SMet) es una condicion patoldgica caracteriza por la
presencia de anomalias metabolicas como hipertensidn, obesidad abdominal, RI e

hiperlipidemia [70,71], donde otros autores también incluyen en esta definicion
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alteraciones como un estado protrombdtico y proinflamatorio [72]. En el afio 2005 la
asociacion internacional para la diabetes (IDF) y la asociacion americana del corazén
junto con el instituto nacional del corazon, pulmoén y sangre (AHA/NHLBI)
recopilaron los parametros que se deben tener en cuenta para el diagnostico del SMet

y que se recogen en la Tabla 3.

Tabla 3. Factores para diagnosticar el MetS, definidos por la asociacion IDF y

AHA/NHLBI [73].

Hombres Mujeres
Circunferencia IDF >94 cm >80 cm
cintura AHA/NHLBI >102 cm >88 cm
Colesterol HDL <40mg /dL ® <50mg /dL ®
Glucosa en sangre > 5.6 mmol/L (100 mg /dL) @
TG en sangre >1.7 mmol/L (<150 mg /dL) ©
Presiéon sanguinea 135/ 85 mmHg @

Se incluyen aquellos que estén en tratamiento frente al colesterol HDL bajo @), los TG en sangre altos @), o
la presion sanguinea alta ¥, o bien hayan sido diagnosticado con diabetes mellitus

Aun asi, hay pardmetros en los que ambas asociaciones no coinciden. Por ejemplo, la
IDF recoge la obesidad abdominal como requisito indispensable para el diagndstico,
mientras que el AHA/NHLBI no lo considera. La IDF considera una circunferencia
de la cintura relativo a un IMC de 25kg/m? mientras que los valores de
circunferencia de cintura establecidos por la AHA/NHLBI correspondiente a un IMC

de 30kg/m?2[73].

Aunque existen genes asociados al desarrollo del SMet, se consideran un
componente minoritario, es el factor epigenético el que tiene todo el peso sobre su
desarrollo [71]. La obesidad se ha considerado un factor de riesgo e incluso un
requisito inicial en el desarrollo del SMet. La inflamacion cronica, la lipotoxicidad y
la RI que juegan un papel fundamental en el inicio, progresion y transicion del SMet
[70]. La fisiopatologia del SMet comprende diversos mecanismos que deben ser aun
completamente elucidados. Entre los mecanismos principales implicados en su
desarrollo se sabe que las ROS juegan un papel fundamental. Los pacientes con SMet
presentan menor concentracion de enzimas antioxidantes en plasma y mayor
concentracién de biomarcadores de dafo oxidativo que individuos sanos lo que

supone mayor concentracion de ROS contribuyendo al estrés oxidativo [74]. Un
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exceso en la ingesta de lipidos, carbohidratos o 4cidos grasos saturados activan vias
intracelulares como la fosforilacion, la autooxidacion de gliceraldehidos o la proteina
quinasa C que generan iones superdoxido que promueven el estado de estrés
oxidativo [75]. Como ya hemos mencionado anteriormente la obesidad también
supone un incremento en la actividad de NOXy estrés del reticulo endoplasmatico,
asi como una activacion de factores de transcripcion proinflamatorios como el NF-
KB sensibles a ROS, que promueve la liberacion de citoquinas inflamatorias como
TNFa, IL-1£3 e IL-6 que a su vez inducen la liberacién de ROS, convirtiéndose en un
ciclo que se retroalimenta. Por tanto, la generacion de ROS promueve el desarrollo
del SMet (Figura 8) mientras que las adipoquinas que mayor implicacidon tienen
sobre el desarrollo de esta patologia son la leptina, chemertina, IL-18, IL-6, IL-8 y
TNF-a cuya concentracion se ve incrementada, mientras que la adiponectina,

omentina e IL-10 reducida [39].
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1.1.6 Tratamientos

Segin la OMS la prevalencia del sobrepeso, obesidad y las enfermedades no
transmisibles vinculadas pueden prevenirse mediante la realizacion de ejercicio
fisico de forma periddica y una alimentacién saludable, reduciendo la ingesta de
grasas (saturadas) y azucares (refinados principalmente) y aumentando el consumo

de frutas, verduras, legumbres, cereales integrales y frutos secos (OMS, 2021).

Entre los tratamientos para la obesidad destacan la pérdida de peso mediante un
incremento en la actividad fisica diaria, cambios en la alimentacidn, cirugia bariatrica
o intervenciones farmacologicas [5,41,76]. La pérdida de peso solo ocurre cuando el
gasto energético es mayor que la ingesta calorica. Los principales mecanismos
fisiologicos que hay que tener en cuenta son: i) el control del apetito, ii) restriccion
de la absorcién lipidica, iii) antiadipogénesis, iv) antilipogénesis, v) movilizacién

lipidica, vi) antiinflamacién y vii) modulacion de la microbiota [77].

1.1.6.1 Tratamiento quirargico

La cirugia bariatrica es una intervencion médica eficaz para la pérdida de peso. No
obstante, solo se aplica en pacientes con un IMC > 35. La pérdida de peso alcanzada
no es la misma en todos los casos, varia segtin el tipo de técnica utilizada, asi como
de la edad, el género, la relacion con la alimentacion y factores antropométricos,
psicologicos o economicos. Se ha evidenciado que una considerable proporcion de
pacientes no experimentan la pérdida de peso esperada, o sufren un efecto rebote,
tras la cirugia [78]. La cirugia bariatrica para promover la pérdida de peso también
es usada en el tratamiento frente al NAFLD, ya que se ha demostrado en varios
estudios que la pérdida de peso mejora notablemente esta patologia, sin embargo, al

ser una técnica invasiva solo se aplica en determinados pacientes [50].

1.1.6.2 Tratamientos farmacoldgicos

Los tratamientos farmacologicos actualmente aprobados por la FDA y usados en el
tratamiento de la obesidad se resumen en la Tabla 4. A excepcion del orlistat,
liraglutide y el semaglutide, el resto de los fdrmacos aprobados acttian a través del

sistema nervioso central reduciendo el apetito o generando sensacion de saciedad.

PD Biomedicina UGR Ana Isabel Guzman Carrasco 33



Tabla 4. Medicamentos aprobados por la FDA para el tratamiento de la obesidad

[5,45].

Nombre Accion Aprobacion  Efectos secundarios

Semaglutide Agonista del GLP-1 2021 Nauseas, vomitos, diarrea,
dolor abdominal, dolor de
cabeza, fatiga e hipoglucemia
en pacientes diabéticos

Setmelanodite = Simpatomimético 2020 Dolor de cabeza, nauseas,
diarrea, dolor abdominal e
hiperpigmentacion de la piel.

Liraglutide Agonista del GLP-1 2014 Nauseas, vomitos, diarrea,
dolor abdominal.

Bupropion/ Hipotaldmica 2014 N4duseas, diarrea, dolor de

Naltrexona cabeza, palpitaciones, presion
sanguinea elevada transitoria.

Topiramate/ Simpatomimético. 2012 Insomnio, ansiedad, depresion,

Phentermin pensamientos suicidas y
ansiedad.

Rimonabant Bloqueador del 2006 Depresion y pensamientos

receptor CB1 suicidas
Orlistat Inhibidor de la 1999 Dafio hepético, incontinencia
lipasa pancreatica fecal, deficiencia vitaminica.

Sibutramine Simpatomimético 1997 Infarto de miocardio

Cathin Simpatomimético 1975 Taquicardia, incremento de la

hidroclorito presion arterial.

Fenfluramine  Simpatomimético 1973 Insuficiencia cardiaca

Phentermine  Simpatomimético 1959 Palpitaciones y elevada

presion sanguinea

El orlistat es un inhibidor de la lipasa pancreatica, el liraglutide y el semaglutide son
agonistas del receptor del péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1) que ejercen un
efecto reductor sobre la concentracion de glucosa, asi como de la ingesta caldrica
debido a un incremento en la saciedad. El liraglutide y el semaglutide son los tinicos
medicamentos cuya administracion se ha aprobado de forma inyectable, el resto se
administran por via oral. La naltrexona/bupropion actta a nivel hipotalamico
promoviendo la saciedad al estimular la hormona estimulante de melanocitos que
reduce la ingesta caldrica e incrementa el gasto energético. El
Phentermine/Topiramate ha demostrado efecto sobre la pérdida de peso al estimular

la liberacion de noradrenalina y suprimir el apetito. El setmelanotide es un agonista
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del receptor de melanocortina (MC4R) que acttia en el ntcleo paraventricular del

hipotalamo e inhibe el apetito [45].

Aunque estan aprobados por la FDA, muchos de ellos muestran multitud de efectos
secundarios, e incluso otros han sido retirados del mercado [79]. Por ejemplo, la
combinacién de Phentermin/Topiramate ha sido rechazada por la Agencia Europea
del Medicamento por sus efectos secundarios sobre la salud cardiovascular y mental
[45]. Mayores problemas gastrointestinales se han encontrado en pacientes que
tomaban liraglutide o semaglutide que en aquellos que tomaban el placebo [80,81].
El orlistat ademas de generar problemas gastrointestinales, supone una alteracion en

la adsorcion de vitamina E (a-tocoferol) y vitamina D [82].

Existen otros farmacos que ayudan a revertir las alteraciones metabdlicas derivadas
de la obesidad. Por ejemplo, entre las estrategias terapéuticas utilizadas en el
tratamiento frente al NAFLD encontramos inhibidores del transportador de sodio-
glucosa 2 (SGLT2), que promueven la secrecion de glucosa en la orina,
contribuyendo a disminuir los niveles de glucosa en sangre y mejorando la IR. Los
receptores agonistas del GLP-1, simulan el mismo efecto del GLP-1 promoviendo la
secrecion de insulina, inhibiendo el glucagén por lo que producen saciedad,
reduciendo asi la ingesta calorica. Receptores agonistas de acido biliar como
cilofexor, nidufexor y pifexor han demostrado una efectividad en la reduccion del
contenido graso del higado, el acido obeticolico (OCA) ademas consigue reducir la
fibrosis del higado. Por ultimo, los agonistas del PPAR como pioglitazone (agonista
de PPARYy) sensibilizador de la insulina que ha demostrado recientemente una
significativa reduccion de NASH vy fibrosis hepatica. Sin embargo, todos ellos

presentan efectos secundarios [50].

Debido a todas estas consecuencias o efectos secundarios de estos farmacos se ha
producido la busqueda de nuevas alternativas que cumplan satisfactoriamente los
términos de eficacia, seguridad y duracion en el tratamiento de la obesidad. En los
ultimos afos se ha evidenciado el potencial efecto beneficioso de moléculas de origen

natural, provenientes de extractos vegetales o moléculas aisladas de estos sobre el
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desarrollo de la obesidad, siempre y cuando se combine con un estilo de vida

saludable [23].

1.1.6.3 Tratamientos no farmacologicos

A pesar de la gran variedad de tratamientos e intervencion quirargica existentes, una
modificacién en el estilo de vida como cambios en la dieta o reduccién del
sedentarismo, son actualmente consideras como la mejor terapia para la pérdida de
peso, asi como para el mantenimiento del peso perdido [83]. Tanto una dieta
equilibrada con restricciéon caldrica como la realizacion de ejercicio fisico conllevan
una notable reduccion en la cantidad de tejido adiposo visceral (VAT) y en la
acumulacion de grasa en el higado, independientemente de la edad, el sexo o la raza

[84].

También se ha reportado que la principal terapia frente al desarrollo del SMet o
NAFLD suponen modificaciones del estilo de vida, principalmente modificaciones
nutricionales y de actividad fisica [50,85]. La actividad fisica ha demostrado ser una
herramienta efectiva en la reduccion del peso corporal, mejorando la RI periférica en
pacientes son SMet [85]. Se ha demostrado una potente asociacion entre los distintos
tipos de dietas y el riesgo de desarrollar SMet, en concreto una dieta saludable esta
asociada a un menor riesgo de desarrollar esta patologia, mientras que una dieta alta
en grasas, consumo de alcohol y alimentos procesados se asocia con un alto riesgo

de desarrollar SMet [70].

1.1.6.3.1 Dieta
La alimentacion juega un papel fundamental sobre el estado de salud. Una dieta
desequilibrada supone un riesgo importante en el desarrollo de enfermedades no

transmisibles (ENT), principalmente sobrepeso, obesidad, diabetes o cancer [86].

Por ello, una dieta saludable supone la primera estrategia en la pérdida de peso y la
prevencién de la obesidad. Se recomienda una dieta basada en la ingesta diaria de
verduras, frutas, cereales o derivados de plantas, con ingesta ocasional de derivados
de animales y una ingesta minima de alimentos procesados. Estas pautas han

demostrado un efecto significativo sobre la reduccion del peso corporal de personas
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obesas, asi como una mejora en el estado de salud de pacientes con diabetes tipo II,
con enfermedades cardiovasculares o con SMet. Los efectos beneficiosos de esta dieta
se deben principalmente al alto contenido en fibra, polifenoles, 4cidos grasos
poliinsaturados Omega-3 (03), minerales y otros micronutrientes y su bajo contenido

en acidos grasos saturados, y carbohidratos refinados [22].

Las enfermedades metabdlicas derivadas de la obesidad también se ven
influenciadas por cambios la alimentacion. Una dieta saludable basada en semillas,
plantas, frutos, legumbres, cereales y el aceite de oliva, asi como de compuestos de
origen natural derivados de ellos como el Omega-3, polifenoles, curcumina y
prebidticos se asocia a un menor riesgo de desarrollar SMet [70]. La NAFLD también
es una enfermedad multifactorial en la que la lipotoxicidad, el estrés oxidativo, la
inflamacién o la disbiosis juegan un papel clave [64]. El mejor tratamiento son
cambios en el estilo de vida, adquiriendo habitos alimentarios mas saludables y

realizando ejercicio fisico de forma regular [50].

1.1.6.3.2 Compuestos bioactivos para el tratamiento de la obesidad

En individuos obesos el estado redox del organismo esta desequilibrado lo que
promueve un estado de estrés oxidativo [87]. Este desajuste del no solo interfiere en
el metabolismo de la glucosa y los lipidos al promover la RI, sino que también
interviene en la regulacion de la saciedad y la ingesta a nivel hipotalamico lo que
deriva en un control del apetito y del peso. Por ello, las moléculas con capacidad

antioxidante suponen un punto clave en el tratamiento de la obesidad [45].

Entre las moléculas de origen natural con efecto en la prevencion o tratamiento de la
obesidad se han identificado multitud de terpenos, alcaloides, glicosidos y
polifenoles. Entre los terpenos el celastrol y withaferin A han demostrado reducir la
ingesta calorica, el peso y los niveles de leptina en animales que han generado
obesidad debido a una dieta alta en grasas. Entre los alcaloides cabe destacar el efecto
de bouchardatina reduciendo el peso de los animales obesos con efecto
antilipogénico y estimulante de la termogénesis al elevar la expresion de UCP1; y

narciclasine con un efecto sobre la pérdida de peso al reducir la cantidad de WAT y

PD Biomedicina UGR Ana Isabel Guzman Carrasco 37



la hipertrofia de adipocitos. El asperuldsido es un glicésido natural que promueve la
lipolisis del tejido adiposo y la oxidacion de los acidos grasos en el higado y en el

musculo [77].

Los polifenoles se pueden encontrar en frutas, verdura, cereales, el café o el té. Se
subdividen en acidos fendlicos, estilbenos, flavonoides, chalconas, lignanos y
curcumoides. Se han incluido como tratamientos dietéticos para tratar o prevenir la
obesidad y se ha demostrado que mejoran la disfuncién mitocondrial, la inflamacion
e influyen sobre la actividad del sistema nervioso simpatico. Aunque cabe destacar
que cada polifenol produce un efecto fisiologico distinto, en funcién de su estructura

quimica, biodisponibilidad y metabolismo [83].

Los flavonoides son una de las moléculas bioactivas derivadas de las plantas que han
demostrado tener méas efectos beneficiosos sobre la salud humana. Se subdividen en
flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavononas y antocianinas [83]. Los flavonoides
tienen un efecto beneficioso sobre la obesidad disminuyendo la ingesta caldrica y la
absorcion lipidica debido a la inhibicién de enzimas implicadas en la hidrolisis de
lipidos (lipasas) o azucares (glucosidasas) e impidiendo su completa degradacion y
por tanto su absorcion intestinal [41]. Flavonoides como la apigenina, luteolina, ,
kaempferol, naringenina, quercetina o miricetina han mostrado actividad inhibitoria
de a-amilasas y a-glucosidasas [88]. Otros polifenoles ejercen un efecto beneficioso
sobre la obesidad al inhibir las proteinas de membrana responsables de la captacion
de nutrientes. En concreto, la quercetina inhibe el transportador de glucosa y
fructosa (GLUT2), mientras que el flavonoide epicatequien-gallate (ECG) y
epigallocatequin (EGCG) inhiben el GLUT5 [41,89]. Los flavonoides pueden actuar
también como moléculas antioxidantes, modulando el estrés oxidativo generado
durante la obesidad al neutralizar ROS o NOS directamente, o indirectamente
mediante la activacion de los mecanismos enddgenos [41]. Pueden influir en el
estado inflamatorio del organismo propio de la obesidad. Flavonoides como
cianidin-3-glicosido, nobiletin o la quercetina promueven la reduccion de citoquinas

proinflamatorias [41]. Por ultimo, los flavonoides son capaces de interactuar de
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forma bidireccional con el microbioma. Por una parte, flavonoides pueden actuar
como prebidticos contribuyendo a modular el perfil y la funcion del microbioma,
promoviendo la presencia de bacterias saludables; y por otra, el microbioma
intestinal es el responsable de gran parte de la biodisponibilidad y absorcion de los

flavonoides [41].

Los extractos funcionales derivados de vegetales también suponen un efecto
beneficioso sobre la obesidad. En este caso no se atribuye su actividad a ninguna
molécula, sino al efecto conminado de todas ellas que ejercen un efecto sinérgico
frente la progresion de la enfermedad. En este contexto, los nutracéuticos se definen
como alimentos funcionales con propiedades beneficiosas debido a su contenido en
compuestos bioactivos con capacidad antioxidante, antiinflamatoria o moduladora
del microbioma, entre otros. El consumo de nutracéuticos en la dieta se ha asociado
con un buen estado de salud, contribuyendo a mantener sanos los tejidos mediante
una disminucién de factores inflamatorios y prevencién del desarrollo de
enfermedades ENT [86]. Estudios como el desarrollado por D’ Antongiovanni et al.
[23] demuestran que una suplementacion vegetal basada en una mezcla de extractos
vegetales de Curcuma longa, Cassia mimosoides y Phyllanthus emblica fue capaz de
reducir el peso corporal y el IMC de los animales, asi como disminuir el peso del
bazo y el higado, disminuir parametros metabolicos derivados de la obesidad como
el IL-1, y por tanto contribuyendo a la antiinflamacion y ejerciendo un efecto
antioxidante. En otro estudio, De la Fuente et al. [90] estudiaron el mecanismo de
accion por el cual una suplementacion vegetal compuesta por un extracto de té verde
y té negro demostré un efecto sobre la reduccién del peso, incrementando la
actividad lipolitica y antiadipogénica. Este efecto se atribuy¢ a la capacidad para
incrementar la transcripcion de genes antioxidantes e inhibir la de genes
inflamatorios. Chavanelle et al. [91] analizaron el efecto de una suplementacion
basada en 5 extractos vegetales sobre la obesidad. Al igual que en los anteriores
estudios, esta suplementacion consiguio revertir el peso de los animales y la
homeostasis en el metabolismo de la glucosa debido a una disminucion en la

adsorcion intestinal de los lipidos o directamente por inhibicion de las lipasas.
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Existen determinadas sustancias de origen natural que han demostrado tener un
efecto beneficioso sobre el NAFLD, como la quercetina, el naringenina, silimarina,
rutina, kaemferol y antocianinas, mediante la reduccién de la inflamacion y el estrés
oxidativo. Algunos alcaloides como la betaina, conogilina, oxymatrina y berberina,
reducen la acumulacién lipidica en el higado, regulan el metabolismo de la glucosa
e inhiben la esteatosis hepatica. Los compuestos fenolicos (curcumina,
epigallocatequin-3-gallate, resveratrol o el acido cafeico), inhiben el acamulo de la
grasa hepatica y muestran efectos antioxidantes. Las saponinas reducen el estrés
oxidativo. Por ultimo, los polisacdridos derivados de plantas son importantes
reguladores del sistema inmune, presentan un efecto anticancerigeno,
hipoglucemiante y muestran un efecto protector en el higado inhibiendo la

esteatosis, regulando el microbioma y ejerciendo un efecto antiinflamatorio [64].

1.1.6.3.3 Restriccién calérica

No solo es necesario mantener ingesta de alimentos de calidad, sino que la
proporcién y cantidad total de calorias ingeridas debe ser proporcional al gasto
energético del organismo. La restriccion caldrica se refiere a una restriccion del 10 al
40% de la ingesta habitual de calorias sin alterar los requerimientos nutricionales
[92]. Se considera un tratamiento simple y eficaz para reducir el peso y prevenir la
aparicion de alteraciones en el metabolismo [93]. Una restriccion caldrica de forma
moderada durante 4 a 6 meses supone una pérdida de peso del 5 al 10% [84]. Una
restriccion caldrica de mas del 40% de la ingesta habitual causa dafio hepatico,
incrementando la secrecion de citoquinas proinflamatorias como IL-1, II-6 y TNFa,
ademas de producir alteraciones en la composicion del microbioma y en la barrera

intestinal promoviendo la adsorcion de lipopolisacaridos [93].

1.1.6.3.4 Ejercicio fisico

El ejercicio fisico presenta un papel fundamental en el desarrollo y prevencion de
diversas enfermedades cronicas, incluyendo la obesidad y las enfermedades
metabdlicas [94]. El ejercicio fisico, actia como modulador en el metabolismo,

principalmente por ejercer un efecto positivo sobre el metabolismo del musculo
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esquelético. Entre estos efectos encontramos un incremento en la oxidacion lipidica,
en la sensibilidad a la insulina, en la captacion de glucosa, una reduccion en el
contenido lipidico intramuscular y una mejora en la capacidad oxidativa de las
mitocondrias [95]. Aunque también produce un efecto beneficioso sobre otros tejidos
como son el higado, el tejido adiposo, el pancreas y el sistema cardiovascular
mediante la liberacién de citoquinas (miocinas) u hormonas al medio que pueden
intervenir en la regulacion del sistema inmune [96]. Las diversas modalidades de
ejercicio, asi como la frecuencia, la intensidad o la duracion pueden influir en los
efectos metabdlicos que produce. El ejercicio aerdbico parece tener mayor impacto
en la pérdida de peso mientras que el ejercicio de alta intensidad ayuda a mejorar el
perfil lipidico [94]. El ejercicio fisico y sus efectos beneficiosos sobre el metabolismo
no siempre van emparejados con la pérdida de peso [40], pero si ha sido considerado
por varios autores como la mejor estrategia para el mantenimiento de la pérdida de
peso [97,98]. Ademas, la realizacion de ejercicio fisico es capaz de incrementar la
concentracion de BAT [99]. Los efectos beneficiosos de realizar ejercicio moderado
de forma regular estan mediados por mecanismos antiinflamatorios, como un
incremento en la produccién y liberacidn de citoquinas antiinflamatorias e inhibiciéon
de las proinflamatorias, asi como en la expresion de estimulantes de estas citoquinas.
Ademas, disminuyen la infiltracion y acumulacion de los macrofagos en el tejido
adiposo. El ejercicio fisico reduce la inflamacion en aquellas personas que presentan
un estado inflamatorio elevado, mientras que estimula la respuesta del sistema
inmune en individuos sanos [100]. Aunque algunos autores como Verheggen et al.
[101] concluyeron que el ejercicio por si solo no tiene un efecto significativo en la
reduccion del peso corporal, destacan que presenta un mayor efecto en la reduccion
de la grasa visceral que una intervencion nutricional de forma aislada. De hecho, la
realizacion de 30 a 60 min de ejercicio al dia, con una intensidad moderada-alta,
durante 4 a 6 meses demostré una reduccion de la VAT del 15 al 20%, siempre y

cuando se asociara con una dieta equilibrada y sana [84].

Ademas de ser beneficioso para el control de la obesidad, la realizacion de ejercicio

fisico también supone mejoras sobre las enfermedades metabolicas derivadas. Por
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ejemplo, Diniz et al. [102] demostraron que un protocolo de ejercicio fisico puede ser
un tratamiento no farmacoldgico para tratar NAFLD, mejorando la RI derivada de
la obesidad. En su estudio sometieron a ratones obesos por ingesta de dieta
hipercaldrica a un programa de ejercicio fisico durante 8 semanas. Descubrieron que
aquellos que realizaron el ejercicio fisico presentaban una mayor expresion de la
proteina PPARo, disminuyendo la esteatosis, la inflamacion y la fibrosis en modelos
animales con NAFLD. El ejercicio también supuso un aumento en la activacion de
AMPK, que puedo ser responsable de la mejora en la RI que se encontrd. En el
estudio realizado por Sugimoto et al. [103] se describié que la realizacion de ejercicio
fisico combinado con una restriccion calorica presentd efectos significativamente
mas relevantes, que ambas intervenciones por separado, sobre el control de la
obesidad o en la prevencion de enfermedades metabdlicas derivadas como la
diabetes mellitus tipo II. La combinacion de ambas consiguié un incremento en el
contenido de musculo esquelético, mientras que disminuyd el contenido de WAT.
También se encontré un incremento en la expresion de GLUT4 y lipasas, lo que

promueve la captacién de glucosa y el metabolismo lipidico.

En lo relativo a las enfermedades cardiovasculares, el grupo de Saxton et al. [40]
demostrd que el ejercicio fisico era capaz de revertir el efecto anti contractil que
genera el tejido adiposo que rodea al corazén (PVAT), debido a la obesidad. El efecto
anti contractil del PVAT contribuye al desarrollo de hipertension y diabetes tipo II.
El ejercicio inhibio los niveles de TNFa, contribuyendo a reducir la inflamacion del
tejido. Ademas de incrementar los niveles de adiponectina que actia como
vasodilatador, el ejercicio consiguio incrementar la expresion de fs-adrenoreceptores
y OCTS3, lo que supuso una prevencién en las complicaciones vasculares derivadas
de la obesidad. Este grupo de investigadores acenttia la importancia del ejercicio
como tratamiento de primera linea en el tratamiento de la obesidad para evitar los

dafnos vasculares derivados.
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1.2 CANCER COLORRECTAL (CCR)

El cancer se define como un conjunto de enfermedades relacionadas en las que
ciertas alteraciones celulares provocan la pérdida del control del proceso de
proliferacion que conlleva a una excesiva division celular y la capacidad de estas
células malignas para diseminarse a otros tejidos (metastasis) [104,105]. E1 CCR es el
tercer tipo de cancer con mayor incidencia en la poblacién a nivel mundial, y el

segundo tipo de cancer con mayor niimero de defunciones asociadas.

El CCR puede clasificarse en funcion del tipo celular del cual se origina. Mas del
90% de los canceres colorrectales se originan a partir las glandulas de la mucosa
generando adenocarcinomas [106]. Existen otro tipo de tumores mucho menos
comunes como los tumores carcinoides que se originan a partir de células
productoras de hormonas en el intestino, tumores estromales que se originan a partir
de las células especializadas de la pared del colon llamadas células intersticiales de
Cajal, linfomas originados en células del sistema inmunitario o sarcomas originados

a partir de células sanguineas [107].

En funcion de la cantidad de alteraciones genéticas que presente se puede
categorizar en tumores hipermutados (>12 mutaciones por 10¢pares de bases) o no
hipermutados (< 8.24 mutaciones por 10° pares de bases) [108,109]. Seguin el Atlas de
Genoma del Cancer, el cancer colorrectal es uno de los tumores que mas mutaciones

presenta [110].

En clinica se usa el sistema de clasificacion de estadificacion tumor, ganglio linfatico
y metastasis (TNM); siendo un sistema que clasifica el tumor en funcion del lugar
donde se origing, el tamafo y diseminacion. Este sistema de clasificacion sirve para
entender la gravedad del cancer y las probabilidades de supervivencia en el
momento de su diagnostico, y para determinar el mejor tratamiento. El sistema TNM
es mundialmente utilizado. A continuacion se describen que representa cada letra y

qué indican acerca del estado del tumor, segtin el instituto nacional del cancer [111]:

e La T indica el tamafio y extensidon del tumor. Suele ir precedido por un
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numero que cuando mas grande es, mayor tamano tendra el tumor, o se habra
extendido a tejido cercanos.

o TX:No es posible medir el tamafio del tumor primario.

o TO: No es posible encontrar el tumor primario.

o T1-T4: A mayor nimero, mayor tamafio o extension del tumor.

La N indica el nimero de ganglios linfaticos regionales que son cancerosos.
Se subdivide en:

o NX:Imposibilidad para medir el tumor en los ganglios cercanos.

o NO: No hay presencia de cancer en los ganglios regionales.

o N1-N3: Cuando mas alto el nimero que precede a la N, mayor es el
numero de ganglio linfaticos afectados por el tumor. Indican el
numero y la ubicacion de los ganglios linfaticos cancerosos.

La M indica la presencia de metastasis.

o MX: Imposibilidad de medir la metastasis.

o MO: El cancer no se ha diseminado a otras partes del cuerpo.

o Ma1: El cancer primario se ha diseminado a otras partes del cuerpo.
(M1a) para determinar que ha alcanzado un érgano distinto al colon o
el recto (M1b), ha alcanzado mas de un érgano y (Mlc) metastasis

peritoneal.

Existe otro tipo de clasificacion que se usa en combinacion a la del TNM, y que

agrupa el tumor en cinco estadios mas generales, a continuacion se definen segun el

Instituto Nacional del Cancer [111]:

Estadio 0: También conocido como carcinoma in situ (CIS). Se trata de la
presencia de células anormales que no se han diseminado a tejidos cercanos.

Estadio I, estadio II y estadio III: Indican la presencia de cancer. Cuanto mayor
sea el nimero mas grande sera el tamano del tumor y mayor diseminacion
hacia nédulos linfaticos u drganos cercanos. Por ejemplo, el estadio Ila indica que
el tumor ha invadido la pared del colon o el recto, pero sin diseminacion a ganglios

linfdticos regionales ni otros érganos. El estadio Illa indica que el tumor ha invadido
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1.2.1

el revestimiento interno del intestino, y se ha diseminado a los ganglios linfaticos
cercanos.
Estadio IV: El céncer se ha diseminado a otros drganos distantes del

organismo, es decir, presencia de metastasis.

Carcinogénesis

La carcinogénesis del CCR se inicia por la transformacion de las células epiteliales

del colon en células hiper proliferativas debido a mutaciones espontdneas,

mutagenos ambientales o alteraciones genéticas o epigenéticas. Entre los cambios

epigenéticos encontramos:

Metilacion del ADN: Es un proceso catalizado por enzimas ADN
metiltranferasas que afladen un grupo metilo al nucledtido, generalmente
perteneciente a las islas CpG, mientras que la desmetilacion es catalizada por
enzimas de translocacion (TET). El correcto equilibrio entre estas dos enzimas
garantiza la adecuada expresion génica, cuando hay un desequilibrio puede
ocurrir una hipermetilacién que da como resultado la falta de expresion de
un gen especifico, 0 una hipometilacion déonde ocurre lo contrario. En las
células cancerosas ocurre una hipermetilacion en las islas CpG del promotor
del gen supresor de tumores (ACP) lo que provoca su silenciamiento e inicio
y progresion del tumor [112].

Acetilacion de histonas: Las histonas unidas al ADN puede sufrir
modificaciones postraduccionales al unirse moléculas de acetilo a ellas,
modificando su carga y derivando en una reorganizacion de la cromatina. La
hiperacetilacion supone un aumento de la expresion génica, mientras que la
hipoacetilacion supone su silenciamiento. Estan reguladas por enzimas
acetiltransferasa o desacetilasas [112].

MicroARNs: Son moléculas de ARN no codificantes, de unos 17 a 25
nucledtidos, que pueden inhibir de forma postranscripcional la expresion de
ciertos genes. Participan en todos los procesos biologicos (diferenciacion,

regulacion del ciclo celular, respuesta inmune, angiogénesis o apoptosis). En
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las células cancerosas se incrementa la expresion de microARN A promotores
del desarrollo o progresion del cancer como miARN-155 o 215, y disminuye
la concentracion de miARN supresores de tumores como miARN-34a

[112,113].

La hiper proliferacion de estas células da lugar a un adenoma benigno (estadio 0), el
10% de estos polipos adenomatosos derivan en el desarrollo de tumores debido a
alteraciones en el ADN formando un adenocarcinoma que invade la capa muscular
(estadio I). Mutaciones en APC, catequinas, citoquinas, quimioquinas y factores de
crecimiento del microambiente tumoral (TME) estdn implicados en la fase de
iniciacién del tumor colorrectal a partir del adenoma. Cuando el tumor crece en
tamano y volumen invade la capa serosa (estadio II) y el peritoneo (estadio III), las
mutaciones implicadas en la progresion del tumor ocurren principalmente en el gen
que codifica la proteina que controla la divisién celular (CDC) y en el factor de
crecimiento transformante (TGFf). Por ultimo, el tumor se podra diseminar a otros
organos via linfatica o sanguinea (estadio IV). Esta tltima fase de progresion del
tumor estd caracterizada por mutaciones en p53, BAX y factores pro angiogénicos.
El proceso de desarrollo del cancer colorectal esta representado en la Figura 9. El
estadio en el que se encuentre el tumor cuando se identifique, indicara el grado de

severidad y las opciones terapéuticas disponibles [108,114].

La alta tasa de mortalidad del CCR se debe a la metastasis en el higado o pulmones.
Una subpoblacion celular del CCR conocida como cancer steam cells (CSCs) parecen
tener un gran potencial metastasico adaptandose a los diferentes microambientes de

los tejidos que atraviesa [115].
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Figura 9. Desarrollo del cancer colorrectal creada con BioRender por Hossain et al.,
(2022).

1.2.1.1 Alteraciones gendmicas

A nivel genémico, esta ruta de adenoma a carcinogénesis es causada por al menos
tres vias moleculares principales. La via de la inestabilidad cromosémica (CIN) que
afecta principalmente al lado izquierdo del colon, la via de la inestabilidad
microsatélite (MSI) mas predominante en el lado derecho del colon o una tercera ruta

conocida como la via serrada que se puede encontrar en ambas [116].

e Inestabilidad cromosdmica (CIN): Es el responsable del 70-85% de los casos
esporadicos de CCR. Se caracteriza por presentar alteraciones en el ntimero
de cromosomas y su estructura, asi como una pérdida o ganancia de
segmentos cromosomaticos por aneuploidia, deleciones, inserciones,
amplificaciones o pérdida de la heterocigosidad. Generalmente se asocian con
mutaciones en oncogenes especificos o genes supresores del tumor como el
gen poliposis coli adenomatosa (ACP), KRAS, PIK3CA o p53, que regulan la
proliferacion y el ciclo celular y juegan un papel fundamental en el desarrollo
y progresion del CCR. La pérdida de actividad en APC supone una
translocacion de catequina f3 y activacion de la Wnt que activa genes
implicados en la carcinogénesis como VEGF y PPAR. La mutacion en KRAS
aparece en el 40% de los tumores CCR, esta implicado en la sefializacion de
la via EGFR y NF-KB que regulan la proliferacion y supervivencia celular

[109,114,116].
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Inestabilidad microsatélite (MSI): Es el responsable del 10-20% de los casos
de CCR esporadicos y el responsable de casi el total de los tumores que
aparecen en paciente con el sindrome de Lynch. Los microsatélites son
secuencias de ADN repetidas en tdndem. Se asocian con hipermutabilidad
genética en estas regiones. La causa mas comun es el silenciamiento
epigenético mediante hipermetilacién de genes reparadores del dafio en el
ADN (genes MMR) como MLH o MSH. Otros genes alterados son aquellos
que codifican proteinas reguladoras de la proliferacion (CDX, IGF2), la
parada del ciclo celular o apoptosis (CASP5, PTEN, FAS) [109,114,116]. La
iniciacion de este tipo de tumores también se debe a alteraciones encontradas
en el gen ACP, pero también se inicia por mutaciones en BRAF. Este tipo de
tumores se desarrolla de forma mas rapida que los que ocurren via CIN [109].
Via serrata o fenotipo metilador de CpG (CIMP): responsable del 10-20% de
los CCR. Una mutacion en BRAF es el primer mecanismo identificado en esta
via, que puede derivar en una activacion de la proteina quinasa ERK
derivando en una proliferacion celular descontrolada (similar a via CIN) o
derivar en mutaciones en genes MMR (similar via MSI). Ambas vias se
caracterizan por una alta metilacion en regiones del genoma ricas en
dinucleotidos de citosina/guaninas conocidas como islas CpG, que codifican
genes supresores del tumor. La metilacion de estas islas implica
silenciamiento y desarrollo del tumor [109]. Se dividen en CIMP elevado
caracterizado por presentar mutaciones en el protooncogén BRAF, metilacion
en MLH o inhibicion de la metiltransferasa MGMT o CIMP bajo caracterizado

por mutacion en el gen que codifica la proteina KRAS [114].

1.2.1.2 Alteraciones en vias de sefializacion metabdlicas

Como hemos comentado anteriormente el desarrollo del CCR implica diversas
mutaciones de forma secuencial. Los principales mecanismos alterados por estas
mutaciones son aquellos que regulan la proliferacion, diferenciacion, apoptosis y
supervivencia celular CCR [114]. Encontramos diversas vias metabdlicas alteradas

que interaccionan de forma intra e intercelular en la induccion y progresion del CCR
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[116], entre ellas estan:

Wnt/B-catenina: La activacion de esta via se encuentra presente en mas del
90% de los tumores CCR debido a la perdida de funcionalidad del APC [115].
Esta via juega un papel fundamental en el mantenimiento de los tejidos y en
la regeneracion del intestino [114]. Una mutacién en ACP supone una
desenfrenada activaciéon de Wtn que deriva en una acumulacion de £3-
catenina en el citoplasma y su translocacion hacia el ntcleo dénde actiia como
activador de factores de transcripcion de genes involucrados en la
proliferacion, contribuyendo a la hiperproliferacién celular y crecimiento del
tumor [116].

JAK/STAT: Un activacidon de Janus quinasas (JAKs) mediante fosforilacion
resulta en el reclutamiento de proteinas STAT que participan en la
oncogénesis mediante la estimulacion de genes implicados en la inhibicion
de la apoptosis, regulacién del ciclo celular o inductores de angiogénesis
[116].

Ras/ERK: Esta via de sefializacién incluye una cascada de quinasas
implicadas en el crecimiento celular y proliferacion. La activacion de ERK
inhibe la apoptosis al inhibir los receptores de los ligandos FAS o TNF. La
hiper activacion de Ras/ERK contribuye a la inhibicion de la senescencia por
una sobreexpresion de la telomerasa [116].

PIBK/AKT (mTOR): PI3K es una quinasa intracelular que regula el
crecimiento, la proliferacion, diferenciacion, migracion y supervivencia
celular. AKT es una quinasa con residuos de tirosina y serina que es activada
por PIBK y cuya activacion promueve la proliferacion celular y la resistencia
a la apoptosis. AKT regula la activacion de proteinas como mTOR que es
activador de la proliferacion, angiogénesis, crecimiento y supervivencia
celular [114]. PTEN inhibe la activaciéon de esta via de senalizacién al
desfosforilar un segundo mensajero implicado en esta via, resultando en una
parada del ciclo celular y la induccion de la apoptosis. En MSI ocurre una

pérdida de funcionalidad de PTEN contribuyendo al desarrollo del tumor
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[116].

TGF£/SMAD: TGF£ es una familia generadora de polipéptidos (SMAD) que
regulan procesos biologicos como el crecimiento celular, la diferenciacién,
apoptosis, la produccién de la matriz extracelular y funciéon inmune [116].
Cuando la funcién de TGFf se pierde en estadios tempranos del CCR se
observa un crecimiento descontrolado de las células, mientras que cuando se
pierde en estadios tardios supone pérdida es la respuesta inmune que
contribuyen a la invasion y migracion celular [114].

Notch: Es una via de sefializacién intercelular muy conservada que regula
procesos como la diferenciacion, proliferacion y muerte celular [114]. Una
sobrexpresion de esta via de sefializaciéon supone un incremento de la
carcinogénesis [116].

NF-KB: El factor nuclear de transcripcién es el mayor regulador de la
respuesta inflamatoria. Estd implicado en procesos bioldgicos de
diferenciacioén, ciclo y migracién celular. Es activado por ligandos como el
claster de diferenciaciéon CD40 o por factores extracelulares como virus,
citoquinas o LPS. Su activacion lo transloca al nticleo sobre expresando genes
que promueven la iniciacién y progresion del CCR [114,117].

EGFR/MAPK: EGFR es el receptor del factor de crecimiento epidemial y
MAPK la proteina quinasa activada por mitogenos, cuya alteracion promueve
la progresion del tumor al promover la proliferacion celular, la supervivencia,

angiogeénesis, invasion y metastasis del tumor [114].

La progresion del tumor no esta simplemente regulada por cambios genéticos de las

células tumorales, sino que también se ve influenciado por el microambiente tumoral

(TME). El TME lo compone todo aquello que rodea el tumor, en concreto consiste en

el conjunto de células tumorales, células del estroma, células del sistema inmune y

matriz extracelular. Es un sistema complejo que influye en el crecimiento y desarrollo

del tumor. La supervivencia de las células tumorales cuando invaden otros tejidos

se debe en parte al efecto de este microambiente tumoral, ya que recluta células del

sistema inmune o del sistema inflamatorio alterando el metabolismo del estroma y
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evitando que las células del sistema inmune lo reconozcan como extrafio y lo
eliminen. Por ejemplo, la IL-6 es una citoquina secretada por macréfagos,
fibroblastos o linfocitos del microambiente tumoral que activa la via de sefializacion

JAK/STAT favoreciendo la migracion celular y la invasion [114].

1.2.1.3 Prevencion

La OMS recomienda para la prevencion del cancer de colon una deteccion precoz
mediante programas de cribado y, ademds, un aumento en la realizacién de
actividades deportivas y en el consumo de frutas y verduras [105]. Hay tres niveles
de prevencion; primaria es aquella dirigida para toda la poblacién, secundaria es
aquella que se usa en pacientes que presentan lesiones premalignas, y la terciaria es
la usada para prevenir una reaparicion del cancer. Hoy en dia, la mejor manera de
actuar en la prevencion del cancer colorrectal es el uso de colonoscopias para poder
actuar ante cualquier indicio, sin embargo, su elevado coste y el cardcter invasivo
hacen que la técnica no pueda ser usada de forma continuada ni esta indicada para
todo tipo de personas. [108]. La relacion entre la ingesta de legumbres, vegetales y
frutas y el riesgo de desarrollar cancer, presenta un patron de asociacion consistente
en una misma direcciéon: un mayor consumo de vegetales disminuye el riesgo de
desarrollar cancer [118,105]. Entre los vegetales recomendados se encuentran, entre
otras; zanahoria, vegetales de hoja verde, vegetales del género Allium y de la familia
Brassicaceae. Esta accion antitumoral se debe a la presencia de moléculas como
carotenos, vitamina C y E, selenio, polifenoles, inhibidores de proteasas, indoles e
isotiocianatos. Es la combinacion de varias de estas moléculas la responsable de un

menor riesgo de desarrollo de ciertos tipos de cancer [119].

La recomendacion del consumo de especies vegetales de la familia Brassicaceae para
la prevencion del CCR, se basa en el contenido de unas moléculas naturalmente
presentes en esta familia conocidas como glucosinolatos, los cuales se convierten en
productos bioactivos conocidos como isotiocianatos (ITC) gracias a la enzima
mirosinasa y/o por la microbiota intestinal. Ademds, su gran contenido en

polifenoles contribuye a la quimio prevencion por su capacidad de captar radicales
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libres que puedan causar dano celular, asi como su capacidad para incrementar la
actividad de enzimas detoxificantes que inhiben la fase inicial del desarrollo del CCR
[120]. Sin embargo, a pesar de ser una prometedora medida quimiopreventiva, la
ingesta directa de estos vegetales para su futura absorcion y conversion en ITC puede
no ser suficiente para llegar a conseguir una actividad terapéutica [78]. En este
contexto, el uso de nutracéuticos se convierte en una estrategia eficaz en la
prevencion de esta patologia. Los nutracéuticos se definen como el uso de
componentes alimenticios, o sus ingredientes activos para la prevencion y el
tratamiento de diversas patologias, especificamente en el cancer, el uso de
nutracéuticos ha demostrado tener un efecto positivo en la prevencion del desarrollo
del tumor al ejercer efectos sobre la proliferacion, diferenciacion, apoptosis,
inflamacién, angiogénesis y metastasis de las células cancerigenas. Por otra parte, su
capacidad antioxidante protege las células de los radicales libres que podrian causar

alteracion en el ADN [113,121].

La quimioterapia preventiva se define como el uso de agentes naturales o sintéticos
que se usan para prevenir, suprimir o para revertir la fase inicial de carcinogénesis
[122]. Existen compuestos quimicos que han demostrado ser eficaces en la
prevencion de cierto tipo de tumores. En concreto, antiinflamatorios no esteroideos
o AINES como la aspirina, sulindac, celecoxib, rofecoxib, eflornitina-sulindac y
ursodiol han demostrado en ensayos en animales como clinicos un efecto preventivo
sobre el desarrollo de cancer colorrectal. El programa de prevencion
Adenomal/Carcinoma (CAPP) demostrd que tomar una dosis baja de aspirina durante
mas de dos anos redujo el riesgo de cancer colorrectal en la mitad de los pacientes
con riesgo de desarrollarlo, sin embargo, la dosis 6ptima y la duracion no han sido
definidas. Parece que el mecanismo de accion quimiopreventivo de estas moléculas
se basa en la inhibicion de la COX-2, proteina que se encuentra sobre expresada en
células cancerigenas, lo que facilita la apoptosis en células de CCR. No obstante,
mayores estudios in vivo son necesarios para poder esclarecer dosis y efectos
adversos [108,123]. Como agentes quimiopreventivos de origen natural, actualmente

no se encuentra ninguno en el mercado, aunque si hay algunos que han llegado a
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fase preclinica o clinica como el dcido ursodeoxicolico (UDCA), el acido fdlico, o la

curcumina [113].

1.2.2 Incidencia

El nimero estimado de nuevos casos de cancer en el mundo fue de 19.3 millones en
el afio 2020, y se estima que esta cifra aumente hasta 30.2 millones en el afio 2040.
Entre los canceres mdas comunes en cuanto a su incidencia a nivel mundial, se
encuentran el cancer de mama con 2.3 millones de casos, seguido por el cancer de

pulmon (2.2M), colorrectal (1.9M), prdstata (1.4M), piel (1.2M) y gastrico (1.1M)

En la Figura 10 se puede observar una representacion de la incidencia del cancer el

todo el mundo.
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Figura 10. Incidencia del cancer en la poblaciéon mundial segiin la Agencia
Internacional para la Investigacion contra el Cancer [3].
El cancer colorrectal es el tercer tipo de cancer con mayor incidencia en la poblacion
a nivel mundial (Figura 11). Segtun el informe de la OMS en el ano 2020 se
diagnosticaron 1,93 millones de casos nuevos de cancer colorrectal en el mundo, con
mayor incidencia en hombres que en mujeres, concretamente se diagnosticaron 1,07
M de hombres con cancer colorrectal y 865.630 mujeres. En Espana se sigue la misma

tendencia, con una incidencia del cancer colorrectal de 24.610 casos en hombres y
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15.813 casos diagnosticados en mujeres. A nivel mundial, se estima que en el afo
2040 el niimero de casos del cancer colorrectal alcanzara los 3 millones de nuevos

casos [3,105]
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Figura 11. Incidencia del CCR segun datos de la OMS [3].

1.2.3 Mortalidad

Segun la OMS, el cancer es la principal causa de muerte en el mundo. En 2020, se
atribuyeron casi 10 millones de defunciones debido a esta enfermedad [105]. En el
primer semestre del afio 2023, el 27.1% de defunciones en la poblacién espafiola
fueron causa de enfermedades del sistema circulatorio, y el 25.8% debida a tumores
[58]. El cancer de pulmon es el responsable de un mayor nimero de muertes con un
total de 1.8 millones de defunciones, seguido por el cancer colorrectal, el de higado,
el gastrico y el de mama [105]. Se estima que para el ano 2040 el cancer sera

responsable de 16.3 millones de defunciones en el mundo [3].
El CCR es el segundo tipo de cancer con mayor numero de defunciones asociadas (

Figura 12). Segtin el informe del afio 2022 de la OMS, el cancer colorrectal habia sido
responsable de 916.000 casos de defunciones en el mundo, concretamente 515.639
hombres y 419.536 mujeres. Se estima que en el afio 2040 sera responsable de 1.6

millones de defunciones en el mundo.
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Numero estimado de casos y muertes a nivel mundial, en ambos sexos y edades.
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Figura 12. Incidencia y mortalidad del cancer [3].

Dentro del campo de la oncologia, el cancer colorrectal (CCR), objeto de estudio en
esta tesis doctoral, es considerado, por su actual incidencia, mortalidad y por las
previsiones de incidencia en los préximos afios, un auténtico problema de salud

publica.

1.2.4 Factores de riesgo

Entre los factores de riesgo para el desarrollo de un CCR se encuentran i) la edad, ya
que se diagnostica con mayor frecuencia en pacientes mayores de 50 anos; ii) factores
predictivos, especialmente la presencia de polipos intestinales o de enfermedad
intestinal inflamatoria; iii) la presencia de un CCR previo; iv) los denominados
factores genéticos o familiares, dado que en 25% de los casos existe un antecedente
familiar y en el 10% un componente hereditario; v) el estilo de vida, en el que se debe
destacar la inactividad fisica, y vi) por ultimo, los factores dietéticos, que juegan un
papel esencial y se encuentran en continua investigacion; de hecho, el consumo
excesivo de alcohol, el sobrepeso y obesidad y ciertos tipos de alimentos (carne
procesada) han sido vinculados a esta patologia [106]. El Global Cancer Observatory
(GCO) establece una relacion causal entre la obesidad y al menos nueve tipos de
cancer. Se estima que a nivel mundial se produjeron unos 85.000 casos de cancer de

colon directamente relacionados con la obesidad [3]. A continuacion, se desarrollan
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en mas detalle los riesgos mencionados anteriormente:

1.2.4.1 Factores de riesgo no modificables

La edad supone uno de los mayores riesgos no modificables en el desarrollo del CCR,
ya que la mayoria de canceres colorrectales se diagnostica en personas mayores de
50 afios. El género también influye sobre el desarrollo de CCR, ya que como hemos
visto anteriormente su incidencia es mayor en hombres que en mujeres. La media de
edad en el diagndstico de hombres es de 68 afios mientras que el CCR se diagnostica
principalmente en mujeres mayores de 72. [3]. La presencia de enfermedades
inflamatorias como la colitis o la enfermedad de Crohn aumentan la probabilidad de
desarrollar CCR debido a la inflamacioén crénica de la mucosa que incrementa el

riesgo de sufrir mutaciones esporadicas. La presencia de otras enfermedades como

la diabetes mellitus tipo II también incrementa el riesgo de sufrir CCR. El factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF) asi como sus receptores estan incrementados
en células cancerigenas. La hiperinsulinemia incrementa el estrés oxidativo y el dafio
celular, asi como la activacién de la via MAPK/PI3K que inducen la proliferacién

celular. La presencia de enfermedades hereditarias como polipos adenomatosos (FAP)

o el sindrome de Lynch contribuyen a incrementar el riesgo de CCR entre los
miembros de la familia. Casi el 100% de los pacientes con FAP desarrollan CCR ya
que esta enfermedad es debida a una mutacion en ACT, mientras que el sindrome
de Lynch es debido a mutaciones en genes del sistema de reparacion de
apareamientos erroneos o MMR por sus siglas en inglés mismatch repair, y un 60% de

los pacientes termina desarrollando CCR [108].

1.2.4.2 Factores de riesgo modificables

Entre los factores de riesgo modificables encontramos la dieta y el estilo de vida.
Entre ellos, la obesidad parece tener un efecto directo en el desarrollo del CCR al
promover la RI, hiperinsulinemia, un estado de inflamacién crénica y estrés
oxidativo que puede derivar en dano en el ADN y estimulacion de la proliferacion

celular [108,115].

El consumo de alcohol o de tabaco esta significativamente asociado al riesgo de
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desarrollar CCR. Un individuo que consume mas de 4 bebidas alcohdlicas al dia
incrementa en un 52% el riesgo de desarrollar CCR. Los metabolitos procedentes del
metabolismo del etanol como el acetaldehido causan efectos carcinogénicos en el
colon mediante estrés oxidativo, peroxidacion lipidica, cambios epigenéticos,
disfuncion de la barrera epitelial y modulacidn del sistema inmunolégico. El riesgo
de desarrollar CCR incrementa proporcionalmente al numero de cigarros
consumidos. Ademads, los pacientes con CCR que fuman presentan menor tasa de

supervivencia que aquellos que no lo hacen [108]. El consumo de carne roja, fructosa o

una dieta alta en grasas incrementa el riesgo de desarrollar CCR en un 20-30%,

mientras que el consumo de vegetales, frutas, legumbres o cereales, asi como la
realizacidon de ejercicio fisico esta asociado con una menor incidencia del CCR

[105,115].

El microbioma juega un papel clave en la iniciacion, desarrollo y metastasis del CCR.
Se han reportado diferencias significativas entre el microbioma de pacientes sanos y
aquellos que han desarrollado CCR [124]. Cambios en el tipo y la abundancia del
microbioma incrementan el riesgo de desarrollar CCR, mediante un incremento de
bacterias daninas que promueven factores de virulencia, inflamacion, respuesta
inmune o cambios epigenéticos [125]. Los metabolitos producidos por estas bacterias
como acido biliar (BAs) o acidos grasos de cadena corta (SCFAs) son un componente
esencial en la comunicacion entre el microbioma y el organismo hospedador, y

puede actuar de forma protectora o danina en el desarrollo del CCR [126].

1.2.5 Sintomatologia, deteccidon, diagnostico y prevencion.

Los sintomas que se deben tener en cuenta son el dolor abdominal o pélvico, la
alteracion del ritmo intestinal (estrenimiento, diarrea o ritmo alternante) y la
eliminacion de moco o sangre en heces. También puede existir anemia, disminucion
del apetito, cansancio y pérdida de peso. No obstante, estos sintomas pueden ser
vagos e inespecificos y pueden estar asociadas a otras enfermedades. Para la
deteccion del cancer colorrectal en personas asintomaticas se ha establecido un

cribado de la poblacion con mas de 50 afos, o a pacientes con condiciones
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predisponentes, basado en la deteccion de sangre oculta en heces para diagnosticar
el tumor en una etapa inicial [106]. El desarrollo del cancer colorrectal conlleva
generalmente entre 10 y 15 afios, por lo que detectar mediante screening a la
poblacién la presencia de pdlipos antes de que deriven en tumor es fundamental
[108]. Cuando se desarrolla por la via MSI es algo mas rdpida y puede generar el

tumor en menos anos [109].

La colonoscopia es el método mas utilizado para el diagndstico del cancer colorrectal.
Consiste en un endoscopio que presenta en su extremo una cdmara, una luz y una
pinza que permite visualizar el interior del colon y el recto y coger muestras para la
confirmacion mediante biopsia. Aunque también se puede diagnosticar por
exploraciones radioldgicas permitiendo ademas estudiar el nivel de extensiéon del
tumor por el organismo. Se recomienda siempre la realizacion de exploracion fisica
y una analitica donde se podria detectar un cuadro de anemia o alteraciones en la

bioquimica sanguinea que indiquen dafios en el higado o el rifién [106].

Existen biomarcadores que pueden puede servir como marcadores clinicos para el
diagndstico precoz del CCR o para predecir la respuesta del paciente a un
tratamiento especifico. Biomarcadores como citoqueratina 20 o el factor de
transcripcion nuclear especifico de epitelio intestinal (CRX-2) que estan
sobreexpresados en pacientes con CCR, mientras que la citoqueratina 7 se encuentra
inhibida. Existen también otros marcadores metabdlicos como un incremento en los
niveles de la proteina especifica del factor de crecimiento similar a la insulina
(IGFBP2) y piruvato quinasa (PKM2) que se han asociado al desarrollo del CCR. En
cuanto a marcadores para el prondstico de los pacientes diagnosticados con CCR se
usa el antigeno carcinoembrionario (CEA), una glicoproteina altamente expresada
en CCR, que se relaciona con la recidiva del CCR tras la intervencién quirtrgica. Sin
embargo, también se encuentra incrementada en la enfermedad inflamatoria del
intestino o en la pancreatitis [114]. Los microARNs han ganado importancia en el
diagnostico, tratamiento y evolucion del CCR, ya que regulan multitud de procesos

bioldgicos. Hay microARNs que pueden inhibir genes supresores de tumores y
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favorecer el desarrollo de este, u otros que inhiben oncogenes e impiden el desarrollo
del tumor. Por ejemplo, altos niveles de miR-21 en sangre se asocian con la presencia

del tumor, mientras que miR-194 acttia como supresor del CCR [113].

Segun el informe de la OMS los casos de cdncer en el mundo se podrian reducir en
un 30-50% reduciendo la exposicion a factores de riesgo y aplicando estrategias
preventivas. La detecciéon precoz y el tratamiento adecuado de cada paciente
suponen factores clave en la reduccidon de la mortalidad de esta enfermedad. Cuando
el cancer se detecta en una fase temprana (diagnostico precoz) es mas probable que
responda al tratamiento, aumentando las probabilidades de supervivencia o mejorar
la calidad de vida del paciente. Para la deteccidon precoz es necesario que la poblacion
sea conocedora de los sintomas de los distintos tipos de cancer, para que cuando
observen cualquier anomalia acudan a los servicios clinicos para su evaluacion,
diagndstico y tratamiento oportuno. Otra alternativa seria el tamizaje; se trata de un
cribado de un porcentaje de la poblacion para detectar un cancer o una lesion
precancerosa determinada. El cribado se hace sobre personas que no presentan
sintomas pero que cumplen con los criterios asociados a la edad o la presencia de

otros factores de riesgo [105].

1.2.6 Tratamientos

Existen tres tratamientos principales para tratar el cancer colorrectal. Como pauta
general, el primer tratamiento sera la extirpacion del tumor primario mediante
cirugia, siempre y cuando no suponga riesgo para el paciente. Otro tipo de
tratamientos son el tratamiento sistémico en el que se incluye la quimioterapia, los
anticuerpos monoclonales, inmunoterapia o el tratamiento con radioterapia. En
muchas ocasiones, para aumentar las probabilidades de que el tratamiento sea
efectivo, se hace un enfoque multidisciplinar y se combinan distintos tratamientos

[106].

1.2.6.1 Tratamientos locales

1.2.6.1.1 Tratamiento quirurgico

Los tumores localizados pueden ser extirpados completamente mediante la cirugia,
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mientras que la extirpacion de los tumores que se han extendido a otras estructuras
dependerd especificamente de cada caso. En general, la metastasis que se operan con
mayor frecuencia son las hepaticas o pulmonares. Este tipo de cirugias presentan
complicaciones como fiebre, dolor, infeccion, sangrado, trombosis o problemas de
cicatrizacién. Ademas, al extirpar parte del colon, o el colon en su totalidad, se

pueden ver modificados los habitos intestinales del paciente [106].

1.2.6.1.2 Radioterapia

La radioterapia consiste en el uso de radiaciones ionizantes sobre un drea en concreto
del organismo. La radiacion emitida por el acelerador acttia sobre el drea tumoral
creando dafios en el ADN que evitan que las células cancerosas crezcan o proliferen
e inducen su muerte. La dosis, la duracion y el area a tratar es especifica para cada
paciente. Es un tratamiento complementario a la cirugia, se puede aplicar antes para
reducir el tamafio del tumor o después para evitar la recidiva. Existen distintos tipos
de radioterapia: i) Radioterapia de rayos externos (EBRT), dénde la radiacion es emitida
desde una maquina situada fuera del cuerpo, ii) Radioterapia interna o braquiterapia,
donde la fuente radiactiva se coloca dentro del recto, al lado (endocavitaria) o dentro
(intersticial) del tumor, reduciendo los efectos nocivos a los tejidos sanos
circundantes, y iii) Radioembolizacion, se usa principalmente para tratar el cancer de
colon o de recto que se ha propagado al higado generando masas tumorales de mas
de 5cm de ancho. Consiste en la administracion de esferas radiactivas en la arteria
hepatica que se alojaran en los vasos sanguineos cercanos al tumor y emitiran
radiaciones durante varios dias. No es un tratamiento que se use habitualmente para
tratar el cancer de colon, generalmente se usa cuando éste se ha propagado a otras
areas como pulmones, cerebro o huesos. En el cancer de recto se usa como tratamiento
neoadyuvante previo a la cirugia para reducir el tamano y facilitar la extraccion del
tumor, durante la cirugia como radioterapia intraoperativa para eliminar células
cancerosas remanentes o tras la cirugia, sola 0 en combinacion con la quimioterapia,
para evitar recidivas. También se suele usar para ayudar a controlar el cancer rectal
en aquellas personas que no pueden someterse a cirugia. Como efectos secundarios

principalmente se encuentra que también afecta a células normales no tumorales,
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irritacion de la piel, dificultar para la cicatrizacién tras la cirugia, fibrosis y
adherencias entre los tejidos del drea tratada, nduseas, irritacion rectal e

incontinencia intestinal [106,127].

1.2.6.2 Tratamientos sistémicos

1.2.6.2.1 Quimioterapia

La quimioterapia consiste en la administraciéon de farmacos con actividad
antitumoral. Afectan a las células que se estan dividiendo rapidamente, como las
células cancerosas, alterando su funcionalidad y favoreciendo su destruccion. Se
administra en ciclos, con un periodo de descanso entre los ciclos para permitir la
recuperacion del paciente ya que es un tratamiento muy agresivo. Segin el momento
en el que se administre el tratamiento contra el CCR se diferencia en: i) quimioterapia
neoadyuvante, la que se administra antes de la cirugia para reducir el tamafio del
cancer; ii) quimioterapia adyuvante, la que se administra tras la cirugia con el
objetivo de destruir células cancerosas que hayan podido quedar tras la cirugia o iii)
quimioterapia para reducir el tamafio del tumor diseminado en otros érganos y

aliviar los problemas del paciente [106].

Los principales farmacos aprobados en Espafia para el tratamiento contra el cancer

colorrectal son:

e 5-Fluoracilo (5-Fu): Segtn la agencia espafola del medicamento, el 5-Fu es un
analogo del uracilo que es una base nitrogenada del ARN. Interfiere en la
sintesis de ADN al inhibir la conversion del uracilo a timina. También puede
interferir con la sintesis de ARN y sintesis proteica. Debido a que interfiere en
la sintesis de ADN o ARN provoca dafos en la division y crecimiento celular
lo que deriva en apoptosis. Se administra por via intravenosa. Se autoriz6 por
primera vez en Espana en diciembre de 2010 [128].

e Capecitabina: Es un precursor del del 5-Fu. La enzima responsable de la
conversion final a 5-Fu se encuentra incrementada en tejidos tumorales. Se
administra via oral. Se autorizd por primera vez en Espafa en el afio 2012

[129].
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Oxaliplatino: Es un fairmaco compuesto por un atomo de platino unido a un
diaminociclohexano y a un grupo oxalato. Los metabolitos derivados de su
biotransformacion interaccionan con el ADN formando puentes inter o
intracatenarios impidiendo la sintesis de ADN y resultando en actividad
antitumoral. Es administrado en combinacién con 5-Fu, por via intravenosa
y siempre antes de la administracion de 5-Fu [130].

Irinotecan: Es un derivado de la camptotecina que actiia como inhibidor
especifico de la ADN topoisomerasa y produce lesiones en el ADN
monocatenario que bloquean la horquilla de replicacion del ADN
produciendo el efecto citotoxico sobre las células tumorales. Se administra via
venosa solo o en combinaciéon con otros quimiofdrmacos. Se autorizd por
primera vez en diciembre de 2007 [131].

TAS-102: Es una combinacién de dos farmacos. La trifluridina que se
incorpora al ADN y provoca la muerte celular, y el tipiracil hidrocloridrico
que inhibe la enzima encargada de degradar la trifluridina. En estudios
preclinicos ha demostrado efecto antitumoral en células cancerosas
resistentes al 5-Fu. Los estudios clinicos son consistentes con los estudios
preclinicos [132]. Se autorizo por primera vez en Espafa en abril de 2016 [133].
Raltitrexed: Presenta un potente efecto inhibitorio frente a la enzima
timidilato sintetasa, enzima clave en la sintesis de trifosfato de timitina, un
nucledtido requerido para la sintesis del ADN. La inhibicion de esta enzima
supone la fragmentacion del ADN y consecuente muerte celular. Se
administra via intravenosa en combinacion con otros quimifarmacos. Se

autorizo por primera vez en Espafa en marzo de 1997 [134].

1.2.6.2.2 Terapia dirigida

Debido a la gran cantidad de efectos secundarios que derivan de la quimioterapia se
han desarrollado alternativas mas especificas como la terapia dirigida que se centra
en la inhibicion de vias distintas vias implicadas en el desarrollo del tumor. Entre
ellas encontramos el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) que juega

un papel fundamental en la supervivencia celular, proliferacion y migracion del
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tumor. El bevacizumab, ramucirumab o el ziv-aflibercept son anticuerpos
monoclonales o una proteina recombinante en el ultimo caso, que inhiben al VEGF
o su receptor VEGFR?2, y por tanto consiguen reducir la angiogénesis. Se usan en
combinacién con quimioterapia para tratar el cancer de colon metastasico. El
cetuximab y panitumumab se usan para inhibir la activacion de la familia de
receptores de tirosinas quinasas (EGFR) que cuando se activan estimulan la
proliferacion celular, angiogénesis, migracién, supervivencia y adhesién de las
células tumorales. Los pacientes con cancer de colon y metdstasis que peor
prondstico presentan son aquellos que tienen mutado BRAF, el encorafenib es el
unico farmaco de terapia dirigida aprobado por la FDA para tratar este tipo de

metastasis [108,135].

Otro tipo de estrategias innovadoras frente al CCR son la inmunoterapia que no
busca atacar directamente la célula tumoral, sino de activar al sistema inmune del
organismo para que este la ataque. El fdrmaco nivolumab es un inhibidor del
receptor de muerte programada (PD-1) de las células T del sistema inmune,
sobreexpresado en CCR. La terapia génica supone el uso del acido nucleico en la
reparacion o sustitucion de genes disfuncionales. La principal ventaja que presenta
es la capacidad de transferir genes a las células tumorales mediante retrovirus que
inhiban el gen mutado y detengan la progresion del tumor. La nanotecnologia
supone un avance en la liberacion del farmaco que ha demostrado ser efectiva en la
liberacion de diversas moléculas en el microambiente tumoral, suponiendo una
reduccion de efecto citotoxico y un incremento de su efectividad frente las células

tumorales. La mayoria se encuentran atin en desarrollo [108,114].

1.2.6.3 Compuestos naturales en la prevencion y/o tratamiento del CCR

Recientes estudios establecen una relacion entre distintos compuestos naturales con
la prevencion y tratamiento del cancer debido a su efecto sobre la proliferacion,
diferenciacién, apoptosis, inflamacidén, angiogénesis y metdstasis de células
cancerigenas ADN [113,121,136,137]. A continuacion, se detallan los mecanismos de

accion por el cual diversas moléculas naturales ejercen un efecto antiproliferativo
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frente al CCR. Generalmente, no tienen efecto solamente sobre una de las vias

mencionadas, sino que son capaces de ejercer su efecto antiproliferativo mediante

diversas de ellas:

Regulacion de la proliferacion celular: El ciclo celular esta estrictamente
controlado con diversos puntos de control secuenciales, para asegurar que la
célula se replica de forma correcta. Muchos compuestos naturales han
demostrado ser eficaces frente la proliferacion descontrolada de células
cancerigenas al controlar la mitosis o el ciclo celular. Por ejemplo, el
sulforrafano induce la parada del ciclo celular en la fase G2/M de la linea
celular HCT116. Lawsonaringenin, un flavonoide induce la parada del ciclo
en fase Sy apoptosis. El extracto de Iberis amara inhibe crecimiento celular al
parar el ciclo en G2/M en la linea celular HT-29 al disminuir la concentracién
de proteinas reguladoras del ciclo celular como son las ciclina A2 o B3 y
CDK?2, 4, 6 [138].

Regulacion de la migracion o invasidn de células tumorales: La metastasis es
un proceso que conlleva multiples procesos como la adhesion, migracion,
invasion y degradacion de la matriz extracelular que rodea el drgano objetivo.
La curcumina o el o-hederin inhiben la sintesis de IL-6 asociada a la
disrupcion de la via JAK/STAT involucrada en la progresion e invasion del
tumor [138].

Regulacion de la apoptosis: La apoptosis presenta dos vias de regulacion: la
intrinseca o via mitocondrial que supone una cascada de caspasas que liberan
citocromo C y producen muerte celular, o la extrinseca que supone la
activacion de receptores de muerte celular como FasL/CD95 o TRAIL. La
mayoria de los compuestos bioactivos actian mediante la via intrinseca al
generar ROS que induce una pérdida en el potencial de membrana
mitocondrial y activa las caspasas que deriva en fragmentacion del ADN y
apoptosis. Entre las moléculas que han demostrado este efecto se encuentra
la quercetina, ricardin, cardol o hederagenin. Aunque también pueden

promover la via extrinseca como las proantocianinas, o inducir ambas vias de
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muerte celular [138].

Regulacion de la autofagia: La autofagia es un tipo de muerte celular
programada activada en respuesta a diversos estimulos como son el estrés
oxidativo, hipoxia, estrés del reticulo endoplasmatico o acumulacion de ROS
[138]. Extractos etandlicos de semillas de Moringa oleifera y Tropaeolum
tuberosum produjeron la muerte celular por autofagia en la linea celular HCT-
15 [136].

Regulacion de la angiogénesis: La angiogénesises un proceso de
neovascularizacién para proveer de nutrientes y oxigeno a los tejidos. El
VEGF y su receptor, asi como moléculas extracelulares como la IL-8, el TNFa,
o el PDGF juegan un papel fundamental en la angiogénesis [138]. El
Resveratrol reduce la expresion del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) y la angiogénesis [121].

Regulacion de cambio epigenéticos: Las moléculas de origen natural pueden
regular factores epigenéticos como son la metilaciéon del ADN, la expresion
de microARN o la modificacion de histonas, que derivan en el desarrollo o
crecimiento del tumor. Los glucosinolatos como el sulforrafano (SFN) han
demostrado un efecto significativo frente a los cambios epigenéticos que
promueven el desarrollo del tumor. Estudios in vitro demuestran que el
tratamiento con SFN es capaz de reducir la expresion de enzimas
responsables de la metilacion del ADN como DNMT, promoviendo la
apoptosis de las células cancerosas. en la reduccion de enzimas desacetilasas,
responsables de la desacetilacion de las histonas unidas al ADN que reduce
la expresion del gen, lo que supone un aumento en la expresion de genes
supresores de tumores, inhibiendo el desarrollo del cdncer y promoviendo
apoptosis o parada del ciclo celular [112]. Varias moléculas naturales han
demostrado un efecto antiproliferativo sobre células cancerigenas debido a la
regulacion de microARNs mediante cambios epigenéticos, por ejemplo, la
quercetina regula los niveles de microARN de la familia let-7, inhibiendo la

proliferacion o propagacion del tumor. La curcumina es capaz de inhibir la
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expresion de oncogén miR-21, y aumentar la expresion de grupos de micro
ARN involucrados en la inhibicién de la proliferaciéon celular como miR200,

miR185b o let-7 [113].

Por otra parte, su capacidad antioxidante protege las células de los radicales libres
que podrian causar alteracién en el ADN [113,121]. Son capaces de inhibir la via Wtn/
$3-catenina reduciendo la habilidad de las csc de autorrenovarse, este efecto es de
suma importancia para prevenir las recidivas, ya que las csc son resistentes a la
quimioterapia. Pueden ejercer su efecto al modular el metabolismo de las células
cancerigenas al alterar el ciclo del acido tricarboxilico o la generacion de lactato que
promueve apoptosis, reduciendo la captacion de glucosa de las células cancerigenas
y afectando a su crecimiento o la expresion de GLUT1 reduciendo la disponibilidad

de carbohidratos en estas células y disminuyendo su capacidad de invasion [139].

Los polifenoles son compuestos ampliamente estudiados que estan presentes en la
mayoria de los alimentos de origen vegetal, se han descrito como potentes
antioxidantes lo que se asocia con mejoras en ciertas enfermedades cronicas como
las enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardiovasculares, diabetes o el
cancer. Este efecto es debido principalmente a su capacidad antioxidante y
antiinflamatoria que en el caso del cancer controla la proliferacion celular y actta
como regulador negativo de la mutagénesis. Entre los polifenoles mas estudiados en
la prevencion y o tratamiento del CCR encontramos epigallocatequin gallate (EGCG)
que ha demostrado capacidad antiproliferativa frente al CCR al impedir la activacion
del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF) y, en consecuencia, la
inhibicion del crecimiento del tumor. También ha demostrado un efecto en la
reduccidn de los niveles de 3 catenina reduciendo la migracion tumoral, asi como los
niveles de COX-2 y citoquinas proinflamatorias como el TNFa.. El Resveratrol es otro
polifenol que muestra efectos anticancerigenos en los distintos estadios de la
carcinogénesis. Principalmente, su efecto antioxidante y antiinflamatorio reduce las
lesiones derivadas del estrés oxidativo, ademas previene la activacion del (EGF),

reduce la expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y la
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angiogénesis [121]. El estudio clinico llevado a cabo por Mori et al. [140] muestra que
la ingesta de tres polifenoles derivados del café ha mostrado un descenso

significativo en el riesgo de desarrollar CCR.

1.2.6.4 Brasicaceas como fuente de compuestos bioactivos

Las especies vegetales de la familia brasicdceas, también conocida como cruciferas,
incluye entre 338-360 géneros y 3709 especies [141]. Es una familia distribuida y
consumida mundialmente de gran importancia econémica y nutricional. Se han
reportado numerosos efectos beneficiosos sobre la salud derivados del consumo de
estos vegetales, debido principalmente a su composicion fitoquimica. Ademas,
presentan gran valor nutricional con un alto contenido proteico, presencia de

vitaminas, fibra y minerales y baja cantidad de grasas y calorias [117].

Entre los compuestos fitoquimicos identificados en esta familia encontramos
polifenoles, acidos fendlicos, flavonoides, carotenos, alcaloides, fitoesteroles,
terpenos y glucosinolatos. Cabe destacar que estos compuestos estan presentes de
forma natural en las plantas, aunque su presencia o abundancia varia entre especies
o incluso en una misma especie que ha sido cultivada bajo diversas condiciones o
durante el proceso de germinacion [117,142]. Los compuestos fenodlicos presentes en
la brasicaceas ejercen un efecto beneficioso sobre la salud debido a su capacidad
antioxidante, anticancerogénica, antiagregacion y capacidad para inducir las
enzimas detoxificantes. Los compuestos fendlicos mas representativos son los
flavonoides como la quercetina, kaemferol, isorhamnetin y cianidin o los acidos
hidroxicinamicos como el acido fertlico, sinapico o cafeico [143]. Los glucosinolatos
son los compuestos organosulforados presentes en todas las brassicaceas, que se
activan en respuesta al estrés o dafo en la planta y son hidrolizados por la enzima
mirosinasa a isotiocianatos (ITCs), a los que se les atribuye la mayoria de los efectos
tisiologicos sobre la salud humana. Existen mas de 120 tipos, su concentracion esta
determinada por factores genéticos, pero su abundancia la determinan factores

ambientales [142-144].
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Gracias a estos compuestos bioactivos, los extractos procedentes de brasicaceas, asi
como sus compuestos fitoquimicos de forma aislada, son capaces de reducir el estado
inflamatorio del organismo al inhibir la produccion de citoquinas proinflamatorias
como IL-1£, IL-6 o TNFa, promover la concentracion de citoquinas antiinflamatorias
como la IL-10 o mediante la reduccion de la activacion de via de senalizacion NF-KB.
También presentan un efecto antioxidante disminuyendo la presencia de especies
reactivas de oxigeno o nitréogeno por captacion, inhibicién de su produccion o
activacion de enzimas antioxidantes, favoreciendo asi el estado de estrés oxidativo
presente en esta patologia. Todos estos estudios han sido recopilados recientemente
por Cicio et al. [117] ddnde se muestra el efecto antioxidante y antiinflamatorio, tanto

in vitro como in vivo, de extractos o moléculas derivadas de las Brasicaceas.

El efecto antiproliferativo in vitro frente al cancer colorrectal de extractos vegetales
provenientes de la familia brasicdcea, o de sus compuestos aislados, ha sido
estudiado por este grupo recientemente mediante revision bibliografica. Los
principales resultados que se han obtenido son que el género Brésica es sin duda el
mas estudiado, seguido por el género Raphanus, Lepidium, Sinapis y Eruca. El etanol
es el solvente mas utilizado para la extraccion de los principios bioactivos, y la parte
mas utilizada para la realizacién de estos extractos son las hojas o las flores. El efecto
antiproliferativo de la mayoria de estos extractos se asocia a su capacidad para
inducir la apoptosis o la modificacion del ciclo celular [144]. En concreto, son capaces
de inducir apoptosis de las células tumorales mediante diversos mecanismos: (a) via
mitocondrial, como el extracto procedente de B. rapa es al incrementar la expresion

de p53 o inhibir la expresion de proteinas antiapoptoticas (bcl-2); (b) via calpaina; (c)
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activacion de caspasas o (d) degradacion de PARP (Figura 13).
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Figura 13. Mecanismos de accion de induccion de apoptosis en extractos vegetales
procedentes de Brasicaceas [144].

En la Figura 14 se muestran el efecto sobre la modulacion del ciclo celular en células
de cancer de colon de extractos naturales procedentes de la familia Brasicdceas. Los
extractos de B. oleracea var. itdlica y var. sabellica, N. officinale, D. Sophia y la molécula
Orychophramarin A procedente del extracto de O. violaceus inducen la detencion del
ciclo celular G2/M. Especificamente, D. Sophia disminuy? la expresion de cdc2/cdk1
y ciclina Bl y aument6 la expresion de la proteina p21. Los extractos de B. oleracea
var. itdlica y var. sabellica mostraron una detencion del ciclo celular G2/M asociados
con una disminucion en el porcentaje de células en la fase G1/G0. También se ha
relacionado un incremento en el porcentaje de células en el sub G1 con extractos de

B. oleracea var. itdlica.
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Figura 14. Modulacion del ciclo celular en células de cancer de colon mediante
extractos naturales de la familia Brasicaceas [144].
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

Dada la alta prevalencia de la obesidad y el cancer de colon, dos patologias no
transmisibles, altamente relacionadas con factores ambientales como la dieta que
consumimos y el sedentarismo, se plantea la siguiente hipdtesis: el uso de extractos
funcionales de origen vegetal y la realizacién de un protocolo de ejercicio fisico
pueden conformar herramientas claves en la prevencién y/o el tratamiento de la

obesidad y el cancer colorrectal.

2.2 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis doctoral es obtener extractos funcionales derivados
de Brasicaeaceas y otras especies vegetales, que puedan ser usados para la prevencion
y/o el tratamiento de la obesidad y alteraciones asociadas y del cancer colorrectal,
administrados de forma aislada o en combinacién con la realizacion de un protocolo

de ejercicio fisico.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener extractos funcionales de Brasiciceas y otras especies vegetales
procedentes de residuos de la industria agroalimentaria.

2. Estudiar la capacidad antioxidante, el rendimiento de extraccion y la
capacidad antiproliferativa de las distintas especies vegetales y de Brasciciceas
crudas y germinadas.

3. Desarrollar nutracéuticos a partir de los extractos con mayor capacidad
antioxidante, mayor rendimiento de extraccion y mayor capacidad para
inducir enzimas detoxificantes.

4. Identificar los principales compuestos bioactivos presentes en los
nutracéuticos desarrollados.

5. Determinar la capacidad antioxidante y el potencial de digestibilidad de los

nutracéuticos.
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Estudiar la capacidad antioxidante, antiinflamatoria, antiproliferativa y
detoxificante de los nutracéuticos.

Desarrollar en el raton C57BL/6] modelos experimentales de obesidad y
cancer colorrectal.

Estudiar el efecto de la administracion del nutracéutico sobre el metabolismo
glucidico y lipidico, pardmetros de inflamacién y estrés oxidativo y la
disbiosis intestinal en el modelo experimental animal de obesidad inducida
por la dieta solo 0 en combinacion con un protocolo de ejercicio.

Evaluar el efecto preventivo del nutracéutico desarrollado, de forma aislada
o combinado con la realizacién de un protocolo de ejercicio fisico en el

modelo experimental animal desarrollado.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Todo el material vegetal usado en esta tesis doctoral fue cedido por el grupo
empresarial de biotecnologia Beyond Seeds, S.L. (Almeria, Espana). Tras su
recepcion, todo el material se sometid a un proceso de molido hasta conseguir un
tamafio de particula entre 100 y 150 um, y se mantuvo a -20°C para su posterior
procesado. En esta tesis doctoral, se han estudiado un total de 28 muestras,

centrandonos en la familia Brassicaceae que supone casi un 30% del total.

Para el estudio del efecto de un nutracetitico sobre la prevencién del cancer de colon,
el estudio se ha centrado en la familia Brassicaceae, incluyendo tres géneros, tres
especies, y tres variedades botanicas de la especie Brassica oleraceae, sometiéndose
todas ellas a un proceso de germinacion (Tabla 5), mientras que en el caso de los
experimentos relacionados con el tratamiento del desarrollo de la obesidad y sus
patologias asociadas se incluyeron 9 familias, 16 géneros y 19 especies distintas,

recogidas en la Tabla 6.

Tabla 5. Listado de especies estudiadas en el ensayo experimental del CCR.

Familia Género Especie Nombre comin
Brassica oleracea var. sabellica Kale
Brassica Brassica oleracea var. italica Brécoli
Brassicaceae Brassica oleracea var. botrytis Coliflor
Eruca Eruca sativa Rucula
Sinapis Sinapis alba Mostaza
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Tabla 6. Listado de especies estudiadas en el ensayo experimental de obesidad.

Familia Género Especie Nombre comin Material
A. ampeloprasum var porrum  Puerro Semillas
Amarillidaeae  Allium  Allium cepa Cebolla roja Semillas
Allium cepa Cebolla blanca  Semillas
Eryngium maritimum Cardo maritimo Semillas
Apiaceae Eryngium  Eryngium bourgatii Cardo blanco Semillas
Eryngium campestre Cardo corredor  Semillas
Lemna  Lemna minor Lenteja deagua  Planta
Araceae
Spirodela  Spirodela polyrhiza Lenteja deagua  Planta
Camelina  Camelina sativa Camelina Semillas
Brasicaceae B. oleracea var gemmifera Col de Bruselas  Semillas
Brassica
B. oleracea var gongyloides Colirrabano Semillas
Cucumis ~ Cucumis sativus Pepino Semillas
Cucurbitaceae
Cucurbita  Cucurbita pepo Calabacin Semillas
Psoralea  Psoralea corylifolia Badchi Semillas
Cicer Cicer arietinum Garbanzo Semillas
Fabaceae
Pisum  Pisum sativum Guisante Semillas
Vicia Vicia sativa Veza Semillas
Ocimum basilicum Albahaca Ic. Semillas
Lamiaceae Ocimum
Ocimum basilicum Albahaca m. Semillas
Sapotaceae Argania  Argania Spinosa Argan Fruto
Capsicum annuum Pimiento Semillas
Capsicum
Solanaceae Capsicum annuum Jalapenio Semillas
Solanum  Solanum lycopersicum Tomate Semillas

lc, ligurecert; m, mammolo.

3.2 GERMINACION

La germinacion de las semillas se ha llevado a cabo en el departamento de

Agronomia de la Universidad de Almeria, en el grupo de investigacion AMAZA
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Agricultura y Medio Ambiente en Zonas Aridas (RNM151), bajo la supervisiéon de

José Miguel Guzman Palomino.

Previo a la germinacion, las semillas de Brasica oleracea var. sabellica, Brasica oleracea
var. itdlica, Brasica oleracea var. botrytis, Eruca sativa 'y Sinapis alba se esterilizaron en
una solucion de hipoclorito de sodio al 5% durante 10 min y se enjuagaron en agua
destilada tres veces para eliminar cualquier patégeno. Después de la desinfeccion,
las semillas se secaron a la sombra durante dos semanas, luego se almacenaron, en
condiciones de calor y sequedad de laboratorio (25°C, 50% HR), antes de su
germinacion [145]. Para la germinacion, se colocaron 20g de semillas en cada bandeja
de 7.5 x 34cm del germinador Easygreen EGL 55, con un total de 5 bandejas por
especie germinada. Se controlaron las condiciones de humedad y oxigenacion
Optimas para la germinacion de las semillas mediante un filtro de aire, y un

temporizador que aplicé 3 riegos de 15 min cada 24h, en forma de aspersion.

3.3 EXTRACTOS FUNCIONALES

3.3.1 Extractos etanolicos

Para concentrar y extraer los compuestos fendlicos, se pesaron 5 g de harina de
semilla de cada una de las especies vegetales y se mezclaron con 10-20mL de solucién
extractora, segun la capacidad de retencion de agua que present6 la muestra. La
solucion extractora que se utilizd estaba compuesta por 50% etanol, 50% agua

bidestilada y 0.25% 4acido clorhidrico 12N (50:50:0.25).

La mezcla obtenida, se homogeniz6 mediante un sonicador (VibraCell 75185), a 54
Hz durante 30 s, para conseguir la disrupcion del tejido vegetal, mediante
perforacion de paredes y membranas celulares, asi como una rotura de las particulas.
Este proceso se repitié dos veces, dejando 15 s entre cada una de las sonicaciones

para evitar el sobrecalentamiento de la muestra.

La extraccion de los compuestos bioactivos se realizo durante 30 min, en agitacion
constante, a 4°C, pH acido (pH 2) y en una atmosfera reductora con nitrogeno

gaseoso. Trascurrido el tiempo, la solucién se dejo reposar durante 5 min, y se
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centrifugd a 3500 rpm durante 10 min, a 4°C. Tras ello, se conservo el sobrenadante

y se reutilizo el pellet para repetir el procedimiento de extraccion.

Para conocer el rendimiento y la concentracion del extracto, se tomaron alicuotas de
1 mL y se evapord el etanol en un evaporador por vacio (Savant ADN120 SpeedVac
Concentrator, ThermoSci) (Eppendorf Concentrator 5301). Se dejé a -20°C durante
24 h para comprobar que se ha producido toda la evaporacion del etanol y, se
tomaron alicuotas con volumen conocido liofilizandose durante 24 h (liofilizador
TELSTAR Cryodos-50). A continuacion, se calculd el peso seco del extracto
sustrayendo el peso del tubo vacio menos el peso del tubo con la muestra liofilizada
para conocer el rendimiento de extraccion en mg/mL y teniendo en cuenta el peso

de harina utilizada para conocer el rendimiento en mg/g de harina el rendimiento.

3.3.2 Extractos acuosos e Hidrolizados proteicos.

Se procedid a realizar un hidrolizado proteico de todas las harinas de semillas
utilizadas en el ensayo relacionado con el cancer de colon y las especies vegetales
utilizadas en el ensayo sobre la obesidad de Psoralea corylifolia y Spirulina polyrhiza.
En concreto, se utilizaron estas dos especies vegetales para los ensayos relacionados
con la obesidad por su alto contenido proteico, en comparacion con el resto de las
especies vegetales y para obtener el mayor rendimiento y mayor concentracion de

péptidos bioactivos.

Para proceder a la hidrolisis proteica se extrajo previamente la proteina de cada
harina y especie vegetal. Para ello, se pesaron 25 g de muestra y se mantuvieron en
agitacion constante con 100 mL de agua destilada, a pH 8.8 y 37° C, durante 30 min.
Transcurrido este tiempo, se dejo precipitar la mezcla durante 5 min, y se centrifugd
a 3000 rpm durante 10 min. El sobrenadante obtenido se mantuvo en un bafio de
agua a 47°C. El pellet se someti6é a un nuevo proceso de extraccion, y tras finalizar
ambos sobrenadantes se mezclaron y se dejaron 15 min a 47°C para comenzar la
hidrdlisis de las proteinas. Ademas, se afiadieron los cofactores CaCl2 0.1M y MgSOs
0.1IM al 0.1%. Tras ello, se ajusto el pH a 8.8 y se afadio una primera proteasa

procedente de Bacillus licheniformis (’4860, Sigma Aldrich) en relacién 0.3 AU por
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gramo de proteina, controlando las condiciones deseadas para su correcto
funcionamiento (agitacion constante, temperatura de 47 °C y pH> 8.5) durante 30
min. Por ultimo, se afadieron 500 U/g proteina de la enzima procedente de
Aspergillus oryzae (P6110, Sigma Aldrich) bajo las mismas condiciones. Tres alicuotas
de volumen conocido, tanto de la extraccion proteica como de su posterior hidrolisis,
se liofilizaron para conocer la concentracién y rendimiento de los diferentes

hidrolizados proteicos.

Determinacion de la concentracion de proteina

La cantidad de proteina presente en cada extracto proteico y en los hidrolizados se
determind mediante el método de [146] con pequefias modificaciones. Se utiliz6é una
recta patrén con albumina de suero bovino (BSA) de 0 a 500 pg/mL. El método
consistid en afiadir a cada pocillo 200 pL del reactivo de Cu alcalino (compuesto por
10 uL de Cu2SOs al 1 %, 10 uL de Potasio Sodio Tartrato 4-hidrato al 2 % y 1000 uL
de Na2COs 2%/ NaOH 0.1 N) mas 50 uL de muestra o concentracion de la recta
patrén e incubar a temperatura ambiente durante 10 min. Luego se anadieron 50 pL
del reactivo Folin-Ciocalteu diluido en agua miliQ en relacion 1:4 y se incub6 durante
30 min. Finalmente se midio la absorbancia a 750 nm. Cada muestra se midi6 por
cuadruplicado y los resultados fueron expresados como ug de proteina/ mg de
muestra mediante extrapolacion de la absorbancia de la muestra con la recta patron,

la cual se ajusta a un modelo matematico de ecuacion polindmica.

3.4 PRUEBAS QUIMICAS DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Todas las pruebas quimicas se han determinado por cuadruplicado en cada muestra.

3.4.1 Polifenoles totales

Para la determinacion de los polifenoles totales se utilizo el método de Folin-
Ciocalteu descrito por Dewanto et al.[147]. Los polifenoles son capaces de reducir el
reactivo de Folin-Coicalteu (formado por dos sales en pH 4cido), de color amarillo a
color azul cuya intensidad es proporcional al contenido en polifenoles y es medida

mediante espectrofotometria. Como referencia se utilizaron diferentes
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concentraciones de acido galico (0-500 pg/mL) para preparar la recta patrén, y los
resultados se expresaron como microgramos equivalentes de 4cido galico (AG) por

miligramo de extracto (ug eq AG/mg extracto).

La determinacion se llevo a cabo en tubos de ensayo, donde se mezclaron 500 pL de
agua bidestilada, 125 uL de muestra (extracto etanolico, hidrolizado proteico,
nutracéutico formulado o productos de la digestion in vitro) convenientemente
diluida o concentracién de la recta patrén de acido galico y 125 pL del reactivo de
Folin-Ciocalteu. Se agitd la mezcla y se dejo incubar durante 6 min en oscuridad y a
temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 1250 puL de la solucion 10%
Na2COs/ 1M NaOH y 1000 uL de agua bidestilada. Se procedié a la mezcla de la
solucion con un voértex y se incubaron a temperatura ambiente durante 90 min

evitando su exposicion directa a la luz.

Transcurrido el tiempo de incubacion, las muestras se centrifugaron a 3000 rpm
durante 10 min y temperatura ambiente. Se determind la absorbancia de cada
muestra mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 760 nm utilizadndose
para ello un espectrofotémetro adaptado para placas de 96 pocillos (Multiskan™ FC

Microplate Photometer, Thermo Ficher Scientific. Shanghai, China).

3.4.2 ABTS

Los compuestos cromdgenos como el ABTS, son utilizados para determinar la
capacidad de los compuestos fenolicos para captar los radicales libres generados,
ayudando a paliar los efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion. El radical
libre de ABTS tiene que ser generado tras una reaccion quimica o enzimatica,
siguiendo el método descrito por Miller et al. [148]. En este caso, el radical ABTS*se
genero tras la reaccion quimica de ABTS (7 mM) con persulfato potasico (4.9 mM).
El persulfato desaparea el ABTS, formando asi el compuesto activo. La decoloracion
del reactivo ABTS es determinada por la capacidad de los compuestos fendlicos de
captar el radical libre de ABTS+, es decir, el porcentaje de inhibicion del radical.
Ambas soluciones se prepararon de forma independiente hasta su completa

disolucién, se mezclaron y se dejaron incubar durante al menos 4 h a temperatura
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ambiente, hasta que todas las moléculas de ABTS reaccionaron y se formo6 una
solucion estable de color verde oscuro. Transcurrido el tiempo, la solucién se diluyd
hasta conseguir una absorbancia de 0.7 a una longitud de onda de 734nm. Una vez
estable, se hizo una recta patron invertida utilizando distintas concentraciones de
acido galico (0 - 100 ug/mL). Para ello se mezclaron 294 puL de reactivo ABTS en placa
de 96 pocillos mas 6 pL de cada una de las concentraciones de acido gélico
preparadas para realizar la recta patrén. Después de mezclar la solucion se midié su
absorbancia a 750 nm. Se calculd el porcentaje de inhibiciéon de la formacién del
radical ABTS en cada una de las concentraciones de acido galico preparadas.
Finalmente, tras medir la absorbancia de cada una de las muestras, se extrapold en
la recta patron y se calculd a cada porcentaje de inhibicion obtenido qué
concentracién de equivalentes de acido galico correspondian. Los resultados se

expresaron finalmente como pg de 4cido galico (ug AG) por mg de extracto.

3.4.3 Capacidad reductora de hierro

Otro método usual para la determinacion de la capacidad antioxidante de un
compuesto es su capacidad para reducir el Fe* a Fe?*. En este caso se utilizo la técnica
descrita por Duh et al. [149] con pequenias modificaciones [150]. Como recta patron
se utilizo acido galico a distintas concentraciones, desde 0 a 80 pg/mL. Se mezclaron
500 pL de cada muestra convenientemente diluida o cada una de las concentraciones
de acido galico utilizadas para construir la recta patron, con 1.25 mL de tampon
fostato (Na2HPOs / NaH2PO4-2H20) 0.2 M y pH 6.6, y 1.25 mL de ferrocianuro
potasico (KsFe (CN)s) al 1 % en agua bidestilada. La mezcla de reaccion se incub6 a
50 °C durante 30 min. Tras la incubacion se anadi6é 1.25 mL de acido tricloroacético
(TCA) al 10 %, se agitaron los tubos y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min.
Posteriormente se recogieron 2 mL del sobrenadante y se mezclaron con 2 mL de
agua bidestilada y 400 pL de cloruro férrico (FeCls) al 0.1 %. Por ultimo, se midi6 la
absorbancia mediante espectrofotometria a 700 nm (Multiskan™ FC Microplate
Photometer, Thermo Ficher Scientific. Shanghai, China). Los resultados se
expresaron como microgramos equivalentes de acido galico por miligramo de

extracto usado (ug eq AG/mg extracto).
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3.4.4 Capacidad quelante de hierro
Esta prueba mide la capacidad de la muestra para quelar el hierro mediante el
protocolo descrito por Decker & Welch [151] con pequenias modificaciones. Se
mezclaron 1630 pL de la solucién 2-[4-(2-sulfonilo) piperazin-1-il] acido
etanosulfénico o PIPES 0.15 N pH 6.5 con 335 pL de muestra convenientemente
diluida o agua bidestilada que se utilizo como el blanco de la prueba y 35 pL FeCl2 x
4H20 (2 mM). La mezcla de reaccién se incubd durante 45 min a temperatura
ambiente y en oscuridad. Tras el periodo de incubacion, las muestras y el blanco se
centrifugaron a 3000 rpm durante 7 min a temperatura ambiente. En cada pocillo de
una placa de 96, se anadieron 253 puL de sobrenadante, 13 pL de agua bidestilada y
17 uL de ferrocina (5 mg-mL™), se agito e incubd durante 10 min y posteriormente,
se midid su absorbancia a 562 nm en un espectrofotometro de placas (MultiskanTM
FC Microplate Photometer, Thermo Ficher Scientific. Shanghai, China). La ferrocina
reacciona con el hierro libre que no ha sido acomplejado por la muestra, dando una
tonalidad rosa-fucsia. Los resultados se expresaron como unidades de capacidad
quelante (UCQ), donde una unidad correspondié al 50% de inhibicion de la
captacion del hierro libre. El porcentaje de inhibicion se calcula usando la siguiente
férmula:
% inhibicién = 100- [100 - (A1/ Ao)]
Ao = absorbancia del control.
A1 = absorbancia de la muestra.
3.4.5 Capacidad de inhibicidon de la peroxidacion lipidica.
La peroxidacion lipidica hace referencia a la degradacion oxidativa de los lipidos, los
cuales son moléculas susceptibles a este proceso al contener en su estructura
molecular abundante cantidad de dobles enlaces de hidrogeno. El fundamento de la
prueba es determinar la capacidad de inhibiciéon de un determinado compuesto
sobre la peroxidacion lipidica que se produce en un Organo, en este caso
homogeneizado de encéfalo de rata. El homogeneizado de encéfalo, utilizado como
aceptor de radicales libres, se preparo siguiendo el método de Ohkawa et al. [152]

con pequenas modificaciones. A partir de 1 — 1.2 g de encéfalo de rata se
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homogeneizo en tampén 1.15 % KC1/ 0.1 % Tritén X-100, en relacion 1:10, es decir
10 mL de tampdn por cada gramo de muestra. Posteriormente se procedid al
centrifugado de la solucién a 2000 rpm a 4 °C durante 8 min y se almaceno el

sobrenadante a -20 °C hasta su uso.

Para la determinacion de la peroxidacion lipidica, las especies reactivas del acido
tiobarbitarico (TBARs), fueron determinadas como marcador de estas pruebas en los
homogeneizados de cerebro tal y como fue descrito por Ohkawa et al. [152] con
modificaciones que a continuacion se detallan. La prueba consta de dos fases:
primero, se produce una reaccion de oxidacion dénde el objetivo es oxidar al maximo
posible el tejido, generando aldehidos, los cuales son susceptibles de reaccionar con
el acido tiobarbitarico (TBA) que serd la segunda fase, formando un producto
coloreado que se puede medir por espectrofotometria. Esta coloracién es
proporcional a la peroxidacién lipidica del tejido, de manera que, a mayor
coloracion, mayor peroxidaciéon se ha producido. Para comprobar la capacidad de
inhibir la peroxidacion de los extractos funcionales preparados, se realizé6 una
incubacién previa a la reaccion de oxidacion del tejido con cada uno de los distintos

extractos.

Reaccion de oxidacion. En tubos Pirex® con tapdn de rosca, se mezclaron 1250 uL de
KC10.15 %, 150 pL. de muestra o KCl 0.15% utilizado para preparar el blanco de la
prueba, 150 uL homogeneizado de cerebro, 100 uL FeCls 5mM, y 100 uL H202 1mM,
utilizados como agentes oxidantes. Los tubos se agitaron en vortex e incubaron en

un bafo a 37 °C durante 60 min.

Reaccion de formacion de TBARs. Para parar la reaccion de oxidacion, se anadieron a
los tubos anteriores después de someterse a la reaccion de oxidacion 1500 uL de
acido clorhidrico (HCl, 0.25 N) / acido tricloroacético (TCA) 15 %/ acido
dietilentriaminopenta acético (DETAPAC) 1.34 mM / butil hidroxitolueno (BHT) 0.5
%, 300 pL de dodecil sulfato sédico (SDS) al 8.1 % y 300 uL de acido tiobarbittrico
(TBA) al 3 %. De nuevo los tubos se incuban en un bano a 75 °C durante 1 h.

Transcurrido el tiempo, se enfriaron en un bafo con hielo durante 5 min para parar
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la reaccién y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min. Finalmente, el
sobrenadante se utilizo6 para medir la absorbancia a 532nm y determinar la
formacion de TBARs. Los resultados se expresaron en unidades de actividad
antioxidante (UAA)/mg de extracto utilizado, dénde una unidad de actividad
antioxidante correspondié al 50% de inhibicion en la formaciéon de TBARs con

respecto al blanco.

3.5 FORMULACION DE NUTRACEUTICOS

Los nutracéuticos desarrollados fueron formulados de acuerdo a los siguientes

criterios:

i) Seleccion de extractos funcionales con mejores resultados en las pruebas
in vitro (mayor rendimiento, mayor capacidad antioxidante en el caso de
los ensayos de obesidad y mayor capacidad de inducir las enzimas
detoxificantes en el caso de los ensayos de cancer de colon).

ii) Los extractos funcionales seleccionados deben ser fisica y quimicamente

compatibles.
iii) ~ Deben presentar ausencia de citotoxicidad,
iv) La escalabilidad del producto debe ser viable tecnoldgicamente y,
V) Debe mantener su actividad funcional tras un proceso digestivo ya que

ambos nutracéuticos debian ser suministrados oralmente.

Para que el producto resultante fuera técnicamente viable es necesario que un mayor
porcentaje de este estuviera compuesto por hidrolizados proteicos, ya que ademas
de aportar péptidos funcionales, presentan mejores caracteristicas fisicoquimicas
para su liofilizacion, facilitando asi la inclusion del producto final en las dietas

experimentales de los animales.

En este trabajo se desarrollaron cuatro nutracéuticos, en funcion de las caracteristicas

funcionales que se querian conseguir.

En el caso del estudio in vivo para el estudio de la obesidad se seleccionaron aquellos

extractos funcionales que mejor capacidad antioxidante in vitro presentaron, asi
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como un mayor rendimiento de extraccion para hacer posible su escalado a nivel
industrial. Asi, el nutracéutico se formuld con un 40 % de hidrolizado proteico de la
semilla de Psoralea corylifolia, un 40 % de hidrolizado proteico de Spirodela polyrhiza,
10 % de extracto etandlico de semilla de Camelina sativa y un 10 % del extracto
etanolico de la pulpa del fruto de Argania spinosa. Con respecto a los hidrolizados
proteicos, ademds de presentar buenos resultados de capacidad antioxidante,
P.corylifolia es una fabdcea y como tal, present6 un alto contenido proteico asi como
S.polyrhiza que ha sido descrita con un 40 % aproximadamente de contenido proteico
en peso seco [153] por lo cual pueden dar lugar a un alto contenido de péptidos
bioactivos. C.sativa se selecciond entre todas las especies estudiadas porque presentd
una mayor proteccion antioxidante en cultivo celular, y A. spinosa porque presentd

la mayor capacidad antioxidante en todas las pruebas quimicas realizadas.

Para el estudio in vivo en los ensayos de cancer de colon se analizaron s6lo especies
vegetales pertenecientes a la familia Brassicaceae y por tanto el nutracéutico estaba
formulado so6lo con extractos funcionales procedentes estas especies.
Concretamente, aquellos que mostraron mejores resultados en las distintas pruebas
quimicas de capacidad antioxidante, asi como en su capacidad para inducir in vitro
la actividad de enzimas detoxificantes. En concreto, dos especies mostraron los
mejores resultados, y por tanto se seleccionaron para realizar distintas
combinaciones con el objetivo de determinar cudl de ellas conservé mejor sus
propiedades tras un proceso de digestion in vitro y si su combinacion presentaba
algun efecto sinérgico que potenciara sus propiedades. Por tanto, la composicion de

los tres nutracéuticos desarrollados fue la siguiente:
NT1: 80% hidrolizado proteico + 20 % extracto etanodlico de semillas de E. sativa.
NT2: 80% hidrolizado proteico + 20 % extracto etandlico de semillas de S. alba.

NT3: 40% hidrolizado proteico + 10 % extracto etandlico de la semilla de E.sativa
+ (40% hidrolizado proteico + 10 % extracto etanodlico de la semilla de S.alba), tal

y como se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Composicion de los distintos nutracéuticos desarrollados para el estudio in
vivo del cancer de colon.

3.6 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS.

Para caracterizar el perfil de polifenoles/compuestos bioactivos presentes en los
distintos extractos funcionales y nutracéuticos desarrollados se llevd a cabo una
cromatografia liquida de alta resolucién (UPLC Acquity H Class.Waters) acoplada a
un espectrémetro de masas QTOF (Synap G2 Waters), segun lo descrito por Martinez
et al. [154]. Previo al andlisis cromatografico, cada muestra fue filtrada a través de
discos de nylon con un tamano de poro de 0.22 pm (Millipore). Tras ello, 10 ul de la
muestra filtrada se inyectaron en el cromatografo consiguiendo la separacion
analitica de los compuestos bioactivos a través de una columna analitica Acquity Hss
T33 (100mm x 2.1mm didmetro interno, 1.8 pm). Para la separacion cromatografica
de los compuestos se utilizé un indice de flujo de 0.4 mL-min para la fase moévil, y
se establecio un gradiente lineal de 18 min hasta alcanzar el 95 % del solvente B, con
un tiempo de retraso de 5 min. El gradiente se realizo combinando agua desionizada
mas 0.5 % de acido acético (solvente A) con acetonitrilo mas 0.5 % de acido acético
(solvente B). Para el andlisis espectrofotométrico de alta resolucion se llevo a cabo
una ionizacidon electronegativa por atomizacion (ESI-ve, Waters Corporations,
Milford, MA, EE. UU.) usando nitrégeno de alta pureza como gas para

desolvatacion. El espectro resultante fue grabado en un rango de 500-1200 m/z.

Se utiliz6 para la identificacion de compuestos el software MassLynx v4.1. Este
programa determina la masa probable que aparece en cada tiempo de retencion, asi
como las diversas formulas moleculares que encajan en esa masa, y la probabilidad
de que esta formula correspondiera con esa masa probable y tiempo de retencion.

Manualmente se seleccion6 la formula que mejor se adaptaba a todos los parametros,
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y se obtuvieron sus fragmentos a través de la base de datos ChemSpider©
(v2022.0.85.0, Royal Society of Chemistry, Reino Unido). La premisa que se establecio

era identificar al menos tres fragmentos para cada compuesto.

3.7 DIGESTIBILIDAD IN VITRO

Esta técnica simula las condiciones de una digestion gastrointestinal mediante una
técnica en equilibrio de didlisis, y se utilizd para comprobar la digestibilidad o
dializabilidad de los nutracéuticos formulados siguiendo el método de Porres et al.
[155] y modificado por Martinez et al. [156]. En una primera fase se simuld una
digestion gastrica a pH 2, seguida de una compensacion de pH hasta pH 7.4, que se
haria naturalmente mediante secrecidn pancredtica, y por ultimo digestion y
absorcion intestinal. Para la digestion gastrica: se pesaron 5 g de cada uno de los
nutracéuticos totalmente homogeneizados a los que se adicionaron 100 mL de HCl
0.01 N llevados hasta pH 2 con el mismo HCl1 0.1N. Esta solucion se dividié en cuatro
tubos con 20 mL de la mezcla anterior, y se adiciond 1 mL de solucién de pepsina (P-
6887, Sigma Aldrich) al 16 % (p/v) diluida en HCI 0.1 N. Esta mezcla se incub6
durante dos horas en un bafio a 37 °C con agitacién constante. Para la compensacion
del pH y la absorcion intestinal se utilizaron membranas de dialisis con un tamano
de poro de 14 kDa (DTV12000.02.30, Medicell Membranes Ltd, Londres)
previamente hidratadas en agua doblemente destilada o agua tipo I a 4 °C durante
12 h. Las membranas de dialisis se llenaron con 10 mL de NaHCOs con una
concentracion suficiente para compensar el pH de la solucion gastrica y, se colocaron
en el interior de cada tubo, incubandose a 37 °C durante 30 min para incrementar el
pH hasta 7.4. La proporcion de NaHCO:s y agua necesaria para la compensacion del
pH se calcul6 en cada proceso de digestion, porque puede variar segin la naturaleza
de la muestra utilizada. Seguidamente, se anadieron 5 mL de la solucién compuesta
por pancreatina y sales biliares para simular la digestion intestinal, concretamente
2.5g de sales biliares y 0.4g de pancreatina en 100mL de NaHCOs 0.1IN (Sigma-
Aldrich). De nuevo los tubos de digestion se incubaron durante 2 h en un bano con

agitacion a 37 °C. En este punto los componentes digeribles y potencialmente
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absorbibles pasaron al interior de la membrana de didlisis (dializados) mientras que
el contenido que no absorbible quedo en el exterior de la membrana, estos fueron los
retenidos. Estos dos componentes se recogieron y se determind el pH para
comprobar que éste se aproximaba a 7 después del proceso digestivo y se
conservaron a -20°C para su posterior analisis. Para esta prueba se utilizé un blanco
donde se anadieron todos los componentes, pero en lugar del nutracéutico se
anadieron 20 mL de la soluciéon HCI 0.01 N y se sometieron al mismo proceso que el
resto de las muestras. Posteriormente se determinaron, tanto el porcentaje de
nutracéutico potencialmente absorbible (%), asi como la actividad antioxidante
mediante las distintas pruebas quimicas anteriormente descritas, en los dializados,

en los retenidos y en el blanco.

3.8 ENSAYOS EN CULTIVOS CELULARES

Se llevaron a cabo distintos ensayos en diferentes lineas celulares para determinar la
capacidad antioxidante, la capacidad antiproliferativa, antiinflamatoria y la
capacidad de induccidn de la actividad de las enzimas detoxificantes de los extractos
funcionales o de los nutracéuticos formulados. Para la determinacion de la capacidad
antiproliferativa se utiliz6 la linea celular de adenocarcinoma de colon humano T84
(sensible a la quimioterapia) que se adquirié de la ATCC (por sus siglas en ingles
American Type Culture Collection) (Rockville, MD, EE. UU). La linea celular HT-29
Referencia n®. ECACC n® 91072201 (lote 09K003) fue suministrada por el banco de
células del centro de instrumentacion cientifica (CIC) de la Universidad de Granada
que también se utilizo para los ensayos de capacidad antioxidante. Para los ensayos
de la capacidad antiinflamatoria se utilizé la linea celular de macréfagos murinos
J774A.1 con numero de referencia TIB-67, que fue adquirida de la coleccion
americana de cultivos tipo (ATCC), concretamente los experimentos con esta linea se
llevaron a cabo en el laboratorio de la profesora Stefania Marzocco, de la Universidad

de Salerno durante la estancia predoctoral que realicé en su laboratorio.

Todas las lineas celulares fueron cultivadas en medio Eagle modificado de Dulbecco

(DMEM) (D5796, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) suplementado con un 10 % de
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suero fetal bovino (FBS) inactivado por calor (Gibco, Madrid, Espafia) y un 1 % de
antibidticos (gentamicina/anfotericina-B+ penicilina/estreptomicina) (Sigma Aldrich,
Madrid, Espana). Las distintas lineas celulares se mantuvieron en incubadora a 37

°C y atmosfera humidificada con CO:z al 5 %.

Para llevar a cabo los experimentos in vitro en cultivos celulares se utilizaron los
extractos etanolicos con el etanol previamente evaporado, ya que éste resulta toxico
para las células. Los hidrolizados proteicos fueron sometidos a una incubacion
durante 10 min a 95 °C para inactivar las enzimas proteoliticas usadas durante la
hidrolisis.

3.8.1 Ensayos de viabilidad celular

Para la determinaciéon de la viabilidad celular en los distintos experimentos con

cultivos celulares y en funcion del ensayo que se llevé a cabo se utilizaron diferentes

técnicas que se especifican a continuacion:

Sulforrodamina B (SRB). Se usd para determinar la supervivencia celular en los

experimentos de capacidad antiproliferativa. Brevemente: en cada pocillo de una
placa de 24 pocillos, se ahadieron 250 uL de SRB al 0.2 % (Ref. S1402-25G,
SigmaAldrich) en acido acético al 1 %, y se dejé incubar en agitacion constante
durante 20 min. Después, para que la SRB dejase de actuar las placas se lavaron tres
veces con acido acético al 1 %, el cual se elimino por decantacion y las placas se
dejaron secar al aire libre. Por ultimo, se afiadieron 250 uL de Trizma® (10 mM, pH
10.5) para solubilizar la SRB, se homogeneiz6 bien con la pipeta y se midi6 su

densidad dptica a 492 nm (EX-Thermo Multiskan).

Ensayo del Azul de Tiazolil Tetrazolio Bromuro (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

bromuro de difeniltetrazolio, o MTT). Se utilizé para medir el metabolismo celular
en las lineas HT-29 y J774A.1 en placa de 96 pocillos. En cada pocillo se ahadio un 10
% de MTT (0.5%) (Ref. A2231-0005, AppliChem BioChemica) y se dejo actuar durante
3 h, en estufa. Pasado el tiempo de incubacidn, se retird el medio y se afiadieron 200
uL de dimetilsulfoxido (DMSO) y 25 uL de tampon sorensen (5.8 g de NaOH+7.5 g

de Glicina, pH 10.5 en 100mL de agua bidestilada) en cada pocillo. Se homogenizd
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bien con la pipeta para medir su absorbancia a 492 nm (MultiskanTM FC Microplate

Photometer, Thermo Ficher Scientific. Shanghai, China).

La viabilidad celular se define como el porcentaje de células vivas y funcionales de
una poblacién celular. La viabilidad celular tras el tratamiento con un compuesto se
calcul6 como el porcentaje de células vivas tras la incubacién con un compuesto, con
respecto al porcentaje total de células vivas sin tratar, y se calculd segun la siguiente

ecuacion:
Supervivencia celular (%) = (Abs células tratadas / Abs células sin tratar) -100

3.8.2 Ensayos de capacidad antioxidante in vitro

Para conocer la capacidad antioxidante que presenta un extracto frente a un agente
oxidante, previamente debemos conocer: i) la concentraciéon maxima del extracto que
no produce citotoxicidad, y ii) la concentracion del agente oxidante que ocasiona el
50% de la muerte celular. Todas estas determinaciones se llevaron a cabo en la linea
celular HT-29, en placa de 96 pocillos en la cual se sembraron 200 uL a una densidad
de 5-104 células. Una vez sembradas, las células se incubaron durante 24 h en la estufa
para permitir su adhesién y crecimiento, a 37 °C y atmdsfera de CO2 al 5 %. Pasadas
las 24 h se cambi6 el medio completo por medio sin suero bobino fetal, y se incubaron

durante otras 24 h. En la Figura 16 se muestra un esquema del procedimiento.

Determinacién no citotoxica del extracto. A las 48 h de la siembra, se afiadid el

compuesto (extracto o hidrolizado proteico) en concentraciones crecientes, disuelto
en medio sin suero, y se dejo incubar durante otras 24 h. Se descarto el medio y se
anadi6 de nuevo medio sin suero durante otras 24 h antes de proceder a la
determinacion de la viabilidad celular por MTT. Se determind la concentracion
maxima del extracto que no induce muerte celular para proceder con los ensayos, es
decir la concentracion del extracto que no supone menos de un 98% de viabilidad

celular.

Determinacién de la concentracion de agente prooxidante que produce una

inhibicién celular del 50%. A las 48 h de la siembra, se anadio el agente oxidante
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Paraquat o Methyl Viologen Dichloride hydrate (Ref. 856177, Sigma Aldrich) en
concentraciones crecientes (5 - 25 mM) en medio sin suero y se dejo incubar durante
24 h antes de medir la viabilidad celular por MTT. Se determind la concentracion de

paraquat que produjo la muerte del 50 % de la poblacién celular.

Ensayos de capacidad antioxidante: preincubacién. A las 48 h de la siembra, se

anadio el extracto a la concentracion maxima tolerada que no indujo muerte celular
y se dejé incubar durante 24 h. Tras ello, se retir6 el medio y se anadié la
concentracion de Paraquat que inhibi6 el 50% el crecimiento de la poblacion celular
y se incubo6 durante 24 h. Se retir6 el medio y se afiadio MTT para medir la viabilidad
celular. El grado de proteccidon que el extracto ejerci¢ frente al Paraquat, se midi6 con

respecto al efecto del Paraquat en las células control (sin incubacién previa con el

extracto).
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Figura 16. Ensayo de capacidad antioxidante en la linea celular HT-29
3.8.3 Ensayos de capacidad antiinflamatoria

Los ensayos de capacidad antiinflamatoria se llevaron a cabo en la linea celular de
macrofagos J774A.1 en placa de 96 pocillos en la cual se sembraron 150 uL a una
densidad de 5-10% células / pocillo, en medio de cultivo DMEM y se dejaron incubar
24h para su adhesion y crecimiento. Tras ello, se afadid el extracto a distintas
concentraciones no citotoxicas durante 1h. y posteriormente el agente inflamatorio
LPS a una concentracion de 10 pug/mL, y se dejan incubar durante 24h mas.
Finalmente, 100pL del sobrenadante del cultivo se mezclaron con 100uL del reactivo

de Griess formando un complejo con coloracion que puede ser medido por
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espectrofotometria a 550nm. Como recta patrén se utilizan concentraciones

conocidas de NaNO:.

3.8.4 Ensayos de capacidad antiproliferativa

Los ensayos de capacidad antiproliferativa se llevaron a cabo en ambas lineas
celulares (HT-29 y T84), en placa de 48 pocillos en la cual se sembraron 300 uL a una
densidad de 5-10° células / pocillo, en medio de cultivo DMEM. Se dejaron fijar y
multiplicar durante 24 h. Tras ello, las células se expusieron a concentraciones
crecientes del extracto durante 72 h por triplicado. Una vez transcurrido el tiempo
de incubacidn, las células se fijaron con 250 pL acido tricloroacético (TCA) al 10 %
durante 20 min a 4 °C. Se eliminé el TCA mediante decantacion, y se dejo en una
estufa a 37 °C para que el volumen restante se evaporara. Una vez secas, las placas
se tifieron con 250 uL de sulforrodamina B (SRB) para determinar la viabilidad
celular. Ademas, se calculo la IC50 (GraphPad Prism 8 Software, La Jolla, CA, EE.
uU).

3.8.5 Determinacion de la actividad de enzimas detoxificantes.

Para determinar la actividad de las enzimas detoxificantes glutation S-transferasa
(GST) y quinona reductasa (QR) se recogid la fraccion citosolica del cultivo. Este
ensayo se realizo en la linea celular HT-29. Para ello se sembraron las células en
frascos para cultivo celular de 5 mL (Falcon, Corning) con una densidad de 2.5-10°
célulasmL?. Se dejaron incubar durante 24 h para permitir su adhesion y
proliferacion. Se retir6 el medio y las células se lavaron con PBS dos veces, para luego
anadir e incubar durante 48 h la maxima concentracion del extracto disuelto en
medio sin suero, que se calculd previamente como no citotoxica. Pasado el tiempo
de incubacidn, las células se lavaron de nuevo dos veces con PBS y se anadio tripsina
para poder despegar y recoger las células. Para neutralizar el efecto de la tripsina se
anadid el mismo volumen de medio con SBF y cuando se recogieron las células se
centrifugaron a 1500 rpm, durante 5 min a 25°C. Se retir6 el sobrenadante, mientras
que el pellet se volvio a lavar en 500 uL de PBS, y centrifugando bajo las mismas

condiciones. Se desechd el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 500 pL de
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tampodn Tris-HCl (25 mM, pH 7.4). Las células se rompieron por sonicacion a 54 Hz
3 veces durante 10 s (VibraCell 75185), dejando descansar 10s entre repeticiones para
evitar sobrecalentamiento de la muestra. Finalmente se centrifugaron a 8000 rpm
durante 5 min a 4 °Cy se almacend el sobrenadante (fraccion citosolica) a -80 °C para
analisis posteriores. Para cada extracto analizado, se realizaron tres réplicas de forma

independiente y el experimento se repitio por triplicado.

3.8.5.1 Determinacion de proteina por el método de Bradford.

La concentracion de proteinas del sobrenadante se determind mediante el método
de Bradford (PanReac AppliChem) siguiendo las instrucciones del fabricante para
espectrofotometro de placa. Se utilizé una recta patrén con BSA con concentraciones
entre 0 y 500 ug/mL. En cada pocillo se afiadieron 200 pL de reactivo Bradford mas
20pL de muestra o punto de la recta patron. Se mezclo e incub6 durante 10 min, para
posteriormente leer su absorbancia a 595nm (MultiskanTM FC Microplate

Photometer, Thermo Ficher Scientific. Shanghai, China).

3.8.5.2 Determinacion de la actividad Glutation-S-Transferasa (GST)

Para la determinacion de la actividad de la enzima GST se utilizd 1-cloro2,4-
dinitrobenceno (CDNB) y glutation reducido (GSH) como sustratos de la reaccion.
La GST induce la interaccion de ambos sustratos, formando el compuesto GS-CDNB,
por lo que su la actividad se mide por un incremento en la absorbancia a una
longitud de onda de 340 nm. Para un volumen de reaccion de 1 mL, se prepard una
solucién con 880 pL de tampon fosfato (NazHPO4 / NaH2PO4) a 100 mM (pH 6.5), 10
uL de CDNB 100 mM y 10 puL de GSH 100 mM. Esta solucion se mezclo y se dejo
incubar a 37 °C durante 5 min. En una cubeta de cuarzo semi-micro, 10 mm (Ref.
33910100) se anadieron 900 uL de solucion y 100 puL de fraccion citosolica del cultivo
celular HT-29 (control o tratado con los distintos extractos funcionales, etanolicos o
proteicos) o tampon de reaccion para el blanco. Se midid la absorbancia de la reaccion
a 340 nm cada minuto durante 5 min (Evolution 300 UV-Vis Thermo Fisher
Scientific™). En cada medida se realiz6 en paralelo una medida de la muestra y otra

medida de la actividad basal del blanco. La actividad se determino en las diferentes
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fracciones citosodlicas realizando tres medidas analiticas de cada una de las tres
réplicas bioldgicas. Los resultados se expresaron como unidades de actividad
enzimatica/mg de proteina. Para conocer la unidad de actividad enzimatica se utilizo
la siguiente férmula y posteriormente los resultados se dividieron por los mg de

proteina/ mL de cada una de las fracciones citosolicas analizadas:
UA/ml = (AAbs/0.0096) * (1/0.1) * Factor diluciéon

3.8.5.3 Determinacion de la actividad Quinona Reductasa (QR)
En este caso el sustrato utilizado para la determinacion de la actividad enzimatica de
la QR fue el 2,6-dichloroindophenol (2,6-DCIP), que es reducido por la QR. Esta
solucion presenta un color azul marino, el cual pierde intensidad cuando se reduce.
Por tanto, la actividad se mide por la disminucion en la absorbancia a una longitud
de onda de 600 nm. Para una reaccién (VF=ImL) se afiadieron 881 pL de tampon
Tris-HCI (25 mM, pH 7.4), 60 uL de albimina (BSA) 1mg/mL, 2.5 uL de Tween 20, 5
uL de Flavina adenina dinucledtido (FAD) 5 mM, 10 pL de B-nicotianamina adenina
dinucleétido (NADH) 0.2 mM y 16 uL de 2 6-dicloroindophenol (DCIP) 80 uM.
Todos los componentes se mezclaron cuidadosamente y se dejaron incubar durante
5 min a 37 °C. Transcurrido el tiempo de incubacién se afiadieron 975uL de esta
solucion en una cubeta de cuarzo con fondo negro y 25 uL. de muestra (o tampon
para el blanco). Se midi¢ la actividad con una pendiente negativa a 600 nm, cada
minuto, durante un total de cinco (Evolution 300 UV-Vis Thermo Fisher Scientific™).
En cada medida se realizé en paralelo la medida de la muestra de forma triplicada
(réplicas técnicas) de cada una de las tres réplicas biologicas y una medida de la
actividad basal del blanco. Los resultados se expresaron como unidad de actividad
enzimatica por mililitro, calculada usando la siguiente formula y finalmente
dividiendo entre los mg-mL-!de proteina de cada fraccion citosdlica para expresar
los resultados como Unidad de actividad (UA):

UA/ml = (4Abs/0.0205) * (1/0.025) * FD
Donde:

UA: Unidad de actividad- (mg™ de proteina).
FD: Factor de dilucion
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3.9 ENSAYOSIN VIVO

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices
institucionales para el Alojamiento y Cuidado de los Animales de Experimentacion
(European Union Council, 2010). Todos los procedimientos fueron aprobados por el
Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de Granada
(Ref.5/10/2021/148). Para seleccionar el nimero de animales asignados a cada grupo

experimental, se implementd el principio de las 3R [157].

3.9.1 Ensayos para estudios de obesidad

3.9.1.1 Animales de experimentacion

Se emplearon un total de 60 ratones macho C57BL/6] de seis semanas de edad con
un peso corporal medio entre 21.8 + 1.4 g. (Charles River Laboratories Inc,
Barcelona). Los animales se dividieron de forma aleatoria en seis grupos
experimentales de 10 animales cada uno y se alojaron en jaulas grupales de 5
animales por jaula. Las jaulas se encontraban en la unidad de experimentaciéon
animal del Centro de Instrumentacion Cientifica de la UGR, con condiciones
controladas de temperatura (21 + 2 °C), humedad (40 — 60 %) y ventilacion. Se
mantuvo un ciclo invertido de luz/oscuridad de 12 h (20:00 — 8:00h) durante todo el
periodo experimental para que el protocolo de ejercicio fisico se realizara durante el

periodo activo de los animales.

3.9.1.2 Dietas experimentales

Para el desarrollo de la obesidad los animales consumieron una dieta alta en grasa
en la que el 45% de las calorias totales provenian de la grasa (Teklad Custom Diet
TD. 06415. Envigo). Ademas, se afiadio 20% de fructosa en el agua de bebida. En la

Tabla 7 se muestra la formulacion y composicion nutricional de cada dieta.

La dieta normocaldrica, administrada al grupo de animales control (delgados), y
utilizada también para la formulacion de las dietas experimentales donde se afadid
el nutracéutico disefiado, fue una dieta estandar con un 10% calorias procedentes de

la grasa (Teklad Custom Diet TD. 110675. Envigo). Para las intervenciones
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nutricionales se incorporé el nutracéutico en la dieta estandar a un nivel de inclusiéon

del 0.6 %.

Tabla 7. Formulacion y composicion nutricional de las distintas dietas utilizadas.

Dieta SD Dieta HF Dieta SD+NT
Casefna (g/kg) 210 245 210
Almidon (g/kg) 445 85 439
Sacarosa (g/kg) 160 200 160
Maltodextrina (g/kg) 50 115 50
Celulosa (g/kg) 37.2 58 37.2
Minerales (g/kg) 35 43 35
Manteca (g/kg) 20 195 20
Aceite de soja (g/kg) 20 30 20
Vitaminas (g/kg) 15 19 15
L-cisteina (g/kg) 3 3.5 3
Colina Bitartrato (g/kg) 2.8 3 2.8
Fosfato calcico (g/kg) 2 3.4 2
Nutracéutico (g/kg) - - 6
Proteinas (% en peso) 18.6 21.7 18.6
Carbohidratos (% en peso) 63.0 414 63.0
Grasas (% en peso) 4.2 22.7 4.2
Kcal/g 3.6 4.6 3.6

Dieta estandar (SD); Dieta alta en grasa (HF); Dieta estandar con inclusion del nutracéutico (SD+NT)

3.9.1.3 Grupos experimentales

El ensayo constd de seis grupos experimentales (Figura 17):

1. SD: grupo control normocaldrico (delgado). Ingirié una dieta estandar para
roedores de laboratorio que cubria todas las necesidades nutricionales
durante todo el periodo experimental.

2. HFHF: grupo control obeso. Consumid una dieta hipercaldrica y fructosa en

el agua de bebida durante todo el periodo experimental.
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3. HF/SD: consumieron una dieta hipercaldrica y fructosa en el agua de bebida
durante el periodo de induccion de la obesidad (9 semanas), y tras este se les
aplicd una intervencion nutricional cambiando la dieta alta en grasa y
fructosa por una dieta estandar.

4. Ex: consumieron una dieta hipercaldrica y fructosa en el agua de bebida
durante el periodo de induccién de la obesidad (9 semanas). Tras este se les
aplicd una intervencion nutricional con cambio a dieta estindar y ademas
realizaron un protocolo de ejercicio fisico.

5. NT: consumieron una dieta hipercaldrica y fructosa en el agua de bebida
durante el periodo de induccion de la obesidad (9 semanas), y tras este se les
aplicd una intervencion nutricional con cambio a dieta estandar con inclusion
del nutracéutico desarrollado al 0.6 %.

6. NT+Ex: consumieron una dieta hipercalérica y fructosa en el agua de bebida
durante el periodo de induccién de la obesidad (9 semanas). Tras este se les
aplico una intervencion nutricional con cambio a dieta estdndar mas 0.6% de

inclusién del nutracéutico y ademas realizaron el protocolo de ejercicio fisico.

Induccion cbesidad Tratamientos
(dzem) { )

Dieta estindas Déeta estandar & 11:-.1[1:- ‘ =
S0 -*&ﬂ‘ !

Grupo
— Dista alta en grasa - > ,;pj; l‘. ‘—- '

S antiieniin Grupo
Deata estancar " HE/SD ,‘- —b,m
- = -

S o - 5 aotd arcicin Grupo ]
Deeta alta el grasa Dieta estandar mas ejercicio > ;‘um" .')&t "TE"
E e .
Dista estandar mas nutraceutico > ;.:*'IUK‘H‘ .‘ > ‘
- -
Dieta estandar mas nutracéutico y Grupo ‘ »
eercicio "l NT+Ex "- T - o
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Figura 17. Grupos experimentales para el ensayo in vivo del estudio de la obesidad.
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3.9.1.4 Periodo experimental

El periodo experimental fue de 18 semanas, las primeras 9 semanas se
correspondieron con el periodo de induccion de la obesidad y las ultimas 9 al
periodo en el que se aplicaron las intervenciones nutricionales y de ejercicio fisico
(Figura 18). Durante el periodo de induccién de la obesidad, todos los animales
tuvieron acceso ad libitum a la dieta y al agua de bebida, a excepcidn del grupo control
normocaldrico en el que fueron sometidos a una alimentacion pair fed de 3 g de dieta
por animal y por dia. Durante el periodo en el que se realizaron las intervenciones
nutricionales también se aplico pair fed en los animales que pasaron ce consumir una
dieta alta en grasa y fructosa en el agua de bebida, a la dieta normocaldrica, mientras
que el grupo HFHF siguio teniendo una alimentacién ad libitum. La ingesta de agua

y bebida fue controlada diariamente mientras que el peso de los animales se midio6

semanalmente.
0 9 18 sem.

Periodo de adaptacion (1 sem.)
Periodo de induccion de la obesidad (9 sem.)

Periodo experimental con intervenciones nutricionales y de ejercicio fisico (9 sem.)

Figura 18. Esquema del periodo experimental para el ensayo de obesidad

3.9.1.5 Programa de ejercicio fisico

El programa de ejercicio fisico se llevo a cabo usando una cinta de correr con cinco
lineas, con adaptadores disenados especialmente para ratones (Treadmill
LE8710RTS, Panlab/ Harvard Apparatus Inc.Barcelona). Durante la primera semana
los animales fueron familiarizados con la cinta mediante entrenamientos de baja

intensidad y duracion de 10 min al dia a una velocidad de 12 cm/s, sin inclinacion.

Antes de comenzar los entrenamientos los animales fueron sometidos a un test
incremental para determinar el consumo maximo de oxigeno con el fin de establecer

el protocolo de entrenamiento en funcion de estos datos. El protocolo propuesto para

96



Evaluacidn de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

esta prueba estd basado en el descrito por Yang et al. [158] con algunas
modificaciones. Cada animal se posiciond en una cinta de correr individual (Panlab
LE8708) conectada a un analizador de gases (Gas Analyzer LE 405. Panlab, Harvard
Apparatus, Cornella, Barcelona, Espafa) para poder determinar los valores de O2
consumido y CO2 producido. El flujo de gas hacia el interior de la cinta individual se
establecid en 0.4 - 0.6 L-min-'. Al inicio de cada prueba se hizo un calibrado de gases
O2y CO2 con patrones de referencia y se registraron en el software Metabolism v2.2.0

(Panlab, Hardvard Apparatus, Cornella, Barcelona, Espafia).

La prueba se inicié con un registro de los valores Oz2 y CO2 ambiental durante 5 min,
tras ello se registraron los valores en el interior de la cinta de correr individual vacia
durante 3 min para posteriormente posicionar al animal en el interior de la cinta de
correr. Durante los primeros 5 min se estabilizaron los valores de los gases en el
interior de la caja antes de comenzar la prueba. La prueba se inicié con una velocidad
de 20 cms™, y se incrementd 3 cm's! cada minuto hasta que se alcanzé una velocidad
de 100 cm-s?! o el animal mostraba signos de agotamiento. Los animales fueron
pesados antes de iniciar la prueba. En la Tabla 8 se muestran los cambios en el

incremento de velocidad.

Tabla 8. Prueba incremental.

Tiempo Velocidad | Tiempo Velocidad
(min) (cm-s™) (min) (cm-s™)
1 20 15 62
2 23 16 65
3 26 17 68
4 29 18 71
5 32 19 74
6 35 20 77
7 38 21 80
8 41 22 83
9 44 23 86
10 47 24 89
11 50 25 92
12 53 26 95
13 56 27 98
14 59 28 101
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El protocolo de ejercicio consistié en un ejercicio de intensidad alta-moderada
durante 20 min al dia, 5 dias a la semana. Se programo el software SEDACOM v2.0
(Panlab, Hardvard Apparatus, Cornella, Barcelona, Espafia), siguiendo los siguientes
parametros: En los primeros 4 min los animales corrieron al 20% de su VO2 max para
realizar un calentamiento. Seguido por un ciclo de alta intensidad compuesto por
tres min de intensidad creciente desde el 30 % al 65 % de su VO2 maximo, y 1 min
mas donde se mantuvo esta intensidad. Tras ello se repitieron 4 ciclos de intensidad
moderada donde el incremento progresivo de la velocidad duré 130", el
mantenimiento al 65% del VO2 maximo fue de 30s y ademas los animales tuvieron

1" de descanso entre series (Tabla 9).

Todos los grupos fueron sometidos a las mismas condiciones experimentales, por lo
que los grupos sedentarios fueron expuestos durante el mismo periodo de tiempo a

la cinta, al 20 % de su consumo maximo de oxigeno.

Tabla 9. Programa de ejercicio fisico.

Fase Tiempo % VO2max

Calentamiento 4 20

Protocolo de ejercicio

1X 3’ 30 — 65
1 65
1’30 30 — 65
4X 30 65
1 rest

3.9.1.6 Analisis realizados.

Al final del periodo experimental los animales fueron anestesiados con una inyeccion
intraperitoneal de ketamina/xilacina (70/ 10) mg por kg de peso de animal. Una vez
bajo los efectos de la anestesia, la sangre fue recolectada mediante puncion cardiaca
usando heparina como anticoagulante. Una alicuota de 0.1 mL fue usada para la
determinacion de pardmetros hematicos, mientras que el resto se centrifugd a 1458 g
durante 15 min a 4°C para separar el plasma. El plasma se alicuoté en eppendorf que
se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido para ser almacenados a -80 °C hasta

su andlisis. Los érganos extraidos fueron inspeccionados visualmente y procesados
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antes de sumergirse en nitrogeno liquido para su congelacion y posterior

conservacion a -80°C.

3.9.1.6.1 Peso corporal, ingesta y peso de los érganos

El peso de los animales fue registrado semanalmente, mientras que la ingesta de
agua y comida fue determinada diariamente. La ingesta se determind como la
diferencia de peso entre el comedero/bebedero lleno menos el comedero/bebedero
vacio o su peso tras 24 h. La ingesta calorica se determind sumando el aporte caldrico
de cada dieta con el aporte caldrico aportado en el agua de bebida. Al final del
periodo experimental los distintos organos y tejidos se extrajeron, lavaron en
solucion salina (NaCl 0.9%), se secaron y pesaron por separado (corazon, bazo,
rifiones, higado, colon y ciego). También se midio la grasa epididimal y abdominal y
los mussculos plantaris y gastrocnemio. Ademas, se inspeccionaron visualmente para

verificar la ausencia de dafios macroscdpicos.

3.9.1.6.2 Pardmetros hematicos

Se utiliz6 un analizador hematoldgico automatizado (KX-21 Automated Hematology
Analyzer, Sysmex Corporation, Kobe, Japdén) del centro de instrumentacion
cientifica de la universidad de Granada para determinar plaquetas (PLT), leucocitos
(WBC), eritrocitos (RBC), hemoglobina (HGB), hematocrito (HCT), volumen
corpuscular medio (MCV), hemoglobina corpuscular media (MCH), concentracion
media de hemoglobina corpuscular (MCHC), y la amplitud de distribucion

eritrocitaria (*RDW) en sangre.

3.9.1.6.3 Parametros bioquimicos plasmaticos

Parte del plasma fue utilizado para determinar parametros bioquimicos mediante un
analizador quimico Shenzhen Midray BS-200 (Bio-Medical Electronics) de la unidad
de bioandlisis del Centro de Instrumentacion Cientifica (CIC) de la Universidad de
Granada. Se determinaron los siguientes parametros bioquimicos: TG, fosfolipidos,
colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, albumina, fésforo, calcio, creatinina,
aspartato aminotransferasa (AST/GOT), alanina aminotransferasa (ALT/GTP),

glutamiltransferasa gamma (y-GT), CK-MB y fosfatasa alcalina.
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3.9.1.6.4 Prueba de tolerancia oral a una sobrecarga de glucosa

Los animales fueron mantenidos en ayunas durante las 4h previas al inicio de la
prueba, y no realizaron ejercicio fisico durante al menos 48 h antes. El mismo dia de
la prueba los animales se pesaron para calcular, en funcidn del peso de cada animal,
la cantidad de glucosa que seria administrada. Para realizar la prueba se sigui6 el
método descrito por Prieto et al. [159] con pequefias modificaciones. La prueba se
inicio con la determinacion de la glucosa basal de cada animal. Para ello se realiz6
una pequefa incisién en el extremo distal de la cola y se dio un masaje hasta
recolectar una pequena gota de sangre que se posiciond en la tira de medicion del
glucometro Bayer Breeze 2® (Bayer Healthcare, Spain). Tras ello, se administré por
sonda gastrica metdlica 6.9 pumoles de glucosa por gramo de peso del animal de una
solucion de D-glucosa disuelta en solucion salina (NaCl 0.9%). Se volvio a
determinar la concentracidon de glucosa en sangre a los 15, 30, 60, 90 y 120 min desde
la administraciéon de la sobrecarga. Los resultados fueron representados como la
media =+ el error estandar de la media de cada grupo. Ademas, se determind el area
bajo la curva y se expresé en unidades arbitrarias como la media de cada grupo +
error estandar de la media. El drea bajo la curva se determiné usando el modelo

trapezoide con el programa Excel ®, basandonos en la siguiente formula [160]:
" e +mo) -t o
AKUC1=(Z 2 )= (my; - X t))

i=1

Donde:
mi: medida
ti: distancia en tiempo entre medias

n: numero total de medias

3.9.1.6.5 Analisis de la composicion corporal e indices antropométricos

El ultimo dia del periodo experimental, y tras 4 horas de ayuno, la composicién
corporal de los animales se determind mediante el dispositivo EchoMRI™ (EMS 181,
Echo Medical Systems, Houston). El equipo mide la masa grasa, tejido magro, agua

libre (no unida a tejidos como la de la orina y el plasma) y agua total mediante un
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método validado de resonancia magnética nuclear. Se trata de un método no

invasivo, que realiza mediciones certeras en un corto periodo de tiempo [161].

Para determinar los indices antropométricos de los animales se midid la
circunferencia abdominal (AC) y la longitud del cuerpo como la distancia entre el

hocico y el final de la cola. Se usaron para determinar los siguientes indices:

Indice de masa corporal (IMC) = Peso del animal (g), longitud? (cm?)

ST Peso del animal (g)
Indice de Lee = /. g

longitud (cm)

3.9.1.6.6 Determinacion de capacidad antioxidante mediante ABTS en plasma

Se determiné la actividad antioxidante en el plasma de los distintos animales

mediante la prueba de ABTS, segtin lo descrito en el apartado 3.4.2.

3.9.1.6.7 Determinacion de marcadores plasmaticos mediante inmunoensayo

Para la cuantificacion de distintos analitos se utilizé un panel de ensayo MILLIPLEX
(Mouse Metabolic Hormone Expansion Panel, MMHE-44K), en la que se
cuantificaron simultaneamente la concentraciéon de insulina, leptina, irisina,
resistina, péptido YY, péptido similar al glucagon (GLP-1), interleucina 6 (IL-6) y el
factor de necrosis tumoral (TNFo) mediante la determinacién de la absorbancia en
la plataforma Luminex XYP (S5/N LXY09117102) del CIC de la UGR. Para que la
heparina no interfiera en los resultados fue importante no exceder de 10 UI'mL-' de
sangre recogida, ademas se anadio el inhibidor de dipeptidil peptidasa 4 (DPP-IV.
Ref.DPP4, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) para determinar el GLP-1 activo.

Reconstitucion de reactivos del kit. Todos los reactivos fueron reconstituidos. Se

anadieron 10 mL de agua bidestilada al polvo liofilizado de Serum Matrix. Para
preparar la solucion que contenia todos analitos (Beads Mix), primero se sonico cada
anticuerpo durante 30 segundos y luego se agito vigorosamente utilizando un vortex
durante Imin para finalmente transferir 150 pL de cada uno a un nuevo vial. Se
anadio la solucion de dilucion de los analitos hasta un volumen final de 3 mL. Los

controles de calidad de la reaccion se reconstituyeron al ahadir 250 uL de agua
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bidestilada a cada estdndar, se agitaron vigorosamente y se dejaron reposar a
temperatura ambiente durante 10 min, luego se transfirieron a un tubo antifugas de

propileno.

Preparacién del patron estandar. Las soluciones estandar de hormonas metabolicas

de ratdn se reconstituyeron en 250 uL de agua bidestilada y se hicieron diluciones
seriadas en tampon Assay Buffer (Cat n°. LE-ABGLP3). En cada solucion estandar se

obtuvieron las siguientes concentraciones de cada anticuerpo (Tabla 10):

Tabla 10. Concentracion en pg-mL-! de las soluciones estandar Milliplex MMHE-44K
TNFo PYY IL-6 GLP-1 Leptina  Insulina Resistina

ST1 1.4 8.2 34 41 82 137 206
ST2 4.1 25 103 124 247 412 617
ST3 12 74 309 370 741 1235 1852
ST4 37 222 926 1111 2222 3704 5556
ST5 111 667 2778 3333 6667 11111 16667
ST6 333 2000 8333 10000 20000 33333 50000

ST7 1000 6000 25000 30000 60000 100000 150000

Resultados expresados en pg/mL. Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), péptido tirosina-tirosina
(PYY), interleucina 6 (IL-6), péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1).

Procedimiento. Las muestras de plasma fueron completamente descongeladas,

mezcladas en vortex y centrifugadas a 3000 g durante 5 min. Todos los reactivos
necesarios para el inmunoensayo se dejaron a temperatura ambiente antes de su uso.
En primer lugar, se afadieron 200 pL de tampon en cada pocillo, la placa se selld
herméticamente y se mezcldé en una placa con agitacion durante 10 min a
temperatura ambiente. El tampon se retiré mediante el volcado vigoroso de la placa
para luego afadir 10 uL de tampdn, solucion estandar o muestra correspondiente
mas 25 uL de la solucion de BeadsMix en cada pocillo. La placa se sell6 y se incubd
durante 16-18 h en agitacion a 4 °C. Se decant6 el contenido mediante volcado

vigoroso de la placa y se lavo cada pocillo tres veces con 200 uL. de tampdn de lavado.
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Posteriormente, se incubd de nuevo 1 h con 50 pL de la solucién de anticuerpo
primario, y media hora mds con el anticuerpo secundario (Streptavidin-
Phycoerythrin), a temperatura ambiente y con agitacion. Por ultimo, se decantd el
contenido, se hicieron tres lavados con 200 uL de tampdn de lavado y se ahadieron
150 uL de tampon de lectura (Sheath Fluid PLUS) para la medicion de la absorbancia
en LUMINEX XYP (S/N LYX 09117102). Los parametros de lectura se fijaron en 100
uL de volumen, y 50 medidas por analito. Los resultados finalmente se expresaron

como la media + el error estandar de la media de ocho animales.

3.9.1.6.8 Indices aterogénicos e indice HOMA

Indices aterogénicos. Los indices aterogénicos son indicadores bioquimicos que nos
permiten identificar la salud de un sujeto y su predisposicion a desarrollar

enfermedades metabolicas. Se determinaron con las siguientes féormulas:

COL.T/COL. HDL = Colesterol total (mg dr) / Colesterol HDL (mg/ dv)
TyG = In [Triglicéridos mgs dv) - (Glucosa (me/ dv) 1 2)]
No HDL = Colesterol total (mg dr) — Colesterol HDL g av)
TG /HDL = Triglicéridos (me a1y / Colesterol HDL  (mg/ar)
LDL / HDL = Colesterol LDL (mg/ d) / Colesterol HDL (mg/ dv)
(COL.T - HDL)/ HDL ) = (Colesterol total - Colesterol HDL) / Colesterol HDL (mg/ ar)
Ln (TG/HDL) = In (Triglicéridos mes a1y / Colesterol HDL (mg/av))

Indice Homa. El modelo HOMA es una herramienta ampliamente utilizada para
determinar la sensibilidad a la insulina y la funcion de las células 3-pancreaticas, a

partir de los niveles de insulina y glucosa basal [11]:

Insulina basal (mU/L) - Glucosa basal (mmol/L)

Indice HOMA = 725

*Los valores de insulina y glucosa basal hacen referencia a la medida tomada en el

plasma de los animales tras 4h de ayuno.
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3.9.1.6.9 Pardmetros hepaticos

Humedad y grasa hepdtica. El porcentaje de humedad se determiné en las muestras de
higado mediante la diferencia de peso entre el higado fresco y el higado tras su
liofilizacion. Los resultados se expresaron como la media del grupo + error estandar
de la media. Para determinar el porcentaje de grasa se sigui6 el método de Folch et
a. [162], con pequefias modificaciones [150]. Se pesaron 200 mg de higado liofilizado
y se mezclaron con 1 mL de NaCl 0.9 % y 3 mL de EtOH/ BHT 0.01 %. Se
homogeneizé (ART moderne labortechnik) tres veces durante 10 s para
posteriormente sonicar (VibraCell 75185), a 54 Hz durante 10 s otras tres veces. Tras
ello se aftadieron 0.5 mL de una soluciéon compuesta por EtOH/BHT 0.01 % y KOH
11 N en relacién 10:1 y se incubd en un bafio de agua durante 40 min a 60 °C para la
saponificacion de la grasa. Trascurrido el tiempo de incubacion se anadio a cada tubo
de ensayo 2 mL de hexano al 95 % y se agit6 durante 1.5 min, este paso se repitio dos
veces. Tras ello se afiadieron 0.5 mL de agua destilada, se agitd y centrifugé a 3000
rpm durante 5 min para recoger la fase superior incolora (fase organica con el hexano
y la grasa extraida) con una pipeta Pasteur de vidrio y se transfirié a un nuevo tubo
de ensayo previamente pesado. El hexano se evapord bajo una corriente de gas
nitrégeno y se peso el tubo donde se encontraba la grasa adherida a sus paredes. Los
resultados se expresaron como porcentaje de grasa, teniendo en cuenta la cantidad

de higado inicial utilizado durante el proceso de extraccion.

Enzimas antioxidantes. Para la determinacién de la actividad de enzimas
antioxidantes en el higado, 200 mg de tejido fueron homogeneizados en 2 mL de
tampon fosfato (50mM, pH 7.8) / Triton X-100 0.1% / DETAPAC (1.34 mM) a 18.000
rpm durante 30 s usando un homogeneizador Micra D-1 (ART moderne
labortechnik). A continuacion, la solucion se sonicd tres veces por ultrasonido
(Sonoplus HD 2070, Bandelin) al 50 % de potencia durante 10 s. Finalmente, la
solucion se centrifugd a 16.000 rpm durante 40 min a 4 °C (BECKMAN, Allegra 64R)
y se guardo el sobrenadante a -80 °C hasta su posterior uso en las distintas

determinaciones.
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La concentraciéon de proteinas de los homogeneizados de higado se determino
mediante el método de Bradford (PanReac AppliChem) siguiendo las instrucciones

descritas en el apartado 3.8.5.1.

Determinacion de la actividad enzimdtica Catalasa (CAT). Para determinar la actividad

de la enzima catalasa (CAT) se sigui6 el método descrito por Cohen et al. [163] el cual
se basa en la reaccion del H20: con el Fe?* que se transforma en Fe*, susceptible de
reaccionar con el tiocianato de potasio (KSCN) dando una coloracion rojiza medible
a una absorbancia de 450 — 460 nm. La enzima catalasa hidroliza el H202 por lo que
ocurrira menor transformacion de Fe? en Fe*, y por tanto menor coloracion. La
enzima cataliza el H20: en una reaccién cinética que dura 4 min y da lugar a dos

moléculas de agua y una de didxido de carbono.

La determinacion consistié en mezclar 1650 pL tampdn fosfato (10 mM, pH 7.0) con
100 uL agua bidestilada, 50 uL muestra y 200 pL H20:. Se agit6 e incub6 durante 4
min en hielo. Al minuto 1 y minuto 4 de incubacidn, se retiran 50 puL de la solucién
de reaccién y se afiadié cada uno en un nuevo tubo de ensayo cuyo contenido eran
2mL de H2S0s (0.6 N) para parar la reaccién y 500uL FeSOs (10 mM). A cada uno se
le anadieron 200 pL de KSCN (2.5 M) e incubaron durante 3 min en oscuridad. Se
transfirieron 250 uL de cada tuvo a una placa de 96 pocillos y se midio su absorbancia
a 460 nm (MultiskanTM FC Microplate Photometer, Thermo Ficher Scientific.
Shanghai, China). Los resultados se expresaron como unidades enzimaticas por

miligramo de proteina, calculado segun la siguiente formula:

In (A1/472) / At

mg proteina / mL

Unidades enzimaticas=

Donde:
Ln: Logaritmo neperiano.
Ai: Absorbancia tiempo incubacion 1min.
Aa: Absorbancia tiempo incubacion 4min.
A Diferencia de tiempo entre los dos puntos.

Determinacion de la actividad enzimdtica Glutation peroxidasa (GPx). La actividad

enzimatica de la enzima glutation peroxidasa (GPx) se determiné siguiendo el
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método descrito anteriormente por Lawrence et al. [164] con pequenas
modificaciones. La enzima GPx cataliza la oxidacion de dos moléculas de glutation
reducido (GSH) en una de glutation oxidado (GSSG) reduciendo a su vez una
molécula de H20: en dos de agua. La glutation reductasa revierte la oxidacion de
GSSG utilizando como sustrato nicotina adenina dinucleotido fosfato (NADPH). A

mayor velocidad de reacciéon mayor concentracion de GPx en la muestra.

Para la determinacion se llevan a cabo dos reacciones en paralelo, una catalizada por
la enzima glutation reductasa y otra no catalizada. Para la reaccion no catalizada se
mezclaron 240 uL NADPH (2 mM) en tampon fosfato 50 mM, pH 7.4, 1 mM 4cido
etildiaminotetraacético (EDTA), 10 -20 uL muestra y 10 puL de cumeno hidroperdxido
(22 mM). Para la reaccidn catalizada se mezclaron 240 puL de tampon fosfato 50 mM,
pH 7.4 1 mM EDTA, complementado con 0.014 g de acida sddica (4.3 mM), 0.066 g
de glutation reducido (4.3 mM), 0.089 g NADPH (2mM), mas 10 -20 uL muestra, 4.5
puL GR (0.04 mU/mL) y 10 uL de cumeno hidroperdxido (22mM). Cada reaccion se
midio6 por cuadruplicado a una absorbancia de 340 nm cada 15 s durante 4 min y 37
°C en espectrofotometro de placa Multiskan™ FC (Thermo Ficher Scientific.
Shanghai, China). Los resultados se expresaron como nanomoles de NADPH
utilizado por min y miligramo de proteina, para lo cual se usaron las siguientes

ecuaciones:

Abs R.catalizada—Abs R.no catalizada N V.total

nmol NADPH / min / mL =( 0.062 ) V.muestra

nmol NADPH / min / mL

nmol NADPH / min / mg proteina =(

mg proteina / mL

Determinacion de la actividad enzimdtica Superdxido dismutasa (SOD). Se siguid el

método colorimétrico descrito por Ukeda et al. [165] para la determinacion de la
enzima superdxido dismutasa (SOD) que fue adaptado para su lectura en un
espectrofotémetro de placa Multiskan™ (FC Microplate Photometer, Thermo Ficher
Scientific. Shanghai, China). La enzima SOD cataliza la dismutaciéon del ion
superdxido en O2 y H202. La técnica se basa en el sistema xantina/ xantina oxidasa

(XO) donde se crean iones superdxido los cuales reaccionan con el aceptor de
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superoxido 3’{1-[(Phenylamino)-carbonyl]-3,4 tetrazolium}-bis(4-methoxy-6-nitro)
benzenesulfonic Acid Hydrate (XTT) para formar un complejo soluble en agua, de
color anaranjado. Por lo tanto, a menor coloraciéon mayor actividad de la enzima SOD

total tendra la muestra.

Para la determinacion de la SOD total se prepard la siguiente mezcla de reaccidon para
un volumen final de 1 mL: 740 pL de tampdn fosfato (50 mM, pH 7.8), 38 puL de
DETAPAC (3 mM), 55 pL de XTT (0.0007 g-mL-! de tampon) y 167 puL de xantina
oxidasa (70 mU-mL"). La reaccién se llevo a cabo en placa multipocillo de 96 pocillos
en los cuales se afiadieron 150 pL de mezcla de reaccion, 35 pL de la muestra o
tampon fosfato para el control y 55 puL de xantina (3mM). Se midid la absorbancia a

492 nm cada minuto durante un total de 15.

Para obtener la actividad enzimatica de la enzima SOD dependiente de Mn que se
encuentra en la mitocondria celular, se llevd a cabo el mismo protocolo, pero con una
incubacién previa de las muestras con cianuro de potasio (KCN) 120 mM durante 30
min en hielo para inhibir la actividad de la SOD dependiente de Cu/Zn. Esta ultima

se obtiene por diferencia entre la actividad SOD total — SOD dependiente de Mn.

Los resultados fueron expresados como unidad de actividad enzimatica (UAE) por
miligramo de proteina. Una unidad de actividad enzimatica se define como la

cantidad de enzima necesaria para inhibir el 50% de la reduccion de XTT.

3.9.1.6.10 Expresion génica

Tras la extraccion de los distintos 6rganos y tejidos del ensayo in vivo para el estudio
de la obesidad, el musculo plantaris y una pequena porcion del higado se
introdujeron en una solucion preservadora de ARN (ARN later, Invitrogen™

AM7024).

Extraccion del ARN. El tejido se homogeneizd en un homogeneizador para tejidos

(FastPrep®-24, MP Biomedicals). Para ello, 100 mg de tejido se mezclaron con 1mL
de reactivo Tri-Reagent (Sigma-Aldrich) en tubos especificos que contienen esferas

ceramicas de 1.4 mm para la rotura del tejido (Ref. 6913100, MP Biomedicals) y se
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incub6 durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se le afiadieron 200
uL de cloroformo para uso en biologia molecular, se agité durante 15 s y se
centrifugd a 12000 g durante 15 min a 4°C para separar las distintas fases (ADN,
proteina y ARN). La fase superior acuosa obtenida donde se encontraba el ARN se
transfiri6 a un nuevo tubo dénde se incubd durante 10 min con 500 pL de
isopropanol. Posteriormente se procedié a centrifugar nuevamente durante 10 min
en las mismas condiciones. Se desecho el sobrenadante, y el pellet (ARN) se lavo con
etanol al 70 %. Por ultimo, se centrifugd a 12000 g durante 1.5 min a 4 °C, se descarto
de nuevo el sobrenadante y el pellet se disolvio en 20-100 uL agua desionizada
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y se determind tanto la pureza como la
concentraciéon de ARN de cada una de las muestras mediante NanoDrop™ 2000
(Thermo Scientific™) calidad del acido nucleico se determindé mediante el ratio

260/280 y se establecid entre 1.9 y 2.0.

Purificacion ARN. Para eliminar cualquier resto de ADN presente en la muestra, el

ARN total extraido se tratd con el kit ADNsa (Applied Biosystems, Ref: AM1907)
segun las especificaciones del fabricante. Se ahadieron 5 uL de tampon de la reaccidon
y 0.5 uL de ADNsa por cada 50 pL de volumen de ARN. Se incub6 durante 20 min a
37 °C. Para parar la reaccion se anadieron 5 uL de reactivo de inactivacion de ADNsa
y se incubd durante 5 min a temperatura ambiente. Finalmente, se centrifugé a 10000

g durante 1.5 min para recolectar y almacenar el sobrenadante en un nuevo tubo.

Retrotranscripcion. Un total de 100 - 500 ng de ARN se retrotranscribieron a ADNc de

acuerdo con el protocolo estandar para el Termociclador Lifepro (Bioer Serves Life,
China). Para que los hexdmeros aleatorios (50pM, Ref.N8080127) se alinearan con la
hebra de ARN se mezcl6 1 uL de ambos en un volumen final de 10 pL en agua libre
de nucleasas y se calenté durante 5 min a 65 °C. Tras ello se anadieron 5 uL de
tampodn de reaccion, 5 uL mezcla de desoxinucledsidos trifosfatos (ANTP) (2.5mM,
Ref.R72501), 1.25 pL de inhibidor ARNsa (Ref.10777019), 1.25 puL de transcriptasa
inversa SuperScript™ IV (Ref.18090050), 1.25 uL de DTT y 1.25 de pL agua libre de

nucleasas para un volumen final de 25 uL de reaccion. El protocolo consistié en una
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incubacién a 25 °C durante 10 min para la estabilizacidn, seguido de la reaccién a 42
°C durante 50 min y por ultimo 15 min a 70 °C para inactivar la enzima y parar la

reaccion. El ADNc se conservo a -80 °C hasta su posterior analisis.

RT-PCR cuantitativa. Para realizar la PCR a tiempo real se uso el equipo QuantStudio

12K Flex de Applied Biosystems. Se usaron placas de reaccion de 96 pocillos
MicroAmp™ Optical Fast (Ref. 4346906). En cada pocillo se aftadieron 6.25uL de
TagMan™ Fast Advanced sin UNG (A44360), 4.5 pL de agua DEPC, 0.5 uL ADNcy
1.25uL primer/ sonda. Como control interno se usé el gen de referencia para la §3-
actina (Mm01205647_g1) y los resultados fueron expresados como 2"-AACt con

respecto al grupo control.

En higado se usaron primers/sondas para genes involucrados en el metabolismo
oxidativo como sod1 (Mm01344233_g1), sod2 (MmO01313000), cat (Mm00437992), gpx2
(MmO01286848), genes codificantes de enzimas detoxificantes como noql
(MmO00500822_g1) y gsta2 (Mm03019257_g1), marcadores de procesos inflamatorios
como tnfa. (Mm00443258_m1), IL-1b (Mm00434228_m1) e IL-6 (MmO00446190_m1) y
genes involucrados en el metabolismo glucidico y lipidico como pparo
(Mm00440939_m1), Ipl (Mm00434764_m1), cd36 (MmO00432403_m1), scdl
(Mm00772290_m1) y fasn (Mm00662319_m1) de Applied Biosystems. En el musculo
ademas de cuantificar genes involucrados en el metabolismo oxidativo (sod1, sod2,
cat, gpx) se determinan genes involucrados en el metabolismo glucidico y lipidico
como ppara, cd36, glut4 (Mm00436615_m1), igfl (MmO00439560_ml), lipin
(MmO00550511_m1) y pten (Mm01212532_m1) de Applied Biosystems.

3.9.1.6.11 Metagendémica

El contenido cecal se recolectd al final del periodo experimental y se introdujo en
nitrégeno liquido y posteriormente a -80 °C para el posterior aislado de ADN
genomico (ADNg). La preparacion de bibliotecas, agrupacion y secuenciacion de
mini secuencias fue realizada por el Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-
Neyra (IPBLN) del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). La

extraccion se llevo a cabo usando el kit QIAamp® PowerFecal® y siguiendo las
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instrucciones del fabricante para la automatizacion del proceso con el robot
QIAcube. La cuantificacion del ADN gendmico se realizé por fluorimetria (qubit) y
se analizé mediante secuenciacion de la region V4 (233 pb) de los genes del ARN
ribosémico 16S (ARNTr) utilizando el sistema MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EE.
UL).

El analisis bioinformatico de las muestras 16S fue llevado a cabo por el departamento
de bioinformatica del IPBLN, CSIC, Granada, siguiendo las recomendaciones de
Terron-Camero et al.[166]. Tras el andlisis de calidad de 2x275 secuencias de pares
de bases usando fastqc [167] y el software Multiqc v1.14 [168], se usé el software
Qiime?2 [169]. Esta herramienta proporciona un andlisis basado en una base de datos
de genes ribosomales, en este caso en concreto, centrado en la region 16S de bacterias.
Se incluyé6 DADA2 [170] como plugin externo para filtrar, agrupar y eliminar el
ruido de las secuencias, cortando tanto la region 3' como la 5' para eliminar las
regiones con secuencias adaptadoras y las que mostraban una disminucion de la
calidad de secuenciacién (trim-left-f and r 5, p-trunc-len-f 267, p-trunc-len-r 275). A
continuacién, se agruparon las muestras para comprobar su reproducibilidad
mediante la aplicacion Emperor. Este andlisis permitié identificar una muestra
atipica, que se elimino del estudio. Una vez identificados los microorganismos, se
obtuvo la matriz de abundancia a nivel de familia, género y especie. La base de datos
utilizada como referencia ha sido SILVA v. 138-99 [171]. También se realizo el calculo

de la diversidad alfa y beta.

Posteriormente, se utilizd el paquete metagenomeSeq R [172] para realizar la
abundancia diferencial en cada grupo con respecto al grupo normocalorico SD). Para
ello, el software elimino las especies raras, que eran aquellas que no se detectaban en
ninguna muestra, lo que significaba que su suma de lecturas era igual a 0. A
continuacion, para abordar las variaciones en el namero de lecturas entre las
muestras, el nimero de secuencias se normalizéo mediante el método de escala de
suma acumulativa (CSS), que es un algoritmo que divide los recuentos brutos por la

suma acumulativa de recuentos hasta un percentil que captura la distribucion de
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recuentos relativamente invariable en el conjunto de datos. Se prefiri6 este método
porque es mas sensible que otros métodos de normalizaciéon para medir la
abundancia de taxones [172]. Por ultimo, los datos normalizados se sometieron a
pruebas de abundancia diferencial basadas en el modelo gaussiano cero-inflado

integrado en metagenomeSeq para identificar los cambios de taxones.

3.9.2 Modelo experimental in vivo para el cancer de colon

3.9.21 Animales de experimentacion

Se emplearon un total de 55 ratones hembra C57BL/6] de cuatro semanas de edad
con un peso corporal medio entre 15.3 + 1.1 g. (Charles River Laboratories Inc,
Barcelona). Los animales se dividieron de forma aleatoria en cuatro grupos
experimentales de 15 animales cada grupo, a excepcion del grupo control negativo,
que estuvo compuesto por 10 animales. Se alojaron en jaulas grupales (5 animales
por jaula) y las jaulas se encontraban en la unidad de experimentacién animal del
centro de instrumentacion cientifica de la UGR, con condiciones controladas de
temperatura (21 + 2 °C), humedad (40 — 60 %) y ventilaciéon. Se mantuvo un ciclo
invertido de luz/oscuridad de 12 h (20:00 — 8:00h) durante todo el periodo
experimental para que el protocolo de ejercicio fisico pudiera realizarse durante el
periodo activo de los animales. Los animales tuvieron acceso ad libitum a la dieta y

al agua de bebida durante todo el periodo experimental.

3.9.2.2 Dietas experimentales

Todos los animales consumieron la dieta especialmente disefada para cubrir los
requerimientos nutricionales de los animales (2014, Teklad Global 14% Protein
Rodent Maintenance Diet, Envigo). Para las intervenciones nutricionales de
prevencion en el desarrollo del cancer de colon, se incorporé el nutracéutico
desarrollado en la dieta (2014, Envigo) a un nivel de inclusion del 0.6%. La ingesta
de los animales se controlé diariamente mientras que el peso se midid

semanalmente.
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El contenido energético total de la dieta fue de 2.9 kcal por gramo, donde un 20% de
estas calorias provenia del contenido proteico, un 13 % de las grasas y un 67 % de los
carbohidratos. En la Tabla 11 se muestra la informacién nutricional de cada dieta:

Tabla 11. Composicion nutricional de las dietas usadas en el ensayo
experimental para el cancer de colon.

Dieta 2014S  Dieta 20145+ NT

(%) (%)
Proteinas 14.3 14.3
Grasas 4.0 4.0
Carbohidratos 48.0 46.7
Fibra 4.1 4.1
Fibra detergente neutra 18.0 18.0
Minerales, aminoacidos, vitaminas 6.9 6.9
Nutracéutico - 1.3
Cenizas 4.7 4.7

3.9.2.3 Grupos experimentales

El ensayo se compuso de cuatro grupos de experimentacion, divididos en:

e CT-: grupo control negativo (n=10). Animales donde no se indujo el tumor y
no tuvieron tratamiento nutricional.

e CT+: grupo control positivo (n=15). Ratones a los que se le indujo el tumor,
pero no se les aplico ninguna intervencion nutricional ni de ejercicio fisico

e NT: grupo nutracéutico (n=15). Ratones a los que se le indujo el tumor y
durante todo el periodo experimental ingirieron el nutracéutico incluido en
la dieta.

e NT+Ex: grupo nutracéutico mas ejercicio (n=15). Ratones a los que se le indujo
el tumor y durante todo el periodo experimental ingirieron el nutracéutico

incluido en la dieta y ademas realizaron el programa de ejercicio fisico.

3.9.24 Periodo experimental
El periodo experimental se muestra en la Figura 19. Este periodo constd de un total

de 20 semanas, en la cual la primera fue empleada como periodo de adaptaciéon de
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los animales y el resto correspondi6 a la fase de experimentacion, que se divide a su

vez en:

e Prevencion: los animales de los grupos NT y NT+Ex ingierieron el
nutracéutico y ademas el grupo NT+Ex realiz6 el programa de ejercicio fisico.
Se mantuvo durante todo el periodo experimental.

e Induccién del tumor: constd de 8 semanas en las que se administrd a todos

los ratones, excepto al grupo control negativo, una inyeccion intraperitoneal
de Azoximetano (AOM) y se afiadi6 Sulfato Sodico Dextrano (DSS) en el agua
de bebida. Se adapt6 el protocolo de ejercicio fisico en aquellos animales que
mostraban un comportamiento anémalo como encorvamiento, pelo erizado,

ojos entrecerrados o movilidad reducida debido al tratamiento con DSS.

e Desarrollo del tumor: se compone de otras ocho semanas necesarias para que

se desarrolle el tumor inducido en el colon.

Inicio ensayo Final ensayo
| ]
| ]

0 4 8 16 24 sem
Ingesta NT (NT) Induccién CCR Desarrollo Tumor (CT+)
Ingesta NT + C+ NT, NT+Ex Desarrollo Tumor + Ingesta NT (NT)
gjercicio (NT+Ex) Desarrollo Tumor + Ingesta NT +

Ejercicio (NT+Ex)

Figura 19. Esquema del periodo experimental para el ensayo in vivo del CCR.

3.9.2.5 Induccion del cancer colorrectal in situ

Para la induccion del tumor de forma localizada en el colon se siguid el protocolo
descrito por Mesas et al. [137] que consistid en la administracion mediante inyeccion
intraperitoneal de Azoximetano (Ref. A5486, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) a una
dosis de 12 mg por kg de animal a los ratones del grupo CT+, NT y NT+Ex. Tras 48
h se aftadio al agua de bebida DSS al 2 % (Ref.42867-100MG, Sigma-Aldrich, Madrid,
Espana) y se mantuvo durante 5 dias. Tras ello, se suministré de nuevo agua de

bebida durante 15 dias para que los animales se recuperasen. Este proceso se repitio

PD Biomedicina UGR Ana Isabel Guzman Carrasco 113



dos veces mas con dosis de DSS al 2 % y 3 % respectivamente, tal y como se muestra

en la Figura 20.

Semana|L M X J V S D

NN UG WD -

|

Administracion intraperitoneal AOM (12 mg/kg)
Administracion oral DSS (2 - 3 %)
Periodo de recuperacion

Figura 20. Esquema representativo del protocolo utilizado para la induccion del
cancer colorrectal.
3.9.2.6 Programa de ejercicio fisico
El programa de ejercicio fisico se ha llevo a cabo usando la cinta de correr descrita
en el apartado 3.9.1.5. Durante la primera semana los animales fueron familiarizaron
con la cinta mediante entrenamientos de baja intensidad y duracion: 10 min al dia a

una velocidad de 12 cm/s, sin inclinacién.

El protocolo de ejercicio fisico consistio en la realizacion de 20 min de ejercicio al dia
de intensidad moderada durante 5 dias a la semana. Los primeros 4 min fueron para
el calentamiento al 20 % de su VO2 max. Seguido por 1.5 min donde la intensidad se
incremento gradualmente desde el 20 % al 45 % de su consumo maximo de oxigeno
(VO2 max) manteniendo esta intensidad durante dos min. Después se bajo la
intensidad al 30 % de su VO2 max. y se mantuvo durante 1 min. Estos dos tltimos
pasos se repitieron 3 veces mas y finalmente se procedid bajar progresivamente la

intensidad hasta parar completamente el movimiento (Tabla 12).

Todos los grupos fueron sometidos a las mismas condiciones experimentales, por lo
que los grupos sedentarios fueron expuestos durante el mismo periodo de tiempo a

la cinta, pero a velocidades mucho mas bajas.
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Tabla 12. Programa de ejercicio fisico usado en la
experimentacion in vivo para el cancer de colon.

Fase Tiempo % VO2max

Calentamiento 5 20

Protocolo de ejercicio

5 20
1X 1'30” 20 — 45
1 45
2 45
4X 1 30
1'30” rest

3.9.2.7 Analisis realizados

Al final del periodo experimental los animales fueron anestesiados con una inyeccion
intraperitoneal de ketamina/ xilacina (70/ 10) mg por kg de peso de animal. Una vez
bajo los efectos de la anestesia, la sangre fue recolectada mediante puncién cardiaca
usando heparina como anticoagulante. Los drganos extraidos fueron inspeccionados
visualmente y procesados antes de sumergirse en nitrogeno liquido para su
congelacién y posterior conservacion a -80°C, o en formaldehido para su andlisis

histoldgico.

3.9.2.7.1 Peso corporal, ingesta v peso de los érganos

El peso de los animales fue registrado semanalmente, mientras que la ingesta de
agua y comida fue determinada diariamente. La ingesta se determino tal y como se
describe en el apartado 3.9.1.6.1. Al final del periodo experimental los distintos
organos y tejidos se extrajeron, lavaron en solucion salina (NaCl 0.9%), secaron y
pesaron (corazon, bazo, rifiones, higado, colon y ciego). También la grasa epididimal
y abdominal y los musculos plantaris y gastrocnemio. Los pulmones se sumergieron
en formaldehido. Todos se inspeccionaron visualmente para verificar la ausencia de

dafios macroscopicos.
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3.9.2.7.2 Pardmetros hematicos

Los parametros hematicos fueron analizados segin lo descrito en el apartado

3.9.1.6.2.

3.9.2.7.3 Numero de polipos y distribucién

El colon se extrajo de los ratones, se limpid con solucién salina y se abrié por la mitad
para tomar una fotografia que después fue procesada con Image] 1.54d (National
Institutes of Health, USA) para medir el nimero de pdlipos, longitud y area total del
colon, asi como el drea ocupada por los distintos pdlipos encontrados. El area total
del colon se analiz6 utilizando la herramienta “ROI manager”, para ello se determino
una escala conocida para tener entre las distintas muestras la misma referencia de
tamafio y posteriormente se configurd la imagen en 8-bits y el threshold se configurd
manualmente hasta que se seleccionase toda el area del colon (Figura 21). En el caso
de los pélipos fueron analizados de forma manual tal y como se muestra en la Figura
22. Se utilizé la misma escala de tamafio que la configurada para determinar el area

total.

Arga  Maan Min Max | *

Figura 21. Anadlisis del area total del colon con la herramienta Roi Manager de Image J.
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Figura 22. Andlisis en Image ] del drea ocupada por cada poélipo desarrollado.

3.9.2.7.4 Analisis histolégico

Al finalizar el ensayo experimental se extrajeron y sumergieron en formaldehido al
4% (Ref. 9713.9010, VWR Chemicals, Barcelona, Espana) el corazén, bazo, rifiones,
pulmones, higado y colon durante 24h para la fijaciéon y conservacién de su
morfologia. Para el colon, después de tomar las fotografias oportunas, se utilizo la
técnica swiss-rolling para facilitar la visualizacion de la morfologia epitelial
intestinal [173]. Tras ello, las muestras fueron totalmente deshidratadas mediante su
inmersion en diversas soluciones crecientes de etanol, comenzando por etanol al
70%, seguido de etanol al 90% y por ultimo etanol absoluto. Posteriormente, se
sumergieron en xileno como liquido intermediario, para finalmente ser incluidas en
parafina liquida, con un procesador automatico (Tissue Processors Slee MTP). Se
obtuvieron los bloques de parafina liquida usando un centro de inclusion de tejidos
LEICA (EG1150C) y se consiguieron secciones de 5 um de los bloques de parafina
usando un microtomo (Leica, Wetzar, Alemania). Todo el instrumental usado
pertenece al Centro de Instrumentacion Cientifica del Centro de Investigaciones
Biomédicas de la UGR. Las secciones se tifieron con distintas metodologias y se
analizaron en el microscopio fotografico Nikkon Eclipse Ni (Melville, USA). La

Figura 23 muestra un esquema en detalle de todo el proceso.
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Figura 23. Esquema de los procesos de fijacion, deshidratacion e inclusion seguidos en
el andlisis histoldgico.
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3.9.2.7.4.1 Tincién mediante hematoxilina-Eosina

Esta tincion ayuda a identificar diferentes tipos de células de los distintos tejidos, asi
como a detectar cualquier cambio morfoldgico de la muestra. La hematoxilina tifie
de un violeta intenso los ribosomas y la cromatina, mientras que la eosina tifie de

rosa el citoplasma y tejido conjuntivo, entre otros [174].

Para eliminar la parafina de la muestra, éstas ya cortadas y montadas sobre
portaobjetos se sumergieron en una solucién de Xileno 100% durante 10min, dos
veces. Tras ello, la muestra se hidratd nuevamente sumergiéndola durante 5 min en
soluciones decrecientes de etanol, y por tltimo en agua destilada. Para su tincidn, se
sumergieron las muestras durante 10 min en el reactivo de Harris (Harris
Hematoxilina, Ref.253949, PanReac AppliChem, Espafa) y luego en eosina (Ref.

251299, PanReac AppliChem, Espana) durante 5 min mads. Tras cada tincion las
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muestras se lavaron durante 5 min con agua. Por ultimo, se secaron usando
soluciones crecientes de etanol hasta llegar al xilol, dénde se mantuvieron hasta su
montaje con el liquido de montaje (Organo/limonene Mount, O8015 Sigma Aldrich).
Tras el montaje, las muestras se dejaron secar al aire y ya estabas dispuesta para su

analisis microscopico.

3.9.2.7.4.2 Método de tincion pentacréomico

Se uso el método pentacromico descrito por Doello [175]. Los cortes histologicos se
desparafinaron y rehidrataron de la misma forma que la usada en la seccién anterior.
Una vez hidratadas, las muestras se sumergieron durante 5 min en las siguientes
soluciones: acido clorhidrico al 5 %, solucion de azul de toluidina y por ultimo en
solucion roja Picro Sirius (Ref. ab246832, Abcam) Tras cada tincidn, las muestras se
lavaron con agua bidestilada. Por ultimo, se dejaron secar a temperatura ambiente,
para luego lavarlas tres veces con una solucion de xilol 100 %, y montarlas con

liquido de montaje Organo/limonene Mount (Ref. O8015, Sigma Aldrich).

3.9.2.7.5 Expresion génica

La extraccién, purificacion, retrotranscripcion y PCR cuantitativa se llevo a cabo
segun lo descrito en el apartado 3.9.1.6.10, con la excepcién de que en este caso se
usaron los siguientes cebadores: Para la expresion génica de transcriptos del colon
se usaron cebadores para genes involucrados en el metabolismo oxidativo como cat
(MmO00437992), gpx2 (Mm01286848), sod2 (Mm01313000), genes codificantes de
enzimas detoxificantes como n0q1(Mm00500822_g1) y gsta2 (Mm03019257_g1),
marcadores de procesos inflamatorios como IL-16 (MmO00434228 ml) e IL-6
(Mm00446190_m1), y genes involucrados en el desarrollo del cancer como Cadm1
(Mm00457551_m1), Cdc42 (Mm01194005_g1), Pik3cd (MmO00435674_m1), slc20

(MmO00489378_m1). En el musculo se determinaron marcadores de procesos

inflamatorios como tnfa (Mm00443258_m1), IL-1b (Mm00434228_m1) e IL-6.

3.9.2.7.6 Metagendmica

El contenido cecal se recolecto al final del periodo experimental y se introdujo en

nitrégeno liquido y posteriormente a -80 °C para el posterior aislado de ADN

PD Biomedicina UGR Ana Isabel Guzman Carrasco 119



genomico (ADNg). La preparacion de bibliotecas, agrupaciéon y secuenciacion de
mini secuencias fue realizada por el Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-
Neyra (IPBLN) del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). La
extraccion se llevd a cabo usando el kit QIAamp® PowerFecal® y siguiendo las
instrucciones del fabricante para la automatizacion del proceso con el robot
QIAcube. La cuantificacion del ADN gendmico se realizé por fluorimetria (qubit) y
se analizéd mediante secuenciacion de la region V4 (233 pb) de los genes del ARN
ribosémico 16S (ARNTr) utilizando el sistema MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EE.
UU).

3.10 ESTADISTICA

Las diferencias significativas de los datos obtenidos se analizaron mediante un
analisis de la varianza de una via (ANOVA). Se utilizé la prueba de Tukey para
detectar diferencias entre las medias de los tratamientos o grupos experimentales.
Los resultados se presentan como valores medios + error estandar de la media de
tres réplicas para los ensayos in vitro, y de diez animales para los estudios in vivo.
Excepto para el analisis de expresion génica, en el que se utilizaron ocho animales.
Se aplicé especificamente la prueba t de Student para comprobar las diferencias
significativas en el experimento de digestion in vitro. El analisis se realizo con
Statistical Package for Social Sciences (IBM SPSS for Windows®, version 22.0,

Armonk, NY). El nivel de significacion se fijo en p < 0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 ENSAYOS EN MODELO DE OBESIDAD

4.1.1 Caracterizacion de los extractos vegetales

Un total de 19 especies de plantas pertenecientes a 9 familias distintas fueron
analizadas con el objetivo de extraer y concentrar los compuestos fendlicos presentes
en ellas, asi como determinar aquellas con mayor capacidad antioxidante y
rendimiento de extraccion. El rendimiento de extraccion y la capacidad antioxidante
de los extractos etandlicos realizados se muestran en la Tabla 13. El mayor
rendimiento de extraccidn se obtuvo en el extracto de la pulpa liofilizada de Argania
spinosa, seguido de L.minor (338.7 vs 300.0), S.polyrhiza (263.5 + 7.2), C.sativa (166.1 +
4.9) y P.corylifolia (145.8 + 2.1). La mayor concentracion de polifenoles totales, asi
como la mayor capacidad para inhibir la formacién del radical libre de ABTS*se
obtuvo en el extracto de A.spinosa. El extracto de semillas de O.basilicum también
mostro alta capacidad antioxidante, sin embargo, su rendimiento de extraccion fue
significativamente mas bajo que la mayoria de los extractos. El extracto etandlico de
las semillas de P.corylifolia asi como el extracto de las especies pertenecientes a la
familia Araceae (L.minor y S.polyrhiza) mostraron una alta concentracion de
polifenoles totales con 61.3, 44.7 y 58.8 ug equivalentes de AG/mg respectivamente.
Sin embargo, la capacidad de inhibir la formacion del radical libre de ABTS fue
significativamente mas elevada en especies como Brassica oleraceae. La mayor
capacidad para quelar el hierro se encontrd en el extracto etandlico de L.minor,
seguido de O. basilicum LC, dos especies de la familia Apiaceae (E.bourgatii y E.
maritimum), C.sativa y S.polyrhiza. Finalmente, la mayor capacidad de inhibir la
peroxidacion lipidica o formacion de TBARs se encontro en el extracto de O.basilicum
LC con 3.25 +0.15 unidades de actividad antioxidante (UAA) por miligramo de
extracto, seguido de los extractos de E.campestre (2.10 + 0.12), S.lycopersicum (1.56 +

0.03), C.sativa (1.45 + 0.09) y S.polyrhiza (1.43 + 0.06).
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Tabla 13. Rendimiento y capacidad antioxidante de los extractos etandlicos realizados a partir del material vegetal estudiado en el estudio de

la obesidad.
Familia Especie Material Rendimiento Polifenoles ABTS CQFe TBARs
(n=23) (mg-g'harina) (ugAGmg!)  (ugAGmg) (UCQmg")  (UAA'mg")
A. ampeloprasum var. porrum Semillas 52.8 (0.9)cdef 4.6 (0.5)> 2.34 (0.06)<  0.67 (0.01)> 0.46 (0.01)2be
Amarillidaceae Allium cepa Semillas 57.6 (1.1)%f 6.0 (0.1)® 1.36 (0.04)*  0.92 (0.00)> 0.37 (0.01)zbe
Allium cepa Semillas 69.8 (0.4)'h 5.8 (0.1) 1.45 (0.01)* 0.82 (0.01)*® 0.22 (0.00)2®
Eryngium maritimum Semillas 53.4 (0.6)df  26.8 (0.4)c  2.29 (0.03)2bc  3.74 (0.03)< 0.22 (0.00)®
Apiaceae Eryngium bourgatii Semillas 39.3 (0.4)2be 35.2(0.3)f  4.93(0.13)4 4.64 (0.04) 1.14 (0.04)%
Eryngium campestre Semillas 38.7 (0.8)abe 28.0 (0.3)c  3.31 (0.08)><¢  1.70 (0.04)'s 2.10 (0.12)8n
Lemna minor Planta completa  300.0 (3.8)" 44.7 (0.3)8  4.31 (0.06)< 5.91 (0.06)~ 0.83 (0.03)«
Araceae Spirodela polyrhiza Planta completa  263.5 (7.2) 58.8 (0.8)! 7.49 (0.35)  3.38 (0.16)  1.43 (0.06)*f
Camelina sativa Semillas 166.1 (4.9)! 37.8 (0.9)f  5.40 (0.17)df  3.95 (0.08)«  1.45 (0.09)<
Brassicaceae B. oleracea var. gemmifera Semillas 129.5 (3.6)« 28.6 (0.7)c  11.60 (0.10)" 1.60 (0.02)¢f  0.48 (0.01)bc
B.o var. gongyloides Semillas 105.1 (1.0)i 27.8(0.3)c  11.37 (0.11) 1.74 (0.01)s 0.45 (0.03)bc
Cucumis sativus Semillas 26.7 (0.4)2 4.0 (0.1) 0.46 (0.01)* 0.82 (0.02)® -
Cucurbitaceae
Cucurbita pepo Semillas 50.3 (4.5)df 6.7 (0.1)*><  1.90 (0.05)* 2.49 (0.06)"  1.53 (0.09)¢f
Fabaceae Psoralea corylifolia Semillas 145.8 (2.1)« 61.3 (0.5)! 1.82 (0.03)2  2.87 (0.01) 0.61 (0.03)bc
Cicer arietinum Semillas 107.9 (2.4) 2.7 (0.0) 0.33 (0.03) 1.78 (0.01)®s 0.13 (0.01)®
Pisum sativum Semillas 83.7 (2.5)n 6.7 (0.1)2bc 0.37 (0.01)* 1.24 (0.01)« 0.23 (0.01)®
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Lamiaceae

Sapotaceae

Solanaceae

Vicia sativa

O. basilicum Ligure Cert
O. basilicum Mammolo
Argania Spinosa
Capsicum annuum

C annuum Jalaperio

Solanum lycopersicum

Semillas
Semillas
Semillas
Pulpa
Semillas
Semillas

Semillas

87.9 (1.0)
46.9 (0.7)bede
53.6 (1.6)cef
338.7 (2.8)°
30.1 (1.2)
65.4 (1.2)f
65.2 (2.5)cfs

23.2 (0.4)
62.9 (5.3)'
60.6 (3.0"
100.3 (0.9)
24.7 (8.7)
12.3 (4.3)«
7.3 (0.3)b

7.12 (0.27)cfs
14.99 (0.29)
8.96 (0.05)s
51.2 (1.6)'
0.43 (0.05)°
0.05 (0.01)°
0.40 (0.01)°

1.81 (0.03)f
4.84 (0.01)™
2.30 (0.03)"
2.42 (0.04)»
1.68 (0.03)f
1.24 (0.03)c
0.61 (0.03)

0.27 (0.03)®

3.25 (0.15)"

1.62 (0.05)¢fs

0.64 (0.01)b<d

0.57 (0.01)e®

0.20 (0.00)e
)

1.56 (0.03)ef

Capacidad para quelar el hierro libre (CQF), capacidad de inhibicién de la peroxidacién lipidica (TBARs). Unidades equivalentes de acido galico (ug AG), unidades de
actividad antioxidante (UAA). Resultados expresados como la media + error estandar de lamedia de tres réplicas. Medias con distintas letras (a, b, ¢, d, e, f, g, h,i,j, k, 1, m, n,

o) muestran diferencias significativas (ANOVA p<0.05) tras realizar un test de Tukey.

PD Biomedicina UGR

Ana Isabel Guzman Carrasco

123



4.1.2 Disefio y caracterizacion del nutracéutico

4.1.21 Capacidad antioxidante

Los extractos que forman parte del nutracéutico fueron seleccionados en base a su
capacidad antioxidante, alto rendimiento de extraccidn y elevada concentracion de
proteinas y péptidos bioactivos en los hidrolizados proteicos, ya que este ademas de
presentar buenas propiedades biofuncionales debia ser tecnologicamente viable. Por
tanto, el nutracéutico desarrollado se compuso de un 10% de extracto etanolico de
pulpa de Argania spinosa, un 10% de extracto etanolico de semillas de Camelina sativa,
un 40% de hidrolizado proteico de semillas de Psoralea corylifolia y un 40% de
hidrolizado proteico de la planta completa de Spirodela polyrhiza. La siguiente tabla
muestra los resultados de capacidad antioxidante de las diferentes pruebas quimicas
realizadas en el nutracéutico y de los distintos extractos usados para la formulacion

de este (Tabla 14).

El nutracéutico desarrollado consiguié incrementar significativamente la capacidad
para quelar el hierro, asi como la capacidad para inhibir la peroxidacion lipidica, en
comparacion con los extractos constituyentes de forma individual. También se
consiguid un incremento en la concentracion de polifenoles totales y capacidad para

reducir hierro con respecto a 3 de sus componentes.

Tabla 14. Capacidad antioxidante del nutracéutico desarrollado, y de los distintos
extractos usados para la formulacién del mismo.

EtOH AS EtOH CS HP PC HP SpP NT
Polifenoles 76.4 (0.2  36.0 (0.8 239032  31.9(0.7°  40.9 (0.1)
(ug AGmgT)
ABTS 26.0 (1.2)d 9.1(0.12  18.8(0.1)c  16.0 (0.6)>  16.1 (0.4)b
(ug AGmg)
CQF 3.2 (0.0)c 2.1(0.00  2.2(0.0p 1.0 (0.0) 3.5 (0.0)d
(UCQ'mg1)
CRF 542 (0.1)r  23.1(0.1) 15.7(0.1)>  13.0(0.1)»  25.4 (0.4)¢
(ug AGmg)
TBARs 6.7 (0.2  11.6 (0.6)** 11.0 (0.8  15.7 (0.3)>  36.7 (3.9)
(mUAA-mg?)

Capacidad quelante del hierro (CQF); capacidad reductora del hierro (CRF), nutracéutico (NT), extracto
etanolico de Argania spinosa (EtOH AS) o Camelina sativa (EtOH CS), hidrolizado proteico de Spirodela
polyrhiza (HP SP) y Psoralea corylifolia (HP PC). Resultados expresados como la media mas la desviacion
estandar de la media de tres réplicas. Medias con distintas letras (a, b, ¢ y d) muestran diferencias
estadisticamente significativas (ANOVA p<0.05).
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4.1.2.2 Digestion in vitro

En la Tabla 15 se presentan los resultados obtenidos en la prueba de digestion in vitro.
En primer lugar, observamos que el 86.6% del nutracéutico formulado era
potencialmente absorbible, lo que indica una alta digestibilidad. Ademas, la
capacidad antioxidante del nutracéutico se mantuvo tras someterlo a este proceso,
ya que en todas las pruebas realizadas la capacidad antioxidante fue
significativamente superior a la del blanco de prueba, tanto en los dializados
(componente potencialmente absorbible), como en los retenidos (componente que

no es potencialmente absorbible y por tanto llegaria hasta el intestino grueso).

Tabla 15. Digestibilidad y capacidad antioxidante del nutracéutico tras un proceso de
digestion in vitro.

Dializado Retenido
Blanco NT Blanco NT
Digestibilidad (%) 86.6 (1.9)
Polifenoles (ug AGmg) 7.2 (0.2) 39.8 (0.7)™ 8.2 (0.4) 43.7 2.1)™
ABTS (ug AG-mg™) 9.0 (0.2) 34.5(0.5)™ 7.1(0.3) 21.7 (0.4)™
Cap quelante (UCQmg?) 0.6 (0.0) 3.0 (0.1)™ 0.4 (0.0) 3.87(0.1)™

Cap reductora (UARmg") ~ 0.8(0.1)  10.1(0.5)™  15(0.2)  11.1(0.4)™
TBARS (UAA'mL?) 0.7 (0.0) 1.7(0.0)  0.9(0.2) 3.3(0.1)™

Resultados expresados como la media mas error estandar de la media de tres réplicas. Medias con (***)
muestran diferencias significativas (p<0.001).

4.1.23 Citotoxicidad.

La citotoxicidad del nutracéutico desarrollado para el ensayo experimental del
tratamiento de la obesidad, y de los distintos extractos usados para la formulacion
de este se muestra en la Figura 24. Se representa el porcentaje de proliferacion a
distintas concentraciones del compuesto, frente la linea celular T84 sin tratar
(Control). Ni el nutracéutico, ni el extracto etandénico de C.sativa mostraron
citotoxicidad en ninguna de las concentraciones probadas. Sin embargo, cuando se
analizaron de forma aislada el resto de componentes se encontr6 una capacidad para

inhibir la proliferacion el 50% de la proliferacion celular de 752.8 + 38.9 pug/mL del
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hidrolizado proteico de S.polyrhiza, 366.0 + 36.9 ug/mL en el caso del hidrolizado

proteico de P.corylifolia y 155.0 + 28.6 pg/mL para el extracto etanolico de A.spinosa.

Citotoxicidad en T84

d ee _d
100 | = - - - - .
9 I I d I
= c c CT
s 80
o M 100 pg/mL
= 70 b
= = 200 pg/mL
O 60 I
5 b a M 400 pg/mL
‘g 50 I
E 40 c 600 pg/mL
E 30 800 pg/mL
20 m 1000 pg/mL
10 a Ib
a
0 ==l =
EtOH AS EtOH CS HP PC HP SpP NT

Figura 24. Capacidad de inhibir el crecimiento celular ensayado en la linea celular T-84
para el nutracéutico y los extractos usados en su formulacion.

4124 Capacidad antioxidante y antiinflamatoria en cultivo celular

La capacidad antioxidante y antiinflamatoria del nutracéutico, en las lineas celulares
HT-29 y J774A.1 respectivamente, se muestra en la Figura 25. El porcentaje celular
de HT-29 que sobrevivio tras la incubacion con el agente oxidante paraquat (PQ) es
del 50.1 + 1.0 %, mientras que cuando esta linea celular se preincubd con el
nutracéutico se consiguio incrementar la supervivencia celular hasta un 67.1 + 2.8%,
por lo que se consigui6 un efecto antioxidante del 17% frente al paraquat en la linea

celular HT-29.

La capacidad del nutracéutico para inhibir la formacion de éxido nitrico inducida
por la incubacion de la linea celular de macrofagos J774A.1 con LPS, fue
concentracion-dependiente. Llegando a reducir la produccion de 6xido nitrico a mas
de la mitad cuando se coincubd el LPS con 50 pg/mL de NT, en concreto, se redujo

la produccion de 15.5 +0.2 a 6.1 + 0.4. umoles.
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Figura 25. Capacidad antioxidante y antiinflamatoria del nutracéutico. Resultados
expresados como la media mas error estandar de la media de ocho réplicas. Control (CT),
paraquat (PQ), nutracéutico (NT), lipopolisacarido (LPS), 6xido nitrico (NO).

4.1.2.5 Identificacion de compuestos bioactivos

La identificacion tentativa de los principales compuestos bioactivos presentes en los
distintos extractos usados para la formulacion del nutracéutico se muestra en la
Tabla 16. En total se identificaron 51 compuestos diferentes en el nutracéutico. Con
un mayor numero de compuestos bioactivos (16) procedentes del hidrolizado
proteico de semillas de Psoralea corylifolia y del extracto etandlico de la pulpa Argania
spinosa, seguido del extracto etanodlico de semillas de Camelina sativa y el hidrolizado

de Spirodela polyrhiza, con 14 y 6, respectivamente.
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Se identificaron un total de 51 compuestos, de entre los cuales, los mas
representativos fueron los flavonoides con 23 compuestos ((R)-naringenina, acido
flavodico, quercetina, sophoraflavanona B, barbatoflavona, volkensiflavona,
dalmaisione D, dracoflavan A, lethedosido C, isoamoritin, avicularina, vitexina,
xantoangelol, hesperidina, procianidina b2, catequina, rhoifolina, gosipina, rutina,
isoquercetina, avicularina, quercetina-3-O-sofordsido, prodelfinidina B4), seguidos
de los terpenoides (apodantdsido, acuosdsido C, rosmanol, blumeoésido C, picrdsido
II, acevaltrato, tingenina B) y cumarinas (dihidrosa-midina, escoparona, glabranina,
murpanicina, bergapteno), con 7 y 5 componentes, respectivamente. Ademas, se
identificaron cuatro compuestos que pertenecen a los isoflavonoides
(hemerocallona, alpinumisoflavona, 4' - O - metilglabridin, mirificin) y lignanos (4'-
Demetilepipodohilotoxina (-D-glucésido, hidnocarpina, glucozaluzanina C,
mirislignano), tres a los fenilpropanoides (curcumina II, 6-Deoxijacareubina,
clorogenato de metilo) y dos a las quinonas (Rhein, monoacerein). Otros compuestos
también identificados, como la vacciheina A, el acido 2-O-cafeoilglucarico y el acido
cafeico 3-o-glucuronido, pertenecen a la superclase de los policétidos aromaticos, los

derivados del acido glucarico y de compuestos glicosilados, respectivamente.
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Tabla 16. Compuestos bioactivos identificados en los distintos extractos usados en el NT.

TR MS COMPUESTO FM ppm FIT FRAGMENTOS TIPO
Argania spinosa
0.85 377.0927 Vaccihein A CisHirOs  14.3 99.17 306.0615 263.0520 180.0443 Policétido
0.96 215.0361 Bergapteno CeHOs 79 66.72 197.0269 165.0546 159.0010 Cumarina
1.10  367.0999 Metil clorogenato Ci7HioO19  -9.0 9145 293.0556 239.0853 225.0683 Fenilpropanoide
1.38  609.1829 Hesperidina CasHs015 1.6 94.06 556.2178 321.0901 294.0371 Flavonoide
2.18 3710624 Acido 2-O-cafeoilglucarico CisHisOn 2.7  78.14 253.1168 239.0847 207.0574 Policétido
3.26 577.1346 Procianidina b2 CsoH26012 9.0 94.94 321.1044 293.0450 275.0511 Flavonoide
3.76  289.0748 Catequina CisHis0s 125 97.48 275.0543 239.0788 225.0721 Flavonoide
4.00 577.1549 Rhoifolin CH2014  -14 8353 321.0618 294.0135 275.0415 Flavonoide
410 479.0853 Gossypin CauHiO1i3 5.6  67.63 321.0564 207.0600 179.0671 Flavonoide
432  609.1522 Rutina CHs0016  10.8  4.56  307.0088 275.0408 239.0822 Flavonoide
4.60 463.0957 Isoquercetina CauHiOn  17.3 222 294.0232 179.0413 159.0064 Flavonoide
4.87 433.0853 Avicularina CooHi7Onn - 189  0.22  329.0309 226.9883 159.0125 Flavonoide

5.39 625.1421 Quercetina 3-O-soforésido  CorH2001z7 2.6 98.19 293.033 239.0834 226.9906 Flavonoide

6.10 609.1296 Prodelfinidina B4 CsoHsO1s 8.5 22.78 239.0906 225.0728 207.058 Flavonoide
6.52 547.1502 Mirificin CasH2rO1s 9.1 5218 293.0367 239.0920 225.0791 Isoflavona
6.55 301.0388 Quercetina CisHoO7  13.3  86.01 - - - Flavonoide
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Camelina sativa

1.05

2.58

2.76

2.87

3.14

4.37

4.96

6.43

7.06

7.65

7.89
10.56
11.99
13.04

539.1401
309.0763
511.1494
519.2805
401.1084
523.1417
623.1917
561.1456
793.3013
479.1917
505.1346
345.1702
435.2535
505.259

Blumeosido C
6-Deoxyjacareubina
Picrosido 11
Acuosido C
Apodantdsido
Barbatoflavona
Volkensiflavona
Dalmaisione D
Dracoflavona A
Acevaltrato
Lethedosido C
Rosmanol
Tingenina B

Isoamoritin

C24sH27014
CisHi30s
CsH27On3
C2sH430n1
Ci7H21011
C24H27On3
Cs6H31010
C27H20013
Ca9Has010
C24H31010
C24H25012
C20H2505
CasH350:
Ca1H3706

7.4
-19.7
9.2
-19.3
18.7
-5.5
-11.9
-8.0
-6.6
13.6
8.7
-10.0
-6.0
7.0

41.36
98.91
95.61
96.93
82.39
0.01
95.81
36
33.63
87.99
28.56
20.26
43.33
82.88

401.1378
207.008
251.051

253.1953

207.0605

227.0092

297.1126

311.1276

652.2723

293.1738
254.028

265.1567
353.204

397.2039

130

387.1347
119.0434
227.0063
311.1444
173.0217
112.9958
227.0249
251.0369
648.2186
251.0464
227.0302
251.0438
325.189
266.1328

293.132
251.0351
465.1489
441.2035
227.0172

251.048
207.0365
441.1584
653.2513
311.1239
172.9797
293.1656
266.1237
239.0678

Glucoésido
Fenilpropanoide
Terpeno
Terpeno
Glucoésido
Flavonoide
Flavonoide
Flavonoide
Flavonoide
Terpeno
Flavonoide
Terpeno
Terpeno

Flavonoide



Evaluacidn de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

Psoralea corylifolia

2.71  355.0758 Hemerocallona CioHis07  -16.9 99.81 299.0195
3.09 355.0722 Ac. cafeico 3-o-glucuronido CisHisOw 161  61.17 177.0213
446 561.1682 Demetilepipodohilotoxina* CxH»O13 13.2 97.83 425.1482
477  463.1098 Hidnocarpina CosHisOo 149  90.55 251.0421
5.57  271.0623 (R) - naringenina CisHuOs 63 98.82 149.0234
599  369.0630 Acido flavédico CioHi0s 54 9838 267.0968
6.45 283.0291 Rhein CisHOs  17.0 98.00 215.0053
6.59  387.1494 Dihidrosamidina CaH2sO7 129  99.70 325.1483
6.73  301.0381 Quercetina CisHoO7  11.0  99.61
6.79  205.0539 Escoparona CuHoOs 185 9879 191.0283
7.45  325.0388 Monoacerein CrvHoO7 123 99.22  239.0745
7.74 337.1111 Curcumina II CoHiyOs 104  99.15  128.02
10.6  339.1272 Sophoraflavanona B C2oH1oOs  11.8  97.07 323.1285
10.74  335.0958 Alpinumisoflavona CoHis0s  11.6  95.31 267.0569
11.41 323.1334 Glabranina CooHioOs 158  97.5  279.0573
11.79 337.1401 4' - O - Metilglabridin CaH210s  -11.6 98.3  309.1794
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215.0769
172.9834

365.1107
172.9791
128.0166
253.0851
205.0340
265.1486

164.0036
172.9973
119.0404
307.0518
240.0162
253.0786
254.0658

191.0442
149.0190

253.0942
128.0853
119.0434
179.0181
159.0141
239.0964

147.0019
137.0322
112.9984
173.0191
227.0439
137.0235
251.0394

Isoflavona
Policétido
Lignano
Lignano
Flavonoide
Flavonoide
Quinona
Cumarina
Flavonoide
Cumarina
Quinona
Fenilpropanoide
Flavonoide
Isoflavona
Cumarina

Isoflavona



Spirodela polyrhiza

3.44
4.22
6.34
6.97
7.92

15.99

433.0771
431.0978
407.1706
391.1909
373.1651

303.1232

Avicularina C20Hi170mn1
Vitexina C21H19010
Glucozaluzanina C C2a1H270s
Xantoangelol CasH2704
Mirislignano C21H250s
Murpanicina Ci7H190s

5.8 12.1
11.1 444
17.7  91.84
-14.8  99.26
17.7  99.99

-6.6  73.6

226.9891

293.1036

343.1792
265.122
301.135

265.1399

205.0535
226.9904
265.145
173.0271
190.0971

258.0806

161.0407
205.0513
239.087
159.0364
173.0159

226.9929

Flavonoide
Flavonoide
Lignano
Flavonoide
Lignano

Cumarina

TR: tiempo de retencion, FM: formula molecular, MS: masa molecular, FIT, ajuste (%).

* 4- Demethylepipodohyllotoxin 3-D-glucoside
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Evaluacidn de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

4.1.3 Ensayos in vivo

4.1.3.1 Peso e ingesta de los animales

El peso de los animales se muestra en la Figura 26. Como podemos observar, el
desarrollo de obesidad se establecié a partir de la tercera semana del periodo
experimental, en la que el peso del grupo de animales que consumieron una dieta
alta en grasa y fructosa en el agua de bebida (HFHF) fue superior al doble de error
estandar del grupo normocaldrico (SD). Este incremento de peso siguié aumentando
hasta la semana 9 de periodo experimental donde comenzaron a realizarse las
distintas intervenciones. Se observo, que el cambio desde una dieta obesogénica alta
en grasa y fructosa en el agua de bebida, a una dieta estandar produjo una
disminucion significativa del peso corporal de los animales que ademas fue mas
pronunciada cuando se combind con la realizaciéon de un protocolo de ejercicio fisico.
Sin embargo, la inclusidn del nutracéutico en la dieta no supuso una reduccion del
peso corporal con respecto a los animales que consumieron la dieta estandar sin

incluir el nutracéutico.
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Peso corporal

Gramos

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Semanas
SD HFHF —»—HF/SD --«=-EX ——NT --+-NT+EX

Figura 26. Evolucion del peso de los animales durante todo el periodo experimental.SD-
grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo
de intervencién nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de intervencion nutricional de
dieta estandar combinada con ejercicio; NT-grupo de intervenciéon nutricional de dieta
estandar suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervencion nutricional
de dieta estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. Los
resultados son medias de 10 ratones * error estandar de la media representado por barras
verticales.
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Evaluacidn de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

En cuanto a la ingesta de alimento y bebida, esta se presenta en las Figura 26 y Figura
27 respectivamente. Los animales que consumieron la dieta rica en grasa y fructosa
en el agua de bebida presentaron una ingesta de alimento significativamente menor
en comparacion con los animales alimentados con la dieta normocaldrica. Los grupos
de animales que cambiaron a una dieta normocaldrica combinada o no con el
protocolo de entrenamiento (HF/SD y Ex) tuvieron una ingesta de alimentos similar
a la del grupo que consumio la dieta estandar durante todo el periodo experimental
ya que se sometieron a un pair fed. Los animales que incluyeron el nutracéutico en la
dieta tuvieron una menor ingesta de alimento en comparacioén con el grupo SD, y
esta ingesta de alimento fue aun menor cuando la inclusiéon del nutracéutico se
combino con ejercicio. En relacion con el agua de bebida se observé que a partir de
la semana 9 del periodo experimental se produjo un mayor consumo en aquellos
animales que fueron alimentados con una dieta alta en grasa, y que tenian incluida
en el agua de bebida fructosa al 20% y en aquellos animales que cambiaron a una
dieta estandar y realizaron ejercicio fisico, mientras que disminuy6 en aquellos que
cambiaron a una dieta estandar (HF/SD) y en aquellos que cambiaron a una dieta
estandar con inclusion del nutracéutico, sola 0 en combinacién con el protocolo de

ejercicio fisico (NT y NT+Ex).
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Ingesta de alimento
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Figura 27. Evoluciéon de la ingesta de alimento y agua de bebida durante todo el
periodo experimental. SD-grupo de dieta estdndar; HFHF-grupo de dieta rica en
grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar; Ex-
grupo de intervencion nutricional de dieta estdndar combinada con ejercicio; NT-
grupo de intervencion nutricional de dieta estandar suplementada con el nutracéutico;
y NT+Ex-grupo de intervencién nutricional de dieta estdndar suplementada con
nutracéutico combinada con ejercicio. Los resultados son medias de 10 ratones + error
estandar de la media representado por barras verticales.
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Evaluacidn de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

La ingesta caldrica, calculada como el resultado de las calorias consumidas por la
dieta mas las calorias administradas como fructosa libre en el agua de bebida, en el
caso del grupo HFHF, se muestra en la Figura 28. Con este calculo se mostrd, que,
aunque los animales que ingirieron una dieta alta en grasa consumieron menos
gramos de dieta, las calorias ingeridas fueron significativamente superiores a las del
resto de grupos experimentales. Tras aplicar las distintas intervenciones el consumo
de calorias disminuy6 para todos los grupos que consumieron la dieta estandar ya
que se realizé un pair fed para estos animales, intentando asemejar el estilo de vida a

lo que ocurriria tras someterse a una restriccion caldrica

Ingesta calodrica

25
20
=< 15
Q
N
10
5
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13 14 15 16 17 18
Semanas
SD HFHF —»— HF/SD #- EX ——NT --+- NT+EX

Figura 28. Evolucion de la ingesta total de kilocalorias. SD-grupo de dieta estandar;
HFHEF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion nutricional
de dieta estandar; Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar combinada
con ejercicio; NT-grupo de intervencion nutricional de dieta estdndar suplementada con
el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar
suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. Los resultados son medias de
10 ratones * error estandar de la media representado por barras verticales.
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4.1.3.2 Test incremental de consumo maximo de O:

Se realizaron dos pruebas incrementales para determinar el consumo maximo de
oxigeno de los animales; uno al inicio del ensayo experimental para disefiar el
protocolo de ejercicio fisico y otro al final del periodo experimental para comprobar
como habia evolucionado este pardmetro en los animales tras las intervenciones. El
primer test se realiz6 con 8 animales elegidos al azar. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 17. El peso medio de los animales cuando se realizo la prueba
era de 29.51 +0.22 g, se alcanzo una velocidad maxima de 73cm/s, pero en promedio
la velocidad fue de 61.50 + 2.86 cm/s. lo que correspondia a un volumen de oxigeno

maximo (VO2 max) de 332.67 + 8.62 mL/min/kg y un coeficiente respiratorio (RQ) de

0.90 = 0.02.
Tabla 17. Test incremental al inicio del ensayo experimental.

Peso VO: maéx. Vel. max. Distancia RO Tiempo

(g) (ml/min/kg?®7%) (cm/ s) (cm) (min)
30.5 346.33 60 35591.6 0.84 19:40
29.9 369.67 61 36184.8 0.83 19:29
29.2 354.49 54 27709.0 0.88 17:02
29.1 334.85 70 46403.0 0.95 22:08
30.2 323.44 68 43844 .4 0.91 21:27
29.5 314.11 55 29184.0 0.95 17:28
28.9 291.91 51 24508.8 0.89 16:01
28.7 326.59 73 51671.4 0.93 23:18

Consumo maximo de oxigeno (VO: max), velocidad maxima alcanzada (vel. max), coeficiente
respiratorio (RQ). Resultados expresados por animal individual.

La ultima semana del periodo experimental se repitid la prueba incremental de
velocidad en todos los animales, encontrandose diferencias significativas (Tabla 18).
El VO2 maximo fue significativamente inferior en los animales obesos, mientras que

no existieron diferencias significativas entre el resto de los grupos.

138



Evaluacidn de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

Tabla 18. Test incremental al final del ensayo experimental.

Peso VO: max. Vel. max. Distancia Tiempo
(8) (mL/min/kg®7) (cm/ s) (cm) (min)
SD 283 (0.6 230.7 (3.5 585 (2.1)® 3305 (2413 0.86 (0.02 18:3 (0.7)
HFHF 41.7 (1.1)° 176.1 (3.5)* 56.9 (1.9)®  312.9 (20.9)* 0.92 (0.01)*® 17:6 (0.6)
HF/SD 263 (0.5¢ 2234 (69) 61.1 (2.8 363.2 (31.7)® 0.84 (0.02) 19:8 (1.2)2
EX 27.0 (0.9)» 243.7 (11.1)c 51.2 (3.7)2 250.4 (41.2)>  0.96 (0.02)> 15:8 (1.2)2
NT 28.4 (0.9) 234.1 (4.6)° 64.6 (2.4)° 407.3 (33.7)>  0.87(0.02)> 19:0 (1.2)
NT+Ex 28.8 (0.6)> 194.7 (17.6)*» 58.6 (3.4)®  346.1 (46.7)*> 0.97 (0.02)> 18:0 (0.9)

SD-grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de
intervencion nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de intervencién nutricional de dieta estandar
combinada con gjercicio; NT-grupo de intervenciéon nutricional de dieta estandar suplementada con
el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar suplementada con
nutracéutico combinada con ejercicio. Consumo maximo de oxigeno (VO2 max), velocidad maxima
alcanzada (velocidad max), coeficiente respiratorio (RQ). Resultados expresados como la media de
10 animales mas error estandar de la media entre paréntesis. Medias con distintas letras (a,b,c)

representan diferencias significativas entre grupos (ANOVA p<0.05).

4.1.3.3 Parametros hematicos

El efecto de la obesidad y de las distintas intervenciones nutricionales y de ejercicio

fisico sobre los parametros hematicos analizados se muestra en la Tabla 19. La

obesidad produjo una disminucion significativa sobre los niveles de hemoglobina

(HGB), que fueron recuperados tras la realizacion de ejercicio fisico, y sobre todo tras

combinar la practica de ejercicio fisico con el consumo del nutracéutico. El volumen

corpuscular medio (MCV) también disminuy6 al consumir la dieta alta en grasa y la

fructosa en el agua de bebida, pero ninguna intervencion puedo recuperar este

parametro. Los niveles de plaquetas que disminuyeron con el desarrollo de la

obesidad (aunque no de forma significativa) se consiguieron revertir cuando los

animales combinaron la ingesta de nutracéutico con la practica de ejercicio fisico.
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Tabla 19. Efecto de la obesidad y las distintas intervenciones nutricionales y de ejercicio fisico sobre los parametros hematicos.

SD HFHF HF/SD Ex NT NT + Ex
PLT 744.0 (52.5)b¢ 498.8 (80.2) 619.2 (61.9)b 406.4 (76.2) 466.8 (62.6)" 800.8 (52.5)¢
WBC 1.44 (0.17)® 1.79 (0.34) 1.11 (0.13)® 1.64 (0.27)® 0.85 (0.13)° 1.13 (0.1)®
RBC 8.09 (0.17)° 6.94 (0.56)° 8.30 (0.18)° 7.12 (0.35)° 7.61 (0.32)° 8.02 (0.16)°
HGB 12.8 (0.2)¢ 10.4 (0.8)® 10.1 (0.2)® 11.3 (0.5)< 9.03 (0.4)° 13.0 (0.2)
HCT 37.0 (0.6)c 32.6 (1.1)be 35.2 (0.75)b¢ 30.2 (1.4)° 31.8 (1.5)® 33.7 (0.6)®
MCV 45.6 (0.5)° 41.2 (0.8)° 42.2 (0.6)° 41.8 (0.7)° 41.8 (0.4)° 41.9 (0.2)°
MCH 15.7 (0.1)° 15.3 (0.7)° 12.1 (0.2) 16.0 (0.2)° 12.0 (0.1) 16.4 (0.3)°
MCHC 34.7 (0.2)° 37.3 2.1) 28.6 (0.13)¢ 38.3 (0.96)" 28.6 (0.4)° 38.3 (0.1)
RDW 16.2 (0.4) 17.0 (0.5) 16.3 (0.14)° 17.3 (0.45)° 16.5 (0.3)° 16.6 (0.3)°

SD-grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de intervencidn nutricional
de dieta estandar combinada con ejercicio; NT-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervenciéon
nutricional de dieta estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. PLT, plaquetas (103/uL); WBC, leucocitos; (10%/uL); RBC, eritrocitos(103/uL); HGB,
hemoglobina (g/dL); HCT, hematocrito (%); MCV, volumen corpuscular medio (fL); MCH, hemoglobina corpuscular media (pg); MCHC, concentracion MCH (g/dL); RDW,
amplitud distribucién eritrocitaria. Resultados expresados como la media de 10 animales mas error estandar de la media entre paréntesis. Medias con distintas letras (a,b,c)
representan diferencias significativas entre grupos (ANOVA p<0.05).
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4.1.3.4 Parametros bioquimicos

El efecto de la obesidad sobre los parametros bioquimicos analizados se muestra en
la siguiente tabla (Tabla 20). El grupo que consumid durante todo el periodo
experimental una dieta alta en grasa y fructosa en el agua de bebida, y desarroll6
obesidad, mostrd valores de CK-MB y colesterol LDL significativamente superiores
al grupo que ingiri6 una dieta normocaldrica (grupo control delgado). Estas
diferencias fueron revertidas con todas las intervenciones nutricionales y de ejercicio
fisico realizadas, de manera que los grupos que consumieron el nutracéutico de
forma aislada o combinado con la realizacion de un protocolo de ejercicio fisico (NT
y NT+Ex) y aquellos animales que después de consumir la dieta alta en grasa y
fructosa, cambiaron a una dieta normocalérica (HF/SD), mostraron valores
significativamente inferiores en los niveles de colesterol LDL, incluso por debajo a
los del control normocalérico. Ademas, los animales que consumieron el
nutracéutico de forma aislada aumentaron significativamente los niveles
plasmaticos de Colesterol HDL. Con respecto a los niveles de TG, pudimos observar
que aquellos animales que consumieron el nutracetutico y ademads realizaron el
protocolo de ejercicio fisico mostraron niveles significativamente inferiores en TG y
fosfolipidos que el resto de los grupos experimentales. Ademas, la realizaciéon de
ejercicio fisico de forma aislada provoco un aumento significativo en los niveles de

acido arico plasmatico.
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Tabla 20. Efecto sobre parametros bioquimicos de la obesidad, asi como de las distintas intervenciones nutricionales y de ejercicio fisico.

SD

HFHF

HF/SD Ex NT NT + Ex
LDH (U/L) 1260 (143): 1157 (152)° 1209 (90): 1427 (45 948 (127)¢ 1156 (147):
CK-MB (U/L) 206.7 (36.6)° 454.6 (82.2)° 216.1 (15.1)c 302.5 (27.8): 190.1 (25.5) 192.2 (25.5)
ACE (U/L) 320.2 (27.7)° 291.5 (11.7)¢ 308.5 (6.4)° 349.6 (30.1)¢ 307.4 (12.8): 294.6 (14.4)°
Colesterol total (mg/dL) 95.8 (3.8 165.5 (13.5)° 102.3 (1.9)2 87.8 (9.2)2 106.5 (2.4)° 100.4 (5.7):
Colesterol HDL (mg/dL) 40.0 (4.6) 46.8 (0.2) 482 (2.4)® 46.8 (3.9)® 55.5 (2.6)° 48.4 (4.4)°
Colesterol LDL mg/dL) 10.7 (0.53)° 22.0 (2.5)¢ 6.17 (0.69): 8.93 (0.39)e® 5.89 (0.62)° 5.48 (0.39)
A. Urico (mg/dL) 1.10 (0.07) 0.69 (0.03) 0.89 (0.11) 1.86 (0.14)¢ 1.50 (0.12)¢ 1.24 (0.20)b<
Albtimina (g/dL) 3.43 (0.17) 3.61 (0.24) 3.52 (0.18)2 3.83 (0.04) 3.65 (0.11)2 4.10 (0.19)
Creatinina (mg/dL) 0.12 (0.02) 0.43 (0.15)° 0.07 (0.01)" 0.08 (0.03)" 0.30 (0.14): 0.31 (0.14):
Fésforo UV (mg/dL) 9.52 (0.58)7 9.59 (0.61)" 8.46 (0.72) 8.32 (0.42) 8.11 (0.59) 8.28 (0.80):
Calcio ARS (mg/dL) 8.74 (0.40): 9.06 (0.61): 8.17 (0.96): 9.29 (0.84) 9.48 (0.64) 9.53 (0.25)"
Triglicéridos (mg/dL) 43.1 (1.1) 40.5 (2.2 33.2 (3.2) 36.6 (2.2)® 46.8 (2.8) 31.5 2.0)°
Fosfolipidos (mg/dL) 53.3 (1.9)° 53.8 (1.2)° 52.7 (2.6)° 36.8 (2.6) 61.6 (2.0)° 39.0 (0.9)

SD-grupo de dieta estandar; HFHE-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de intervencion nutricional
de dieta estandar combinada con ejercicio; NT-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervenciéon
nutricional de dieta estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. Enzimas lactato deshidrogenasa (LDH), creatina quinasa (CK-MB) y la convertidora de

angiotensina (ACE). Resultados expresados como la media de 10 animales mas error estandar de la media, entre paréntesis. Medias con distintas letras (a,b,c) representan
diferencias significativas entre grupos (ANOVA p<0.05).

142



4.1.3.5 Inmunoensayo

La concentracidon (pg/mL) de los distintos pardmetros plasmaticos analizados se
muestra en la Tabla 21. En relacion con los marcadores inflamatorios analizados, el
desarrollo de la obesidad aumentd significativamente la concentracion plasmatica de
TNFa y resistina. La concentracion plasmatica de TNFa se redujo significativamente
en los animales que realizaron ejercicio fisico y/o consumieron el nutracéutico,
mientras que la resistina plasmatica disminuy¢ significativamente en los animales
en los que se sustituy6 la dieta HFHF por la dieta normocaldrica (HFSD). Ademas,
el ejercicio fisico y especialmente el consumo del nutracéutico o la combinacion de
ambos disminuyeron significativamente este parametro. La interleucina IL-6 no se
vio afectada por el desarrollo de la obesidad bajo nuestras condiciones
experimentales, pero la realizacion de ejercicio o la ingesta del nutracéutico, asi como
la combinacion de ambas intervenciones, disminuyeron significativamente este

parametro.

Con respecto a los marcadores relacionados con el metabolismo glucidico y lipidico,
el desarrollo de la obesidad supuso un incremento en los niveles de insulina y
leptina. Este efecto se consiguid revertir con todas las intervenciones realizadas,
alcanzando una disminucion mas pronunciada con el nutracéutico y el protocolo de
ejercicio. En el caso de la concentracion plasmatica de PYY y GLP-1 no se encontraron
d]ijfg%encias,si nificativas con elmde?a\rrollyo de la obesidad, pero los niveles de PYY
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fueron significativamente reducidos cuando los ratones realizaron ejercicio fisico, y
en el caso del GLP-1 este parametro disminuyd con todas las intervenciones

realizadas.




Tabla 21. Efecto del desarrollo de obesidad y de distintas intervenciones para revertirla sobre la concentracion de citoquinas y hormonas.

SD HFHF HF/ SD Ex NT NT+Ex
TNF a 2.86 (0.14)° 3.82 (0.24)° 3.36 (0.23) 1.21 (0.01)¢ 1.44 (0.09)° 1.69 (0.07)°
Resistina 14099 (673)¢ 19345 (967)¢ 12071 (698)< 10574 (498)be 7022 (337)° 8540 (500)¢
IL-6 20.5 (0.4)° 20.3 (0.8)° 17.5 (0.8) 12.0 (1.2)° 10.4 (0.5)° 11.2 (1.0
Insulina 600.7 (53.2)° 1096.0 (105.2)¢ 353.8 (33.5) 315.0 (28.0) 244.3 (11.3)¢ 204.2 (13.0)°
Leptina 2504.0 (204.0)° 7330.6 (325.1)° 665.4 (63.9)° 213.7 (14.0) 585.2 (49.6)" 237.2 (13.2)¢
GLP-1 15.7 (0.4)¢ 15.2 (1.2)¢ 9.4 (0.3)° 10.0 (0.2)® 12.4 (0.5)° 10.5 (0.4)®
PYY 44.2 (3.2)° 47.1 (2.8)° 52.0 (3.1) 23.7 (1.7)° 48.7 (3.2)° 26.9 (3.6)°

SD-grupo de dieta estandar; HFHE-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de intervencién nutricional
de dieta estandar combinada con ejercicio; NT-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervenciéon
nutricional de dieta estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. Resultados expresados como pg/mL de la media de 10 animales mas error estandar de la
media, entre paréntesis. Medias con distintas letras (a,b,c,d,e) representan diferencias significativas entre grupos (ANOVA p<0.05).
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4.1.3.6 Indices bioldgicos determinados

En la Tabla 22 se muestra la longitud y circunferencia corporal de los animales, el
indice de masa corporal, indice de Lee y los distintos indices aterogénicos calculados.
Todos estos indices, fueron significativamente incrementados con el desarrollo de la
obesidad a excepcion de la relacion entre los TG y el colesterol HDL. Aunque todas
las intervenciones consiguieron revertir el efecto de la obesidad sobre estos
parametros, se consiguiéo un efecto mas pronunciado en aquellos animales que
ingirieron el nutracéutico en la dieta y ademas combinaron esta intervencién con la
realizacion del protocolo de ejercicio fisico. Sobre todo, los indices de TG/HDL y Ln
(TG/HDL), ya que ademas consiguid disminuirlos a niveles inferiores a los obtenidos
en el grupo de animales normocaldrico. Al igual que ocurrié con el indice LDL/HDL
donde la ingesta de nutracéutico disminuy6 este parametro incluso por debajo de

los valores del grupo SD.
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Tabla 22. Efecto de la obesidad y de las intervenciones nutricionales o de ejercicio fisico sobre indices antropométricos, aterogénicos e indice

de Lee.
SD HFHF HF/ SD Ex NT NT+Ex

Longitud (cm) 9.66 (0.07)> 9.96 (0.05)° 9.70 (0.09)® 9.48 (0.02) 9.57 (0.10) 9.50 (0.00)2
AC (cm) 8.50 (0.27)° 9.53 (0.13)¢ 7.97 (0.06)2® 8.09 (0.06)* 7.74 (0.08)? 7.80 (0.19)2
IMC 0.31 (0.00)2 0.42 (0.01)® 0.30 (0.01)2 0.32 (0.01)2 0.31 (0.01) 0.33 (0.00)
Lee 0.56 (0.01) 0.64 (0.01)° 0.55 (0.01)° 0.57 (0.00)2 0.56 (0.01) 0.57 (0.00)
HOMA 4.93 (0.38)° 11.8 (1.0) 2.45 (0.20)> 2.51 (0.24) 1.78 (0.08)2 1.67 (0.13)2
COL/ HDL 2.32 (0.15) 3.53 (0.23)° 2.17 (0.11)> 2.23 (0.08)> 1.94 (0.06) 2.05 (0.06)
TyG 7.78 (0.10)b¢ 8.10 (0.06)c 7.39 (0.05)2 7.60 (0.12)® 7.76 (0.03)° 7.50 (0.04)®
No HDL 56.2 (2.6) 118.6 (11.0)® 54.2 (2.6) 57.2 (1.9) 49.6 (2.1) 47.7 (1.5)

TG/HDL 0.92 (0.04)° 0.92 (0.03)® 0.81 (0.02)* 0.83 (0.04)° 0.81 (0.02)*® 0.67 (0.05)
LDL/HDL 0.23 (0.01)» 0.37 (0.07)¢ 0.16 (0.01)*® 0.17 (0.02)*® 0.10 (0.01)2 0.11 (0.01)2
(C-HDL)/ HDL 1.19 (0.08)2 2.50 (0.14)° 1.22 (0.10)2 1.28 (0.06)2 0.94 (0.06) 1.04 (0.06)>
Ln (TG/HDL) -0.04 (0.02)> -0.04 (0.02)> -0.09 (0.01)> -0.09 (0.02)> -0.10 (0.01) -0.17 (0.02)2

Circunferencia abdominal (AC), indice de masa corporal (IMC). SD-grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion
nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar combinada con ejercicio; NT-grupo de intervencidn nutricional de dieta estandar
suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervencién nutricional de dieta estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. Resultados expresados
como la media de 10 animales mas error estandar de la media, entre paréntesis. Medias con distintas letras (a,b,c,) representan diferencias significativas entre grupos (ANOVA
p<0.05).
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/
4.1.3.7 Test de tolerancia oral a la glucosa (TTOG)

En la tltima semana del periodo experimental se realiz6 la prueba de tolerancia oral
a la glucosa. Antes de la administracién de la sobrecarga oral de glucosa se midio la
glucosa basal de los ratones de los distintos grupos. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 29 y Tabla 23. Con relacién a la glucemia basal, se pudo
observar que el desarrollo de la obesidad mediante la administracion de la dieta
hipercaldrica incrementd significativamente los valores de glucemia basal con
respecto al resto de grupos experimentales. Tras 15 min de la sobrecarga oral de
glucosa se observd un incremento significativo en los niveles de glucemia de los
animales de los grupos HFHF, HF/SD y SD, con respecto a los grupos de animales
que consumieron el nutracéutico, realizaron ejercicio o combinaron ambas
intervenciones. A los 30, 60, 90 y 120 min el nivel de glucosa del grupo de animales
que desarrollé la obesidad siguid siendo significativamente superior al resto de
grupos. A partir de los 90 min los niveles de glucosa del grupo SD se equipararon a
los de los grupos experimentales mientras, el resto de los grupos consigui6 alcanzar
los niveles de glucemia basal practicamente a los 120 min después de la sobrecarga

oral de glucosa.

Tras finalizar la prueba los resultados se transformaron y representaron como datos
arbitrarios para obtener el drea bajo la curva de cada grupo experimental (Figura 30).
Ellj%gs]ggtﬂllg lgiae[fz? gbesidaélgrgé?fj]o%glgﬁ;rlgar{’lc‘gsgiognificativo del area bajo la c&%a
con respecto al resto de grupos experimentales. El grupo HF/SD presentd unos

valores equiparables al grupo control normocaldrico, mientras que la realizacion del

ejercicio fisico y la administracion del nutracéutico redujeron significativamente este




parametro, y mdas aun cuando las dos intervenciones se combinaron.
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Figura 29. Evolucion de los niveles de glucemia basal y tras 15, 30, 60, 90 y 120 min de
una sobrecarga oral de glucosa. SD-grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica
en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar; Ex-
grupo de intervencion nutricional de dieta estandar combinada con ejercicio; NT-grupo
de intervencion nutricional de dieta estandar suplementada con el nutracéutico; y
NT+Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta estdndar suplementada con
nutracéutico combinada con ejercicio. Los resultados son medias de 10 ratones mas el
error estandar de la media representado por barras verticales.
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Evaluacion de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

Tabla 23. Valores de glucemia basal y tras 15, 30, 60, 90 y 120 min del TTOG.

Basal 15min 30min 60min 90min 120min
SD 115.2 (10.2)*  264.2 (16.3)®® 236.6 (12.0)° 193.4 (11.4)>< 175.3 (12.7)>  158.3 (8.0)°
HFHF 155.6 (6.6)>  324.0 (15.7)> 3129 (18.1)c 221.3(13.5)c 231.7 (8.6)c 229.7 (12.2)
HF/SD 95.8 (6.0) 276.4 (18.1)* 213.9 (8.0)® 159.9 (3.5)** 141.2 (5.8)* 126.2 (3.8)*®
Ex 114.2 (11.4)»  222.0(11.0)»  172.0 (7.6)> 148.4 (6.4)» 133.7(6.9)* 125.9 (8.1)
NT 106.2 (4.1)2 2441 (8.3  196.9 (9.9)® 156.1 (4.3)*®> 145.0 (3.8)*® 132.6 (4.4)®
NT+Ex 115.7 (2.6)> 2343 (11.4)>  183.0 (7.4)» 149.6 (8.6)>  140.1 (3.6)> 139.4 (4.8)*®

SD-grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HE/SD-grupo de intervencion nutricional
de dieta estandar; Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar combinada con ejercicio; NT-grupo de
intervencion nutricional de dieta estandar suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervencién nutricional
de dieta estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. Resultados expresados en mg/dL de la media
de 10 animales mas error estandar de la media entre paréntesis. Medias con distintas letras (a,b,c) representan diferencias

significativas entre grupos (ANOVA p<0.05).
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Figura 30. Efecto de la obesidad e intervenciones sobre los valores del area bajo la curva
(AUC) después de realizar un test de tolerancia oral a la glucosa. SD-grupo de dieta
estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion
nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar
combinada con ejercicio; NT-grupo de intervencién nutricional de dieta estandar
suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta
estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. Los resultados se
expresan como unidades arbitrarias (UA) de la media de 10 ratones mas el error estandar
de la media representado por barras verticales. Medias con distintas letras (a,b,c)
representan diferencias significativas entre grupos (ANOVA p<0.05).
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4.1.3.8 Composicidon corporal

El efecto del desarrollo de la obesidad y las distintas intervenciones sobre la
composicion corporal se muestra en la Tabla 24. Se pudo observar que el grupo de
animales que consumieron la dieta hipercaldrica y la fructosa en el agua de bebida
durante todo el periodo experimental (HFHF) presentd valores significativamente
superiores en el porcentaje de grasa, disminuyendo en consecuencia el porcentaje de
agua y masa magra. Esto fue revertido con las distintas intervenciones consiguiendo
equiparar el porcentaje de grasa a la del grupo normocaldrico (SD) con la
intervencion nutricional de cambio a una dieta normocaldrica sola (HF/SD) o en
combinacion con el nutracéutico (NT). Esta disminucion fue incluso mas remarcada,
mostrando valores significativamente inferiores en los animales que realizaron el
programa de ejercicio fisico. Paralelamente, el porcentaje de masa magra se
incremento en todos los grupos con intervenciones (HF/SD, Ex, NT y NT+Ex) aunque

de forma mads pronunciada en aquellos que realizan ejercicio fisico (Ex, NT+Ex).

Tabla 24. Composicion corporal de los distintos grupos experimentales.

Grasa (%) Masa magra (%) Agua Total (%)
SD 11.9 (0.6)° 88.1 (0.6)° 72.3 (1.0)°
HF 33.8 (1.2)¢ 67.6 (1.6) 54.1 (1.6)
HF/ SD 11.6 (0.7)° 88.4 (0.7)bc 70.1 (0.7)>
EX 8.7 (0.5) 91.7 (0.6) 71.3 (1.1)*
NT 11.7 (0.3)° 88.0 (0.4)bc 69.6 (0.4)°
NT+Ex 8.1 (0.3) 91.9 (0.3) 71.3 (1.1)*

SD-grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion
nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar combinada con
ejercicio; NT-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar suplementada con el nutracéutico; y
NT+Ex-grupo de intervencién nutricional de dieta estandar suplementada con nutracéutico combinada
con ejercicio. Resultados expresados como la media de 10 animales mas error estandar de la media entre
paréntesis. Medias con distintas letras (a,b,c) representan diferencias significativas entre grupos (ANOVA
p<0.05).
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Evaluacidn de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

4.1.3.9 Peso de los 6rganos

El efecto del desarrollo de la obesidad, asi como de las distintas intervenciones
realizadas, sobre el peso de los érganos se muestran en la Tabla 25. El desarrollo de
la obesidad tuvo un impacto significativo en el peso de los diferentes 6rganos,
aumentando el tamario del colon, la grasa abdominal y la grasa epididimal. Aunque
no de forma significativa, el desarrollo de la obesidad también supuso un aumento
del tamafio del higado, los rifiones, el corazon y el bazo, mientras que el peso del
ciego se redujo en los animales obesos. El aumento del tamafo del higado, la grasa
epididimal y la grasa abdominal se invirti6 completamente con todas las
intervenciones aplicadas: cambio de dieta, realizacion del protocolo de ejercicio e
ingesta del nutracéutico. Por tltimo, el cambio de dieta a una dieta normocaldrica y
la inclusién del nutracéutico en la dieta produjo un aumento significativo del peso

del ciego.

Tabla 25. Efecto del desarrollo de la obesidad, asi como de las distintas intervenciones

realizadas, sobre el peso de los 6rganos analizados

SD HF HF/ SD Ex NT NT + Ex
Higado ?)163; ((%?i);c 5.9 (0.23)c 4.70 (0.07y° 458 (0.13) 4.62 (0.10)y® 4.40 (0.12)°
Rifiones 00 WU 071 001y 076 0.01 0.75 (0.01) 072 (0.01)® 0.68 (0.01)°
Corazén OV OV2 664 001y 0.62(0.010 0.62(0.02¢ 0.64(0.01) 0.60 (0.01)
. 0.32 (0.03)%° 0.38 (0.02)° 0.33 (0.02)% 0.30 (0.02)° 0.32 (0.01)* 0.33 (0.03)®
Ciego 024001 019001y 026(001) 020002y 0250017 026 (01
Colon 038001y 0.50 (0.02) 0.46 (0.02)° 054 (0.01)< 048 (0.02) 0.56 (0.01)
Gr.epid. VO 5670520 2.89 (026 2.63 (034 353 (0.47) 2.68 (037)
Gr.abd. 012599 0320 070 0.09¢ 0.67 (015 1.08 (0.17) 0.84 (0.20)
Gastroc. 0% WO 057 (0.01) 0.57 (0.01y® 0.55 (0.01)® 0.58 (0.01)° 0.54 (0.01)2
Plantaris >0 VY. 008 (0,00 0.08 0.00) 0.07 (0.00) 0.08 (0.00) 0.08 (0.00):

Grasa epididimal (Gr.epid.), grasa abdominal (Gr.abd.), gastrocnemius (gastroc). SD-grupo de dieta estandar;
HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar;
Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar combinada con ejercicio; NT-grupo de intervencion
nutricional de dieta estandar suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervencion nutricional de
dieta estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. Resultados expresados en gramos
como la media de 10 animales mas error estandar de la media entre paréntesis. Medias con distintas letras (a,b,
c) representan diferencias significativas entre grupos (ANOVA p<0.05).
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4.1.3.10 Parametros hepaticos

4.1.3.10.1 Porcentaje de grasa y humedad

El efecto del desarrollo de la obesidad, asi como de las distintas intervenciones
realizadas, sobre el porcentaje de grasa y humedad en el higado se muestran en la
Figura 31. El higado del grupo de animales obesos mostré un porcentaje
significativamente mayor de grasa de 11.63 + 0.52 y, en consecuencia, un menor
porcentaje de humedad (64.5 + 1.8) que el resto de los grupos. Todas las
intervenciones produjeron una disminucion significativa del porcentaje de grasa
hepatica obteniendo valores similares al grupo de animales que consumieron la dieta

estandar durante todo el periodo experimental.
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Figura 31. Efecto del desarrollo de la obesidad, asi como de las distintas intervenciones
realizadas, sobre el porcentaje de grasa y humedad en el higado. SD-grupo de dieta
estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion
nutricional de dieta estdndar; Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar
combinada con ejercicio; NT-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar
suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta
estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. Los resultados son
medias de 10 ratones mas el error estdndar de la media representado por barras
verticales. Medias con distintas letras representan diferencias significativas (p<0.05) con
respecto al porcentaje graso (a, b, ¢) y humedad (A,B,C).
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Evaluacidn de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

4.1.3.10.2 Actividad enzimatica del higado

La Tabla 26 muestra el efecto del desarrollo de la obesidad y de las distintas
intervenciones realizadas sobre la actividad de las enzimas antioxidantes y la
actividad detoxificante del higado. La induccion de la obesidad produjo un aumento
significativo de la actividad de las enzimas SOD dependiente de Cu/Zn y la enzima
GST en comparacion con el grupo delgado (SD). Mientras que todas las
intervenciones realizadas restablecieron los valores de la enzima SOD Cu/Zn
similares a los del grupo SD, sélo la inclusion del nutracéutico en la dieta consiguio
normalizar la actividad de la enzima GST. Aunque el desarrollo de obesidad en
nuestro modelo experimental no produjo cambios significativos en la actividad
enzimatica SOD Mn, todas las intervenciones ensayadas aumentaron la actividad de
esta enzima, siendo significativo este aumento con respecto al control delgado (SD)
cuando se incluyd en nutracéutico en la dieta de los animales. Ademas, la actividad
CAT disminuy® significativamente en el grupo que realizé el protocolo de ejercicio
en relacién con el grupo de control delgado y el grupon control obeso, mientras que
la combinacién de la inclusién en la dieta de nutracéutico y el protocolo de ejercicio

aumento significativamente la actividad GPx.

Tabla 26. Efecto del desarrollo de la obesidad y de las distintas intervenciones realizadas sobre
la actividad antioxidante del higado.

SD HF HF/ SD Ex NT NT + Ex
CAT 7.00 (0.14)>  7.01 (0.26)>  7.00 (0.15)>  6.10 (0.11)* 6.43 (0.1)* 6.20 (0.25)®
GPx 465 (0.31) 523 (0.22) 5.58 (0.22)®c 5.61 (0.24)% 6.08 (0.28)  6.35 (0.22)¢

SODMn  27.3(18f  257(L3) 338 (L1p  357(L3)> 37.5(L2)P  42.1(0.9)
SODCw/zn 3989 (11.6)> 4754 (15.0) 367.7 (7.8) 369.7 (9.0)> 389.4 (6.6) 346.6 (6.6)
SODT  428.0 (2250 480.6 (20.7)> 4015 (7.9 405.4 (9.5)5 427.0 (6.7)" 388.8 (10.2)
GST 1684 (67.1) 2313 (1169)> 2050 (65.5)> 2105 (43.9)> 1720 (81.7)* 1699 (56.9)

Catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), superdxido dismutasa dependiente de Mn (SOD-Mn), de Cu/Zn (SOD-
Cu/Zn) o total (SOD T). SD-grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de
intervencion nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta estdndar combinada con
ejercicio; NT-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo
de intervencion nutricional de dieta estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. Resultados
expresados como unidad de actividad enzimatica (UA) por mg de proteina, menos para GPx que se expresan en nmol
NADPH/min/mg proteina de la media de 10 animales mas error estandar de la media entre parétnesis. Medias con
distintas letras (a,b,c) representan diferencias significativas entre grupos (ANOVA p<0.05).
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4.1.3.11 Expresion génica en higado y musculo

Los resultados de expresion génica de enzimas antioxidantes relacionados con la
actividad antioxidante, detoxificantes y marcadores de inflamacion en el higado y el
musculo plantaris se muestran en la Tabla 27. El desarrollo de la obesidad aumento
significativamente la expresiéon génica del marcador de inflamacién tnfa. Este
aumento se revirti6 con el tratamiento dietético con una dieta estandar y
concretamente tnfo.. mostréd una remarcada disminucion de la expresion génica en
los grupos que realizaron el protocolo de ejercicio o consumieron el nutracéutico.
Los niveles de expresion para cat, sod2, gsta2 y nqol aumentaron significativamente
en los animales que consumieron el nutracéutico combinado con la realizacion del
protocolo de ejercicio (NT+Ex) en comparacion con los grupos control, tanto delgado
como obeso. Mientras que el ejercicio por si solo incremento la expresion génica de
las enzimas cat y sod2, y la inclusion en la dieta del nutracéutico provocd un aumento

de la actividad cat y gsta2 y una disminucion significativa de la actividad sod1.

En cuanto a la expresion génica en el musculo se observé un aumento significativo
en la expresion de la gpx a causa del desarrollo de la obesidad. Sin embargo, el
cambio de una dieta alta en grasa combinado con el consumo de fructosa en el agua
de bebida a una dieta normocaldrica estandar, combinada o no con la practica de
ejercicio fisico, modifico la expresion génica muscular de las enzimas antioxidantes
de diferente forma. La expresion génica de cat, sodl y sod2 disminuyo
significativamente, mientras que la expresion de gpx2 se vio aumentada también
significativamente. La inclusion del nutracéutico en la dieta aumento
significativamente la expresion génica de cat y sod2 en comparacion con el grupo
HF/SD. Por ultimo, la combinacion de ingesta del nutracéutico y la practica de
ejercicio fisico aumento significativamente la expresion génica de la cat, la sod 1y 2

(Tabla 27).
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Tabla 27. Expresion génica de enzimas relacionados con la actividad antioxidante,

detoxificante y biomarcadores inflamatorios en el higado y el musculo plantaris.

SD HFHF HF/SD EX NT NT+Ex

cat  1.00 (0.13)* 1.11(0.10) 1.73 (0.06)> 1.84 (0.13)> 2.09 (0.25)* 2.54 (0.19)c
gpx2  1.00 (0.08) 1.04 (0.18y 1.45(0.07y 1.22(0.12¢ 1.22(0.22)* 1.11(0.14)
o sodl 100 (005 119 (0.03) 081 (005 1.06(0.13) 0.62(0.05) 1.06(0.07)
% sod2  1.00 (0.06) 1.11(0.07)* 1.40 (0.06)* 1.53(0.06)c 1.07 (0.05) 1.71 (0.10)c
T ngol 1.00 (0.09y° 0.4 (0.06) 1.69 (0.21) 0.61 (0.04) 0.85 (0.22) 1.85 (0.25)c
gsta2  1.00 (0.18) 0.77 (0.16)® 1.12 (0.07)>x 0.62 (0.02)* 1.23 (0.09)c 1.60 (016)¢
tnfa  1.00 (0.08)> 1.94(0.17)¢ 1.01 (0.11)> 0.61 (0.05) 0.86 (0.07) 1.46 (0.05)c
cat  1.00 (0.08)> 1.13 (0.08)> 0.54 (0.02 0.61 (0.04) 1.48 (0.10)c 1.51 (0.08)c

% gpx2  1.00 (0.07) 1.82 (0.18)> 4.04 (0.49) 3.02 (0.21)c 1.41 (0.15)*> 1.03 (0.08)"
é sodl  1.00 (0.07)¢ 0.90 (0.07) 0.68 (0.03)™ 0.55 (0.04)* 0.80 (0.02)>c 1.22 (0.04)c
= od2 100 (0.06)*=  0.92 (0.06)> 0.59 (0.03) 0.85 (0.07)> 1.11 (0.04)c 1.50 (0.07)¢

Los datos de expresion génica se expresan en términos relativos frente a la expresion de la 3-actina para catalasa
(cat); glutation peroxidasa (gpx1); superoxido dismutasa citosdlica (sod1); superoxido dismutasa mitocondrial
(sod2); quinona reductasa (nqol), glutation s-transferasa (gsta2) y factor de necrosis tumoral alfa (tnfar). SD-
grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion
nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de intervencién nutricional de dieta estandar combinada con ejercicio;
NT-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de
intervencién nutricional de dieta estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. Los
resultados son medias mas error estandar (entre paréntesis) de ocho animales. Las medias con letras diferentes

(a, b, ¢) son significativamente diferentes (ANOVA, P <0,05).

Los resultados de la expresion génica de transcriptos relacionados con el
metabolismo glucidico y lipidico tanto en higado como en el musculo plantaris se
muestran en la Tabla 28. El desarrollo de la obesidad dio lugar a un aumento
significativo de la expresion génica para el receptor tipo alfa activado por el
proliferador de peroxisomas (ppara) y la glicoproteina plaquetaria translocasa de
acidos grasos (cd36), mientras que disminuyo significativamente los niveles de
expresion de la sintasa de acidos grasos (fasn). En el caso del ppara y la fasn, los
niveles de expresion génica no consiguieron revertirse bajo ninguna de las
intervenciones realizadas, alcanzando los valores significativamente mayores en los
grupos que ingirieron el nutracéutico y lo combinaron con la realizacion de ejercicio

fisico. La expresion de la estearil-CoA desaturasa (scd1) y de la lipoproteina lipasa
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(Ipl) no se vio influenciada por el desarrollo de la obesidad, sin embargo, estas fueron
sobreexpresadas en aquellos animales que realizaron el protocolo de ejercicio fisico.
En concreto, scdl incrementd su expresion génica en el higado debido a la realizacion
del programa de ejercicio fisico combinado con el cambio de una dieta alta en grasa
combinada con la ingesta de fructosa en el agua de bebida a una dieta estandar,
mientras que Ipl mostré una significativamente mayor expresion gracias a la

combinacién de la realizacion del programa de ejercicio fisico y la ingesta del

nutracéutico.

Tabla 28. Expresion génica de transcriptos relacionados con el metabolismo glucidico y
lipidico en el higado y musculo plantaris, al final del periodo experimental.

SD HFHF HF/SD EX NT NT+Ex
sedl 100 (0.12) 1.67 (0.26) 2.01(0.15) 10.52 (1.10)c 1.62 (0.26)* 8.05 (0.65)°
o Pparo 100 (0.09¢ 249 (0.18)° 247 (0.13)° 271 (0.16)* 2.92 (030)* 3.07 (0.17
% Ipl  1.00 (0.05) 1.41(0.12)® 1.72 (0.15) 226 (0.26)° 1.93 (0.41)> 3.59 (0.25)
T cd36 1.00(0.11) 2.43 (0.23) 1.88 (0.09)x 1.54 (0.18)® 2.79 (0.31)% 3.36 (0.26)
fasn  1.00(0.17)> 023 (0.01 0.25(0.020 0.27 (0.02) 0.18 (0.02)* 0.31 (0.03)¢
glutd  1.00 (0.04= 0.89 (0.04)* 0.98 (0.04) 0.92 (0.04): 1.67 (0.14)> 2.58 (0.14)c
igfl  1.00 (0.11) 0.84 (0.10)* 1.13 (0.15) 1.20 (0.06)® 1.43 (0.14)> 1.66 (0.18)c
8 lipin1 1.00 (0.07)® 0.83 (0.07)* 1.17 (0.07)> 1.00 (0.04)> 1.41 (0.09)° 2.12 (0.17)
% pparo. 1.00 (0.07) 1.19 (0.08) 2.37 (0.10)> 2.21 (0.11)>  2.48 (0.21)° 2.24 (0.36)"
= 36 1.00 (0.09) 1.63(0.22)c 1.02 (0.04y 1.18 (0.08)y> 1.38 (0.06)> 1.65 (0.05)c
pten 1.00 (0.09) 0.94 (0.05) 1.07 (0.05) 1.03 (0.07y 1.47 (0.17)> 1.67 (0.17)°

Los datos de expresion génica se expresan en términos relativos frente a la expresion de la f-ACTINA. SD-grupo
de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencién nutricional de
dieta estandar; Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar combinada con ejercicio; NT-grupo de
intervencion nutricional de dieta estandar suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervenciéon
nutricional de dieta estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. Los resultados son la
media mas el error estandar de la media (entre paréntesis) de ocho animales. Las medias con letras diferentes (a,

b, ¢, d, e) son significativamente diferentes (ANOVA, P <0,05).

En el musculo plantaris, el desarrollo de la obesidad solo afecto significativamente a
la expresion de cd36, que se vio incrementada. Este efecto fue revertido en los
animales que cambiaron a una dieta estandar y en los que ademads practicaron
ejercicio fisico La expresion de la proteina transportadora de glucosa (glut 4), el factor

de crecimiento insulinico tipo 1 (igf1), la lipina y el pten aument6 significativamente
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en los animales que consumieron el nutracéutico en la dieta, observandose una
interaccion con la practica de ejercicio fisico que hizo que estos valores incluso
incrementaran mas cuando se combind la ingesta de nutracéutico con la practica de
ejercicio fisico. En el caso del musculo, la expresion génica del factor de transcripcion
ppara, aunque no se vio afectado por el desarrollo de la obesidad si lo hizo por el
cambio de dieta desde una dieta alta en grasa y fructosa en el agua de bebida a una
dieta normocalorica, lo cual produjo un incremento significativo en su expresion;
incremento que se mantuvo al incluir tanto la ingesta de nutracéutico como la

practica de ejercicio.

4.1.3.12 Microbioma intestinal

Diversidad alfa. Se llevé a cabo un analisis metagenomico en el contenido del ciego
para evaluar el impacto del desarrollo de la obesidad mediante la administracion de
una dieta alta en grasa y fructosa, asi como las diferentes intervenciones de ejercicio
y la ingesta de compuestos bioactivos en la disbiosis intestinal. En la Figura 32 se
muestra la riqueza o el numero de especies diferentes en cada grupo experimental.
Para calcular la uniformidad de la muestra se utilizo6 el indice de equidad de Pielou
(a), considerando el ntimero de especies diferentes y su abundancia. Como se
observa, la obesidad condujo un aumento del indice de diversidad alfa, que fue
mayor en los grupos que realizaban el programa de ejercicio (Ex) y en los que ademas
consumian la dieta que incluia el nutracéutico (NT+Ex). Sin embargo, solo se
encontraron diferencias significativas entre NT+Ex y el grupo normocalorico (SD).
La diversidad filogenética de faith (b) mostré6 un aumento en los animales con
obesidad inducida por la dieta, aunque el indice mas alto se encontro6 en los animales
alimentados con la dieta que incluia el nutracéutico y que realizaron el programa de
ejercicio (NT+Ex) en comparacion con los grupos que consumieron la dieta control

(SD) o que cambiaron la dieta alta en grasas por una dieta estandar (HF/SD).
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Figura 32. Riqueza o nimero de especies diferentes en cada grupo experimental. SD-
grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo
de intervencion nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de intervencion nutricional de
dieta estandar combinada con ejercicio; NT-grupo de intervencion nutricional de dieta
estandar suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervencion
nutricional de dieta estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio.
Los valores representan medias grupales (n=8) mas el error estandar de la media con
barras verticales.
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Diversidad beta. En la Figura 33 se muestra la diversidad beta o diversidad de las

comunidades microbianas entre los grupos. El indice de Jaccard (Figura 33a) mide el
grado de similitud considerando Unicamente la presencia o ausencia de los
diferentes microorganismos entre los grupos. Pudimos observar que la distribucion
entre los individuos de cada grupo era bastante homogénea, mientras que la relacion
entre los individuos de los distintos grupos diferia. La mayor diferencia se encontro
entre el grupo SD y los grupos que realizaban ejercicio fisico (mas adelante en el Eje
1). No obstante, se utilizo el método de Bray-Curtis (Figura 33b) para determinar el
grado de similitud teniendo en cuenta la abundancia de cada microorganismo en los
diferentes grupos. Se pudo observar que la obesidad (HFHF) produjo disbiosis en la
microbiota con respecto a un grupo normocalorico (SD). Las diferentes
intervenciones presentaron una diversidad mas desplazada en el ejel a la derecha

(donde aparece el grupo SD).

Aoge 2 (1193 %)

Foee TSN

B oso el veso ] el v B o

Figura 33. Diversidad beta o diversidad entre las comunidades microbianas entre los
distintos grupos experimentales, calculado seguin el indice de Jaccard (a) o el método
Bray-Curtis. SD-grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y
fructosa; HEF/SD-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de
intervencion nutricional de dieta estdndar combinada con ejercicio; NT-grupo de
intervencion nutricional de dieta estdndar suplementada con el nutracéutico; y
NT+Ex-grupo de intervencién nutricional de dieta estdndar suplementada con
nutracéutico combinada con ejercicio. Los valores representan medias grupales (n=8).
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Abundancia_relativa. En la Figura 34 se muestra la abundancia relativa de los

diferentes filos. Firmicutes y Bacteroidetes fueron los dos filos dominantes. El
desarrollo de obesidad aumenté significativamente la presencia de bacterias
pertenecientes al phylum Firmicutes, y las pertenecientes al phylum
Desulfobacterota, Deferribacterota y Cianobacterias. Estas diferencias se invirtieron
con las distintas intervenciones aplicadas a los animales. En concreto, el phylum
Firmicutes y Deferribacterota mostraron valores similares al grupo control SD
cuando se aplico la intervencion nutricional del nutracéutico (grupos NT y NT+EXx).
Por otro lado, la obesidad desencadendé la disminucion de filum como
Verrucomicrobiota, Actinobacteriota, Bacteroidota y Proteobacteria. Las
intervenciones aplicadas consiguieron revertir estas diferencias con respecto al

grupo SD, excepto en el filo Actinobacteriota.

100+

Filo

75 Firmicutes

- Bacteroidota

Werrucomicrobiota
- Actinobacteriota

Desulfobacterota

- Proteobacteria

Deferribacterata
- Cyanobacteria

- Campylobacterota
- Patescibacteria
254 Myxococcota
- - Otros
- —

SD HFHF HFISD Ex MT MT+Ex
Grupo

Figura 34. Efecto de la obesidad y las intervenciones nutricionales y de ejercicio fisico
sobre la abundancia relativa del microbioma cecal a nivel de Filo. SD-grupo de dieta
estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion
nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar
combinada con ejercicio; NT-grupo de intervencién nutricional de dieta estandar
suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-grupo de intervencion nutricional de dieta
estandar suplementada con nutracéutico combinada con ejercicio. Los valores
representan medias grupales (n=8).
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Ademas, la realizacion de ejercicio aumentd la abundancia del filo Bacteriodota
incluso por encima del grupo de control. La relacion Firmicutes/ Bacteroidetes (F/B)
es un marcador importante de la homeostasis intestinal normal. La ingesta elevada
de grasa y fructosa produjo un aumento significativo de esta relacion. Todas las
intervenciones aplicadas a los animales produjeron una disminuciéon de esta
relacion, incluso por debajo de la encontrada en el grupo alimentado con la dieta de
control estandar. La inclusién del nutracéutico en la dieta de los animales produjo la

mayor disminucion de este ratio (Figura 35).

F/B ratio

14
12

10

j..ﬂﬁ.'.-!-

sD HFHF HFSD EX NT NT+EX

Figura 35. Relacion Firmicutes/ Bacteroidetes (F/B) en el microbioma de los distintos
grupos experimentales. SD-grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas
y fructosa; HF/SD-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de
intervencion nutricional de dieta estdndar combinada con ejercicio; NT-grupo de
intervencion nutricional de dieta estdindar suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-
grupo de intervencion nutricional de dieta estdndar suplementada con nutracéutico
combinada con ejercicio. Los valores representan medias grupales (n=8) mas el error
estandar de la media con barras verticales.

En la Figura 36 se muestran los cambios encontrados en el microbioma fecal entre
los ratones alimentados con dieta hipercaldrica (HFHF) y los alimentados con dieta
normocalorica (SD), es decir, el efecto del desarrollo de la obesidad sobre el
microbioma. El desarrollo de la obesidad desencadend un aumento significativo de
las familias Prevotellaceae, Degerribacteraceae, Oscillospiraceae, Lachnospiraceae,
Butyricicoccaceae y Ruminococcaceae, mientras que disminuyeron las familias

Akkermansiaceae, Bifidobacteriaceae, = Enterococcaceae,  Enterobacteriaceae,

Lactobacillaceae y Staphylococcaceae. A nivel de género, todas las familias, excepto
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Butrycicoccaceae, estan representadas con al menos un género y muestran la misma
tendencia. La familia mas representada es Lachnospiraceae con 9 géneros sobre
expresados. Los géneros mas inhibidos fueron Akkermansia, Ligilactobacillus y
Bifidobacterium con 5.38, 3.91 y 3.42 logFC respectivamente, mientras que los mas
abundantes  son  Alloprevotella, = Lachnospiraceae_NK4A136_group vy
Lachnospiraceae_A2_group con 5.19, 4.18 y 3.83 logFC (Tabla 29).

La diferencia encontrada entre el microbioma de los grupos experimentales
comparado con el grupo normocaldrico (SD), a nivel de familia, se muestra en un
heatmap en la Figura 37. El desarrollo de la obesidad aumenta la concentracion de
las familias Prevotelleaceae, y Deferibacteriaceae, mientras que se inhibid la
concentracion de  Lactobacillaceae, = Akkermansiaceae, Bifidobacteriaceae,
Enterobacteriaceae, Staphylococcaceae y Enterococcaceae. Las intervenciones
realizadas a diferencia del grupo obeso presentaron una mayor concentraciéon de la
familia Prevotellaceae, pero la presencia de Deferibacteriaceae disminuyo en el
grupo alimentado con nutracéuticos, mostrando valores similares a los del grupo
normocaldrico. La familia Lactobacillaceae se invirtié a valores normales con todas
las intervenciones, pero especialmente con nutracéuticos combinados con un
programa de ejercicio (NT+Ex). Se encontraron resultados similares para
Akkermansia, cuya concentracion se incrementd en todos los grupos de
intervencion, especificamente en aquellos que habian sido alimentados con una
formulacion nutracéutica (NT y NT+Ex) y en el grupo que cambid a una dieta

estandar. Bifidobacteriaceae sdlo se invirtio a valores normales en el grupo HD/SD.
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Figura 36. Efecto del desarrollo de la obesidad sobre el microbioma, a nivel de familia
(a) y género (b). SD-grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y
fructosa. Los valores representan medias grupales (n=8).
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Tabla 29. Efecto del desarrollo de la obesidad sobre el microbioma, a nivel de

familia y género.

Familia log FC Género log FC
Akkermansiaceae -5.4374 Akkermansia -5.3770
Anaerovoracaceae Anaerovorax 2.2797
Bifidobacteriaceae -3.8533 Bifidobacterium -3.9143
Corynebacteriaceae  -2.0900 Corynebacterium -2.2092
Deferribacteraceae 2.8256 Mucispirillum 2.7186

o Bilophila 2.9798
Desulfovibrionaceae  1.1800 ) -6.4180
Enterobacteriaceae ~ -2.9472 Escherichia-Shigella -2.9896
Enterococcaceae -2.9518 Enterococcus -3.0870

lleibacterium 1.3135

Erysipelotrichaceae  0.2000 Dubosiella 3.4168
Lachnospiraceae_NK4A136_group 4.1839

A2 3.8271

Acetatifactor 3.4969

Lachnospiraceae_UCG-006 3.0201

Lachnospiraceae 1.9003 Lachnospiraceae_FCS020_group 2.5514
- 2.4596

Tuzzerella 2.1892

- 1.8260

- 1.5148

HT002 -2.3692

Lactobacillaceae -2.8965 Lactobacillus -2.9381
Ligilactobacillus -4.0514

- 2.8119

Colidextribacter 2.8289

Oscillospiraceae 2.3398 Intestinimonas 27597
- 1.1911

Peptococcaceae 0.6000 Peptococcus 1.5120
Prevotellaceae 4.3921 Alloprevotella 5.1883
Incertae_Sedis 2.2423

Ruminococcaceae 1.7438 - 2.0942
Anaerotruncus 1.7949

Staphylococcaceae -2.5041 . -2.9505

Fold Change (FC). Los valores representan medias grupales (n=8).
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Figura 37. Heatmap representando la abundancia relativa de las familias mas
representativas. SD-grupo de dieta estandar; HFHF-grupo de dieta rica en grasas y
fructosa; HF/SD-grupo de intervencion nutricional de dieta estandar; Ex-grupo de
intervencion nutricional de dieta estdndar combinada con ejercicio; NT-grupo de
intervencidn nutricional de dieta estandar suplementada con el nutracéutico; y NT+Ex-
grupo de intervencion nutricional de dieta estandar suplementada con nutracéutico
combinada con ejercicio. Los valores representan medias grupales (n=8).
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4.2 ENSAYOS EN MODELOS DE CANCER COLORECTAL

Se han analizado 5 semillas de la familia de las Brasicdceas, crudas o germinadas,
con el objetivo de extraer y concentrar los compuestos bioactivos mediante distintos
sistemas de extraccion. Ademds, se ha determinado su capacidad antioxidante,
antiproliferativa y de induccidon de enzimas detoxificantes para poder optimizar un
nutracéutico que presente la mayor actividad preventiva en un modelo animal de

cancer colorrectal.

4.2.1 Caracterizacion extractos vegetales
4.2.1.1 Capacidad antioxidante mediante pruebas quimicas

42.1.1.1 Extractos etandlicos

En la Tabla 30 se muestra el rendimiento y la capacidad antioxidante de los extractos
etanodlicos de las semillas de Brasicdceas seleccionadas. La semilla de Eruca sativa
presentd un rendimiento de extraccidn significativamente inferior al resto de
especies, sin embargo, es la que mayor capacidad presentd para inhibir la formacion
de radicales libres ABTS, para quelar y reducir el hierro libre y para inhibir la
peroxidacion lipidica. La mayor concentracién de polifenoles se encontr6é en el
extracto etanolico de semillas de Sinapis alba con 60.5 + 1.0 pug equivalente de acido

galico por mg de extracto.

Tabla 30. Rendimiento y capacidad antioxidante de extractos etandlicos realizados a
partir de semillas de Brésicas.

Brassica oleracea Eruca Sinapis

var.sabellica  wvar.italica  var.botrytis sativa alba

RTO (mg/gharina) 1154 (29 1152 (9.7)> 132.1 (4.6)> 86.9 (1.9¢ 120.8 (1.3)°
CTP (ug AG/mg) 309 (0.5  31.4 (0.9 27.9(0.4p 435 (04)  60.5 (1.0)
ABTS (ugAG/mg) 116 (0.4)  12.8 (0.1 10.2(0.7)> 15.0 (0.04)* 7.40 (0.12)
CQFe (UAQ/mg) 1.56 (0.11)>  1.29 (0.09)> 0.87 (0.01)* 3.99 (0.06)  0.98 (0.05)
CRFe (ug AG/mg) 259 (14 277 (03> 204 (0.6) 435 (l4)r  18.8 (1.2)°
TBARs (UAQ/mg)  0.54 (0.02° 0.73 (0.07)c 0.29 (0.01)* 1.31 (0.04)¢ 0.50 (0.02)°

Rendimiento (RTO), Contenido total polifenoles (CTP), Capacidad quelante del hierro (CQF); Capacidad
reductora del hierro (CRF); Capacidad de inhibicion de la peroxidacion lipidica (TBARs). Las medias con
letras diferentes (a, b, ¢, d) son significativamente diferentes (ANOVA, P <0,05).

166



Evaluacidn de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

El rendimiento y la capacidad antioxidante de los extractos etandlicos realizados a
partir de harina de semilla germinada se muestran en la Tabla 31. A diferencia de la
semilla cruda, en este caso el mayor rendimiento de extraccién se encontrd en el
extracto de la semilla de Eruca sativa y mantuvo la mayor capacidad para quelar el
hierro de entre todas las especies estudiadas y la capacidad para inhibir la
peroxidacion lipidica junto con el extracto etandlico de semilla de Sinapis alba. Sin
embargo, la mayor capacidad para captar radicales libres de ABTS y de reducir el
hierro en este caso fue para el extracto procedente de semillas de B.oleracea var. italica
germinadas. La mayor concentracién de polifenoles se encontr6 en el extracto de
semilla de Sinapis alba.

Tabla 31. Rendimiento y capacidad antioxidante de extractos etanodlicos realizados a
partir de semillas de Brasicas germinadas.

Brassica oleracea germinada Eruca sativa ~ Sinapis alba

var.sabellica  wvar.italica  var.botrytis  germinada  germinada

RTO (mg/gharina)  141.1 (7.6)* 1153 (9.7)* 157.8 (2.0)> 194.9 (3.2)c 234.8 (5.4)
CTP (ugAG/mg)  31.0 (0.6)*  31.4 (0.9 27.0(0.9)¢ 432(0.9)¢ 48.9 (1.8)
ABTS (ugAG/mg)  102(03)  12.8(0.1)¢ 7.96 (0.37)> 8.57(0.23)> 5.55 (0.07):
CQFe (UAQ/mg)  1.57 (0.13)>  1.29 (0.09)® 1.51(0.10)> 2.18 (0.10)c 1.10 (0.03):
CRFe (ugAG/mg) 254 (02)  27.7(0.3)F 18.9 (0.8) 22.1(L.7) 155 (0.5)
TBARs (UAQ/mg)  0.48 (0.03)*  0.73(0.07)* 0.32(0.01)* 1.19 (0.05) 1.13 (0.06)

Rendimiento (RTO), Contenido total polifenoles (CTP), Capacidad quelante del hierro (CQF); Capacidad
reductora del hierro (CRF); Capacidad de inhibicion de la peroxidacion lipidica (TBARs). Los resultados se
expresan como la media + error estandar de la media de tres réplicas en microgramos equivalente de acido
galico (ug AG), unidad de actividad quelante (UCQ) o unidad de actividad antioxidante (UAA) por
miligramo de extracto. Las medias con letras diferentes (a, b, ¢, d) son significativamente diferentes
(ANOVA, P <0,05).

El efecto de la germinacion sobre el rendimiento y la capacidad antioxidante de los
extractos etanolicos analizados se recoge en la Figura 38. En general, el rendimiento
de extraccion fue significativamente superior a partir de la semilla germinada, a
excepcion de la semilla de B. oleracea var. italica para la que no se encuentran
diferencias. El efecto de la germinacion sobre el contenido en polifenoles totales solo
influy6 en el caso de la Sinapis alba, donde la semilla cruda mostr6 mayor

concentracion de polifenoles totales que la germinada (60.5 + 1.0 frente a 48.9 + 1.8
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ug AG/mg EtOH), sin embargo, la prueba del ABTS se vio afectada negativamente

por la germinacion, a excepcion de la semilla de B. oleracea var. italica donde no se

encontraron diferencias significativas y las semillas que de B. oleracea var. sabellica

que incremento su actividad.
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Figura 38. Efecto de la germinacion sobre el rendimiento y la capacidad antioxidante
de los extractos etandlicos de Brasicas.

El efecto de la germinacion sobre el resto de pruebas se manifestd de distinta forma

segun la semilla en cuestion: la capacidad quelante del hierro fue mayor en semillas
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de Eruca sativa sin germinar, mientras que se incremento para el extracto de coliflor
germinada, sin afectar al resto. En el caso de la capacidad reductora ocurri6 algo
similar ya que la germinacion afectd negativamente la capacidad de reducir el hierro
en el extracto de la semilla de Eruca sativa o Sinapis alba, sin embargo, se incrementd
en el caso del de B. oleracea var. italica. Todo lo contrario, ocurrio6 en la capacidad para
inhibir la peroxidacion lipidica donde la germinacion afecté de forma positiva al

extracto de semilla de Sinapis alba y de forma negativa a B. oleracea var. italica.

Con el objetivo de seleccionar aquellos materiales, crudos o germinados, que mayor
capacidad antioxidante presentaron se hizo una recopilacion de los resultados en la
Tabla 32. De todos los extractos estudiados se obtuvo un mayor rendimiento de
extraccidn, asi como una mayor concentracién de polifenoles totales en el extracto
etanolico de las semillas de Sinapis alba sin germinar (cruda). En el resto de pruebas
de capacidad antioxidante analizadas los mejores resultados se obtuvieron con el

extracto de semillas de Eruca sativa sin germinar.

Tabla 32. Rendimiento y capacidad antioxidante de los extractos etandlicos de semillas crudas
y semillas germinadas.

Rendimiento Polifenoles ABTS CQF CRF TBARs

(mg/gharina) (UgAG/mg) (ugAG/mg)  (UCQmg)  (ugAG/mg)  (UAA/mg)
BO.var C 1154 (29)> 309 (0.5)* 11.6 (0.4)<  1.56 (0.11)¢ 259 (1.4)«  0.54 (0.02)«
sabellica G 141.1 (7.6)4 31.0 (0.6)**< 10.2 (0.3)c 1.57(0.13)¢ 25.4 (0.2)«¢  0.48 (0.03)c
BO.var C 1153 (9.7 31.4(0.9)> 12.8(0.1)¢ 1.29(0.09)>«<d 27.7 (0.3)¢  0.73 (0.07)4
italica G 1285 (1.2)> 34.0(1,1)c 12.7(0,4)¢ 1.40(0.02)< 30.0 (0.7)4  0.38 (0.01)2bc
BO.var C 1321 (4.6)> 279 (0.4)*» 10.2(0.7)c 0.87(0.01)> 20.1(0.6)>> 0.29 (0.01)
botrytis G 157.8 (2.00¢ 27.0(0.9)* 7.9(04)> 1.51(0.10)¢ 18.9(0.8)*> 0.32 (0.01)®
Eruca C 869 (192> 435(04)¢ 15.0(0.0)c 3.99(0.06)f 43.5(1.4)c 1.31(0.04)
sativa G 1949 (3.2)c 43.2(09)¢ 8.6(0.2)> 218 (0.10)c 22.1 (1.7)>  1.19 (0.05)°
Sinapis C 120.8 (1.3)>  60.5 (1.0)* 7.40 (0.12)> 0.98 (0.05)* 18.8 (1.2)*  0.50 (0.02)bc
alba G 234.8(5.4)f 489 (1.8)c 5.55(0.07)» 1.10(0.03)< 15.5(0.5)» 1.13 (0.06)c

Brassica oleracea (BO). Semilla sin germinar (C); semilla germinada (G). Capacidad quelante del hierro (CQF);
Capacidad reductora del hierro (CRF); Capacidad de inhibiciéon de la peroxidacion lipidica (TBARs). Los resultados
se expresan como la media + error estandar de la media de tres réplicas. Las medias con distinta letra (a, b, ¢, d, e, f)
son significativamente diferentes (ANOVA, p <0,05).
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4.2.1.1.2 Hidrolizados proteicos

La siguiente tabla muestra el rendimiento y la capacidad antioxidante de los
hidrolizados proteicos procedentes de la harina de semillas de Brésicas sin germinar
(Tabla 33). Se comportaron de forma similar a los extractos etandlicos procedentes
de dichas semillas. La semilla de Eruca sativa mostré un rendimiento
significativamente inferior al resto de las semillas estudiadas, sin embargo, es la que
mayor capacidad antioxidante obtuvo en todas las pruebas estudiadas. FEl
hidrolizado de la semilla de Sinapis alba es la que mayor concentracion de polifenoles

y rendimiento de extraccién presento.

Tabla 33. Rendimiento y capacidad antioxidante de los hidrolizados proteicos
procedentes de semillas de Brasicas crudas.

Brassica oleracea Eruca Sinapis
var.sabellica  var.italica ~ var.botrytis sativa alba

RTO (mg/g harina) 244 (02)>  27.3(0.3)c 293 (0.6)<¢ 20.3(0.4)* 31.9 (1.1)d
CTP (ugAG/mg) 285 (0.3 262 (0.3)* 251 (1.1) 33.6(0.4)c 317 (0.4)
ABTS (ugAGmg) 12207y  102(0.3)r  11.5(0.7)» 17.0 (0.4  11.1(0.4)
CQFe (UAQ/mg)  1.00 (0.03) 1.10 (0.02)*> 1.19 (0.07)> 1.34 (0.02)c 0.98 (0.02)
CRFe (ugAG/mg)  13.1(0.3)°  12.9(0.2)° 13.0(0.2° 12.8(0.1)> 8.0 (0.1)

Rendimiento (RTO), Contenido total polifenoles (CTP), Capacidad quelante del hierro (CQF); Capacidad
reductora del hierro (CRF); Capacidad de inhibicién de la peroxidacion lipidica (TBARs). Los resultados se
expresan como la media * error estandar de la media de tres réplicas en microgramos equivalente de acido
galico (ug AG), unidad de actividad quelante (UCQ) o unidad de actividad antioxidante (UAA) por
miligramo de extracto. Las medias con letras diferentes (a, b, ¢, d) son significativamente diferentes
(ANOVA, P <0,05).

En la Tabla 34 se muestra el rendimiento y las pruebas quimicas de capacidad
antioxidante analizada en los hidrolizados proteicos procedentes de semillas
germinadas de Brasicas. La semilla germinada de Sinapis alba presento valores
significativamente superiores en el rendimiento de extraccion, contenido en
polifenoles y capacidad para quelar el hierro, sin embargo, su capacidad para reducir
el hierro fue significativamente inferior al resto de semillas. El hidrolizado proteico
de semillas germinadas de Eruca sativay de B. oleracea var. italica mostraron la mayor

capacidad para captar radicales libres de ABTS.
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Tabla 34. Rendimiento y capacidad antioxidante de los hidrolizados proteicos
procedentes de semillas de Brasicas germinadas

Brassica oleracea germinada Eruca sativa  Sinapis alba
var.sabellica  wvar.italica ~ wvar.botrytis ~ germinada  germinada

RTO (mg/g harina) ~ 24.4 (0.1 253 (0.8)>  33.8 (0.1} 22.7 (0.0  37.9 (0.3)¢

CTP (ugAG/img)  32.6 (0.4  37.9 (0.4 263 (0.3 384 (0.6 47.1(0.6)
ABTS (ugAG/mg) 167 (0.6)° 223 (0.7 16402 222(0.9)¢ 9.7 (0.2)

CQFe (UAQ/mg)  1.38(0.03® 1.20 (0.05)* 1.16 (0.01)» 1.35(0.02)> 2.44 (0.08)
CRFe (ugAG/mg)  13.5 (0.5  18.4 (0.9  11.8(0.2)* 13.2(0.4)  10.1 (0.4)

Rendimiento (RTO), Contenido total polifenoles (CTP), Capacidad quelante del hierro (CQF); Capacidad
reductora del hierro (CRF); Capacidad de inhibicién de la peroxidacion lipidica (TBARs). Los resultados se
expresan como la media + error estandar de la media de tres réplicas en microgramos equivalente de acido
galico (ug AG), unidad de actividad quelante (UCQ) o unidad de actividad antioxidante (UAA) por
miligramo de extracto. Las medias con letras diferentes (a, b, ¢, d) son significativamente diferentes
(ANOVA, P<0,05).

El efecto de la germinacién sobre el rendimiento de extracciéon se muestra en la
Figura 39. La germinacion incrementd significativamente el rendimiento de
extraccion de las semillas germinadas de Eruca sativa, de B. oleracea var. botrytis y
Sinapis alba, mientras que no influy6 en las semillas de B. oleracea var. sabellica o de B.

oleracea var. italica.
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Figura 39. Influencia de la germinacion sobre el rendimiento de extraccion de los
hidrolizados proteicos de semillas de Brasicas. Resultados expresados como la media
mas error estandar de la media de tres réplicas. Las medias con (**) son
significativamente diferentes (ANOVA, P <0,01).
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La influencia de la germinacion sobre la capacidad antioxidante de los hidrolizados
proteicos de las distintas semillas de Brasicas se muestra en la Figura 40. La
germinacion incrementd significativamente la capacidad para captar radicales libres
de ABTS de todas las semillas estudiadas menos la Sinapis alba, asi como la
concentracion total de polifenoles, a excepcién de las semillas de coliflor. La
germinacién incrementé la capacidad para quelar el hierro libre en la semilla de
Sinapis alba'y de B. oleracea var. sabellica, mientras que no afect6 de forma significativa
en el resto. La capacidad para reducir el hierro se vio afectada positivamente por la
germinacion en el caso de la semilla de Sinapis alba'y de B. oleracea var. italica, mientras

que disminuy¢ esta capacidad en la semilla de de B. oleracea var. botrytis.
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Figura 40. Influencia de la germinacion sobre la capacidad antioxidante de los
hidrolizados proteicos procedentes de semillas de Brasicas. Resultados expresados
como la media mas error estandar de la media de tres réplicas. Medias con (*) son
significativamente diferentes, ANOVA p<0,05, (**) p<0.01, (***) p<0.001.
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En resumen, la germinacion no afectd el rendimiento para los hidrolizados proteicos
de las semillas de kale (B. oleracea var. sabellica) y brocoli (B. oleracea var. itdlica), pero
si incremento la concentracion de polifenoles y ABTS, ademas de la capacidad
quelante en el caso del kale y la capacidad reductora en el caso de la semilla de
brocoli. El hidrolizado proteico procedente de semillas de Eruca sativa o B. oleracea
var. botrytis, germinada incremento su rendimiento, el contenido en polifenoles y la
capacidad para captar radicales libres de ABTS. No afecté en la capacidad para
quelar o reducir el hierro en el caso de la Eruca sativa, mientras redujo
significativamente la capacidad para reducir el hierro en el caso de las semillas de B.
oleracea var. botrytis. El hidrolizado proteico procedente de la semilla de Sinapis alba
incrementa tanto el rendimiento como todas las pruebas quimicas de capacidad

antioxidante (a excepcion del ABTS) en comparacién con la semilla sin germinar.

42.1.1.3 Capacidad antiproliferativa

Ninguna de las especies y variedades estudiadas, asi como ninguno de los métodos
de extraccion utilizados mostro signos de toxicidad frente a las lineas celulares
estudiadas de cancer de colon (Tabla 35).

Tabla 35. Efecto sobre el crecimiento celular de la linea T84 de los distintos extractos
de semillas de Brésicas.

150 EtOH (ug/mL) 150 HP (ug/mL)
Crudo Germinado Crudo Germinado
B.oleracea var sabellica >1000 404.2 (45.0)® >1000 >1000P
B.oleracea var italica >1000 492.6 (14.8)bc >1000 539.6 (15.7)
B.oleracea var botrytis >1000 871.6 (37.2)4 >1000 >1000P
Eruca sativa >1000 613.5 (17.2)c >1000 >1000°
Sinapis alba 807.6 (21.3) 328.7 (9.3) >1000 >1000°

Dosis necesaria en pg/mL para la inhibicion del crecimiento celular (Ic50); Extractos etandlicos (EtOH);
Hidrolizados proteicos (HP); Semilla germinada (germinado); semilla sin germinar (crudo). Resultados
expresados como la media mas error estandar de la media de ocho réplicas. Medias con diferentes letras
(a,b,c,f) significan diferencias estadisticamente significativas (ANOVA p<0.05)

La capacidad antiproliferativa de los extractos etandlicos estuvo afectada por la

germinacion, ya que los que provienen de semillas sin germinar (cruda) tuvieron una
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actividad antiproliferativa mayor a 1 mg/mL, a excepcion de la Sinapis alba que fue
de 807.6 + 21.3, mientras que los que provienen de semillas germinadas
incrementaron casi el doble esta actividad. En el caso de los hidrolizados solo ocurre

esta diferencia en la semilla de B. oleracea var. italica.

42.1.14 Capacidad antioxidante en células

Se analizé el grado de proteccion de cada extracto frente al agente oxidante
PARAQUAT en la linea celular HT-29. La linea celular fue incubada con la
concentracién de cada extracto que no causaba muerte celular (concentracién no
citotdxica) durante 24h, previas a la incubacion con el agente oxidante Paraquat. Tras
ellos se analizd el grado de supervivencia frente al paraquat de la linea celular por si
sola, y el grado de supervivencia cuando la linea se habia preincubado con el
extracto. Por tanto, podemos calcular el grado de proteccidon que el extracto confiere

frente a este agente oxidante, tal y como se muestra en la Tabla 36.

Tabla 36. Supervivencia frente al agente oxidante paraquat de la linea celular HT-
29, sola o preincubada con los extractos etandlicos.

Supervivencia =~ Supervivencia  pProteccidén
HT-29 HT-29 + EtOH (%)
B.oleracea var sabellica 54.6 (1.04) 72.7 (1.33) 18.07<
B.oleracea var italica 54.6 (1.04) 66.0 (2.50) 11.42°
ch B.oleracea var botrytis 55.4 (0.75) 79.0 (0.75) 23.56d
© Eruca sativa 55.4 (0.75) 84.7 (0.83) 29.30¢
Sinapis alba 55.4 (0.75) 79.6 (1.50) 24.17¢
B.oleracea var sabellica 54.3 (1.14) 68.5 (1.69) 14.25b¢
= B.oleracea var italica 54.3 (1.14) 65.7 (1.06) 11.39°
-g B.oleracea var botrytis 54.1 (2.30) 62.6 (0.68) 8.48p
8 Eruca sativa 55.5 (1.03) 66.9 (0.97) 11.37°
Sinapis alba 55.5 (1.03) 58.9 (0.82) 3.33

Resultados expresados como la media mas error estandar de la media de ocho réplicas. Las medias

con distinta letra (a, b, ¢, d, ) son significativamente diferentes, (ANOVA P < 0,05).
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Se obtuvo un mayor grado de proteccion con los extractos etanolicos de semillas sin
germinar (crudas), concretamente fue significativamente mayor cuando la linea

celular HT-29 se incubd con el extracto etanolico de Eruca sativa o Sinapis alba.

En base a los resultados de capacidad antioxidante in vitro obtenidos seleccionamos
los extractos procedentes de semillas crudas para realizar los siguientes estudios, asi
como los extractos de semillas germinadas procedentes de E. sativa y S.alba ya que

fueron las que mejores resultados mostraban.

42.1.1.5 Capacidad para inducir enzimas detoxificantes

La capacidad de los extractos etanolicos para inducir la actividad de enzimas
implicadas en la detoxificacién celular como la glutation s-transferasa (GST) y la
quinona reductasa (QR) se muestra en la Figura 41. Ambas enzimas se ven
incrementadas significativamente cuando la linea celular se incuba durante 48h con
extractos etanodlicos de Eruca sativa 'y Sinapis alba. En el caso de la GST también el
extracto etanolico de la semilla de coliflor mostré un incremento significativo de la
actividad basal de 1.60. La actividad basal de la enzima GST en la linea HT-29 es de
86.4 £ 1.9 UA/mg proteina, cuando se incub6 con el extracto etandlico de semilla de
Eruca sativa esta actividad se incremento 1.86 veces alcanzando valores de 160.6 +7.1
UA/mg proteina, en el caso del extracto etandlico de semillas de Sinapis alba se

incremento 1.75 veces, mostrando una actividad de 151.1 + 5.4 UA/ mg proteina.

La actividad enzimatica basal de la quinona reductasa en la linea celular HT-29 fue
de 1287.2 + 82.3 UA/mg proteina. Cuando se incub6 con el extracto etanolico de
semillas de Eruca sativa o Sinapis alba se incrementd en 1.67 y 1.71 veces, llegando a

valores de 2174.5 + 51.2 y 2200.3 + 57.0 UA/mg proteina, respectivamente.
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Figura 41. Influencia de los extractos etanolicos sobre la actividad de enzimas
detoxificantes GST y QR. Sulforrafano (SFN). Resultados expresados como la media mas
error estandar de la media de nueve réplicas. Las medias con distinta letra (a, b, ¢, d, e)
son significativamente diferentes, (ANOVA P < 0,05).

En el caso de los extractos de semillas germinadas solo se analizaron los de Eruca
sativa 'y Sinapis alba ya que son las que mejores resultados mostraban, sin embargo,

cuando se germinan pierden la actividad para inducir la actividad de estas enzimas

detoxificante (Figura 42).
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Actividad Glutation S-transferasa Actividad Quinona Reductasa
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Figura 42. Efecto de la germinacion sobre la capacidad para inducir la actividad de la
enzima detoxificante QR. Resultados expresados como la media mds error estandar
de la media de nueve réplicas. (**) diferencia significativa, (ANOVA P < 0,01). (***)
diferencia significativa, (ANOVA P <0,001).

42.1.1.6 Identificacion compuestos bioactivos

Se identifican los compuestos bioactivos presentes en los distintos extractos
realizados a partir de semillas de Eruca sativa y Sinapis alba, ya que son las que
mejores resultados muestran en casi todas las pruebas detalladas con anterioridad.
Aunque el extracto etandlico de semillas de Sinapis alba germinada muestra mayor
rendimiento de extraccién y mayor capacidad antioxidante en las pruebas quimicas
que el extracto procedente de semillas no germinadas, estos resultados no se ven
reflejados en cultivos celulares. Por ello se decide continuar con la semilla de Sinapis

alba sin germinar.

4.2.1.1.6.1 Extracto etandlico semilla de Eruca sativa

En el extracto etandlico de semilla de Eruca sativa el porcentaje mayoritario de
moléculas encontradas pertenece a la familia de los flavonoides (35.3%), seguido de
terpenoides (29.4%), cumarinas (29.4%) y por ultimo isoflavonoides (11.8%). En
concreto se han identificado los compuestos que se muestran en la Tabla 37, y se

clasifican en:

e Flavonoides: Cyclomorusina, quercetina, catharticin, asebotin, neocurarinol

y crinatusina Al.
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e Terpenoides: Macfadyenoside, hainanxylogranin R, azadirone, dictamnoside
My 2’,3’-dihydrosalannin.
e Cumarinas: Praeruptorin A, peucenidin, chartreusin y ferulenol.

e Isoflavonoides: Jamaicin e iridin.

4.2.1.1.6.2 Extracto etandlico semilla de Sinapis alba

El extracto etandlico de la Sinapis alba presentd mayor variedad de moléculas que el
de Eruca sativa, siendo su mayor representacion las moléculas pertenecientes a los
fenilpropanoides y terpenos con un 55.6% del total. En concreto, se han identificado

las moléculas que se muestran en la Tabla 38, y se clasifican en:

e Fenilpropanoides (27.8%) entre los que encontramos grandidentatin, pierotin
A, eschweilenol B, cypellogin B e ikarisoside-F.

e Terpenoides (27.8%) como scutebata A, acido bruceanico C, yadanziolide U,
salannin y 2’,3’-dihydrosalannin.

e Glicosidos (16.7%) como ducheside A, trioxacarcin D y marinoid D.

e Flavonoides (11.1%) como parabaroside A y sempervirenoside B.

4.2.1.1.6.3 Hidrolizado proteico de Eruca sativa.

Las moléculas identificadas por cromatografia en el hidrolizado proteico se
muestran en la Tabla 39. Se encuentraron principalmente flavonoides (30%), seguido
por terpenos (20%), acidos fenolicos (15%) y fenilpropanoides (10%). El resto de las
moléculas pertenecen a lignanos, taninos, furanos, fitocanabinoide y fitoesteroides
con un 5% de representacion cada uno. En concreto las moléculas se clasifican de la

siguiente manera:

e Flavonoides: Jaceidin triacetate, cucumerin B, epigallocatechin, sacuranin,
broussoflavan A y fenilnaringenin.

e Terpenos: Lamioside, chamissonolide, hydrangenoisde A y basilimoside.

¢ Acidos fendlicos: Acido digalico, rubialatin A y curculigoside A.

e Fenilpropanoide: Raponticina y scortechinone A

e Otros: Lignanos (diphyllin), taninos (acertannin), furanos (mumefural),

fitocanabinoide (machaeridiol A) y fitoesteroide (periplocin).
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4.2.1.1.6.4 Hidrolizado proteico de semilla de Sinapis alba.

Los compuestos identificados en el hidrolizado proteico de S. alba se muestran en la
Tabla 40. Esta compone principalmente por flavonoides y terpenoides con un 33.3%
cada uno, seguido de glicosidos (16.7%), acidos fenolicos (5.6%), acidos grasos (5.6%)

y diarilheptanoides (5.6%).

e Flavonoides (33.3%): Auriculasin, hibifolin, gallocatechin, glycitin, sakuranin
y dichamanetin.

e Terpenoides (33.3%): Lucidumoside C, E-aldosecologanin, ligustrosidic acid,
camelliagenin, basilimoside, y pyrohyperforin.

e Glicosidos (16.7%): Itoside J, prunioside A y populoside,

e Otros (16.7): acidos fendlicos (curculigoside A), acidos grasos (pinellic acid) y

diarilheptanoides (hexahydrocurcumin).
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Tabla 37. Identificacion de compuestos bioactivos en el extracto etanolico de Eruca sativa.

TR Masa Nombre Féormula [H] % FIT F1 F2 E3
1.12 377.1084 Macfadyenoside Ci5H210n 76.75  207.0391 191.0394 159.0249
1.12 377.1025 Jamaicin C22Hi1706 21.75  251.0366 239.0766 225.0925
2.69 417.1338 Cyclomorusin C25H2106 55.32  365.1486 207.063 179.0578
3.32 789.2242 Hainanxylogranin R Cs7Ha1019 80.17  653.2082 592.2589 556.2161
3.60 385.1287 Praeruptorin A CaH2107 99.94  266.1439 251.0362 226.9952
3.84 385.1287 Peucenidin CaH2107 99.37  269.1433 251.0429 240.0081
4.16 639.1714 Chartreusin Ca2H31014 84.52  381.0948 266.1374 251.0544

4.89 7711773 Quercetin 3-O-a-(6""-caffeoylglucosyl-8-1.2-rhamnosid) Cs6H35019 89.25 648.2094 279.1409 251.0414

5.14 753.2242 Catharticin CasHa1On9 70.15  688.2224 648.1995 425.1129
5.52 521.1295 Iridin C24H25013 87.95  381.1283 251.055 227.0318
5.87 449.1448 Asebotin C22H25010 93.51 381.119 251.0237 227.0424
7.97 365.2117 Ferulenol C24H290s 98.32  309.1926 294.1995 293.1595
10.03 469.2226 Neokurarinol Co7Hs307 50.91 441.2203 381.2156 309.1743
12.02 435.2535 Azadirone CasH3504 78.01 353.1743 325.1894 309.1454
13.70 595.2966 Dictamnoside M C7HarOn4 90.59  397.2198 381.2178 353.19

15.55 433.2379 Crinatusin Al CasH330: 78.12 353.214 267.0563 265.1572
16.04 597.3064 2’.3’-dihydrosalannin C34Has00 98.81 465.2191 441.2313 397.2296

(*). Tiempo de retencion (TR). Fracciones (F1. F2. F3)
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Tabla 38. Identificacion de compuestos bioactivos en el extracto etandlico de Sinapis alba.

TR Masa Nombre Formula [H] % Fit F1 F2 E3
1.66 423.1655 Grandidentatin Ca1H2700 34.48 301.1106 267.0971 246.0438
3.27 447.0569 Ducheside A C20Hi15012 64.75 220.0364 132.0425 119.38
4.28 631.2543 Scutebata A C36H39010 89.18 590.2211 554.2538 267.0598
453 553.1557 Marinoid D CasH29014 40.05 321.1121 294.0656 280.078

5.3 609.2183 Bruceanic Acid C C20Hz70n4 43.08 557.2305 555.2502 266.0718
5.47 641.187 Haemocorin Ca2H33014 71.29 305.0453 277.0075 250.0357
6.24 647.1976 Parabaroside A Cs1H35015 45.52 590.1998 280.0638 220.0298
6.45 849.2817 Sempervirenoside B Ca0H90r0 42.32 670.7985 669.2363 668.2377

6.8 587.1917 Pierotin A CasHz1010 77.07 178.032 159.011 119.0547
7.25 422.9988 Eschweilenol B C20H7On 27.5 276.9727 237.9861 220.0342
8.34 877.313 Trioxacarcin A Ca2H53020 60.89 670.1824 652.2339 250.0217
8.44 833.2868 Trioxacarcin D Ca0HaoOno 95.04 670.2202 668.2413 321.088
8.62 629.187 Cypellogin B Cs1H33014 14.75 321.0891 278.0115 250.0217
9.21 631.2027 Ikarisoside-F Ca1H35014 90.42 590.2426 344.0882 253.0991
10.54 557.2234 Yadanziolide U Ca6Hs7013 47.32 321.0942 301.1232 267.0796
12.11 595.2907 Salannin C34Ha30o 60.75 555.2515 554.2515 307.1337
13.51 597.3064 2".3’-dihydrosalannin C34Has00 78.13 572.2922 571.293 433.2336

Tiempo de retencién (TR), Fracciones (F1, F2, F3)
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Tabla 39. Identificacion de moléculas en el hidrolizado proteico de semillas de Eruca sativa.

TR Masa Nombre Formula [H-] % FIT F1 F2 E3
0.93 419.1553 Lamioside CisH27On 92.03 313.134 239.0838 225.0663
0.93 419.1342 Rhaponticin Ca1H209 92.74 293.072 240.035 239.0872
1.22 299.0422 Mumefural Ci12H11Oo 82.06 290.0497 239.0921 226.0078
1.28 467.0826 Acertannin C20H19013 14.7 294.0796 240.0569 239.0845
1.49 321.0247 Digallic acid C1aHoOo 99.27 275.0571 152.0169 138.0219
1.8 485.1084 Jaceidin triacetate C2sH210n 49.06 306.036 293.0614 275.0474
1.82 551.1553 Cucumerin B C2oH270m 82.75 305.1086 272.1063 226.9898
2.04 379.0818 Diphyllin Ca1His07 90.9 293.0844 240.0518 105.0316
2.48 471.0927 Epigallocatechin (*) C2sH190m 99.16 239.0922 205.051 151.0674
2.52 471.108 Rubialatin A C27H190s 57.97 239.0864 226.9933 173.0208
3.74 465.1397 Curculigoside A C22H250n 90.76 293.0581 239.095 226.9965
4.61 447.1291 Sakuranin C22H23010 91.92 239.0945 221.083 205.0504
6.36 681.3593 Periplocin CasHs3013 65.32 555.2762 554.2761 553.3035
7.06 425.1964 Broussoflavan A Ca25H290k 77.48 375.1538 272.169 239.0972
7.34 323.1495 Chamissonolide Ci17H2306 98.60 265.1469 239.0942 205.0589
8.88 339.1232 8-Prenylnaringenin C20H1905 99.52 299.1227 151.0773 137.058
8.97 619.2381 Hydrangenoisde A Cs1H30013 96.44 592.252 557.2371 341.1693
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9.67 347.2011 Machaeridiol A C2H»0O» 86.19 265.1534
11.34 587.4312 Basilimoside C36H5906 73.07 341.1819
12.44 561.2852 Scortechinone A C3sHu Oy 48.69 293.08

225.0846
315.1983
265.1096

137.0587
205.0685
239.0798

(*) Epigallocatechin 3-O-(3-O-methyl)gallate. Tiempo de retencion (TR), Fracciones (F1, F2, F3)
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Tabla 40. Identificacion de moléculas en el hidrolizado proteico de semillas de Sinapis alba.

TR Masa Nombre Formula [H-] % FIT F1 F2 E3
0.96 419.1495 Auriculasin C25H2306 66.38 293.0522 225.0638 179.0691
1.63 493.0618 Hibifolin Ca1Hi7O14 80.82 226.9881 205.0481 173.0185
1.73 825.2242 Itoside J CaoHa1On9 73.84 301.1171 239.0895 205.0467
2.67 505.171 Prunioside A CasH290m 30.93 339.1537 315.1891 293.0902
3.02 583.2027 Lucidumoside C C27H35014 23.83 306.0388 293.0847 275.0577
3.27 757.2555 (E)-Aldosecologanin CasHas019 28.13 712.2632 668.2736 652.2427
3.79 465.1397 Curculigoside A C22H250m 86.63 293.0742 239.0945 226.9914
4.00 305.0661 (+)-Gallocatechin CisH1:07 95.26 205.052 179.0308 151.0704
4.52 445.1135 Glycitin C22H21010 81.63 301.1329 293.1068 239.0781
4.66 447.1291 Sakuranin C22H23010 85.8 325.135 293.1068 239.0781
4.87 447.1291 Populoside C22H2010 45.55 293.0991 275.0672 265.1148
5.12 553.1557 Ligustrosidic acid CasH29014 75.76 293.092 275.0713 239.0794
6.52 467.1495 Dichamanetin C29H230¢6 37.12 275.0988 239.0725 119.0487
7.57 329.2328 Pinellic acid CisH330s5 n/a 151.073 137.0533 119.0466
7.74 373.1651 Hexahydrocurcumin C21H250k 80.86 205.0491 159.0483 151.0748
10.82 531.3686 Camelliagenin Ca2H5106 72.05 401.1227 327.0776 293.0801
11.20 587.4312 Basilimoside Cs6H59006 63.52 371.2141 315.2388 239.0923
11.53 533.3631 Pyrohyperforin Ca5Ha9Ox 31.61 293.1166 151.077 119.0516

Tiempo de retencion (TR), Fracciones (F1, F2, E3)
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4.2.2 Disefio y caracterizacion del nutracéutico

Se seleccionan las semillas de Eruca sativa y Sinapis alba para el desarrollo de tres
nutracéuticos, ya que son las que mejores resultados han mostrado en las pruebas de
capacidad antioxidante, tanto quimicas como en cultivos celulares, y de induccion

de enzimas detoxificantes.

e NT1: Compuesto por semillas de Eruca sativa (100%).
e NT2: Compuesto por semillas de Sinapis alba (100%).
e NT3: Compuesto por semillas de Eruca sativa (50%) y semillas de Sinapis alba

(50%).

Los nutracéuticos han sido formulados con el objetivo de buscar sinergias entre las
distintas metodologias de extraccion usadas, asi como de las diferentes semillas
estudiadas, ya que la Eruca sativa destaco en pruebas como el ABTS y la capacidad
quelante o reductora del hierro, mientras que la Sinapis alba en el rendimiento y la
concentracién de polifenoles. La composicion especifica de cada nutracéutico se

muestra en la siguiente Tabla 41:

Tabla 41. Composicion porcentual de los distintos nutracéuticos desarrollados para
el estudio del cadncer colorrectal.

NT 1 NT 2 NT 3
Eruca Hidrolizado proteico 80 40
sativa Extracto etanolico 20 10
Sinapis ~ Hidrolizado proteico 80 40
alba Extracto etanodlico 20 10

Nutracéutico (NT)

4221 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de los distintos nutracéuticos desarrollado se muestra en
la Tabla 42. No se encontraron diferencias significativas para las pruebas de
capacidad quelante del hierro o capacidad para inhibir la peroxidacion lipidica entre
los tres nutracéuticos desarrollados. Sin embargo, el nutracéutico compuesto por la

combinacidn de ambas semillas (NT3) y el compuesto solo de semillas de Eruca sativa
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(NT1) presentaron mayor concentracion de polifenoles totales. Ademas, en este
ultimo se encontréd mayor capacidad para reducir el hierro y para captar radicales
libres de ABTS.

Tabla 42. Capacidad antioxidante de los distintos nutracéuticos desarrollados para
el ensayo experimental del CCR.

NT 1 NT 2 NT 3
Polifenoles (ug AG/ mg NT) 32.8 (0.2)p 31.5 (0.2) 32.5 (0.3)°
ABTS (ug AG/mgNT) 9.5 (0.1) 5.6 (0.1) 7.8 (0.2)°
Cap.reductora Fe (UAR/mg NT) 15.1 (0.1)¢ 9.1 (0.1) 12.4 (0.2)°
Cap.quelante Fe (UCQ/mgNT) 0.96 (0.02)2 0.86 (0.01)2 0.93 (0.04)?
TBARS (mUAA/mgNT) 18.0 £ (0.3) 18.5 (0.4) 19.3 (0.3)?

Nutracéutico (NT); Capacidad de inhibiciéon de la peroxidacién lipidica (TBARs). Resultados
expresados en microgramos equivalentes de acido galico (ug AG), unidad de actividad quelante (UCQ)
o unidad de actividad reductora (UAR) por miligramo de nutracéutico (mg NT). Resultados
expresados como la media de tres réplicas mas error estandar de la media. Medias con diferentes letras
(a, b, c) representan valores significativamente diferentes (ANOVA p<0.05)

4.2.2.2 Digestion in vitro

El porcentaje de digestibilidad y la capacidad antioxidante tras un proceso de
digestion in vitro sobre los tres nutracéuticos desarrollados se muestra en la Tabla
43. El 91.6% del nutracéutico 1 fue potencialmente absorbible, es decir pasaria por
difusion a través del organismo, frente un 57.1% y un 73.1% para el NT2 y NT3
respectivamente. Con respecto a los dializados, la mayor concentracion de
polifenoles se encontrd en el NT2, pero para el resto de pruebas de capacidad
antioxidante obtuvieron mejores resultados el NT1. El NT3 permanecié siempre
entre ambos nutracéuticos, e incluso se iguald su actividad para quelar el hierro o
captar radicales de ABTS con el NT1. El retenido del NT2 mostré mayor capacidad
para inhibir la formacion del radical libre ABTS asi como para quelar el hierro,
mientras que el retenido del NT1 lo hizo para reducir el hierro e inhibir la
peroxidacion lipidica. De nuevo, el retenido del NT3 mostrd valores intermedios
entre los retenidos de los otros nutracéuticos, equiparandose en algunas pruebas

como la concentracion de polifenoles con el que mayor capacidad presento.
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Tabla 43. Porcentaje de digestibilidad y capacidad antioxidante de los nutracéuticos
desarrollados para el ensayo experimental del CCR, tras un proceso de digestion in vitro.

Dializabilidad Polifenoles ABTS CQF CRF TBARs
(%) (Mg AG/mg) (ugAG/mg) (UCQ/mg)  (ug AG/mg) (UAA/mg)

Dializado NT1  91.6(2.8)c 345(0.8) 7.1(0.2 2.0(0.0¢ 10.2(0.3)> 0.8 (0.0)c

NT2  572(15)¢  572(L2¢ 57(02)¢ 0.1(0.0r 7.8(0.4)r 0.4 (0.0)
NT3 73123 473 (L1p 7.0(04)> 0900y 10.3(0.6) 0.6 (0.0)
Retenido NT 1 35.0 (0.6 6.7(0.3¢ 1.7(0.0p 122(0.2)F 2.3(0.2)°
NT 2 49.1 (12> 10.0 (0.3 27(0.1) 7.4(0.3)% 1.8(0.0)
NT 3 48.6 (1.2)° 8.6 (04)p 2100 9504 1.4(0.1)

Capacidad quelante del hierro (CQF); Capacidad reductora del hierro (CRF); Capacidad de inhibicién de la
peroxidacion lipidica (TBARs); Nutracéutico (NT); fraccién potencialmente absorbible (Dializado); fraccion no
absorbible (retenido). Resultados expresados en microgramos equivalentes de 4cido gélico (ug AG), unidad de
actividad quelante (UCQ), actividad reductora (UAR) o actividad antioxidante (UAA) por miligramo de
nutracéutico (mg NT). Resultados expresados como la media de tres réplicas mas error estandar de la media.

Medias con diferentes letras (a, b, c) representan valores significativamente diferentes (ANOVA p<0.05)

4.2.2.3 Citotoxicidad

Se probd la capacidad del nutracéutico para inhibir la proliferacién celular en
cultivos de células tumorales, en este caso T-84 y HT-29, representando los
resultados en la Figura 43 y Figura 44respectivamente. Ninguno de los nutracetticos
mostro citotoxicidad frente la linea celular T-84, mientras que el nutracéutico
compuesto en su totalidad por semilla de Eruca sativa mostro capacidad para inhibir
el 50% de la proliferacion celular en la linea HT-29 (Ic50 = 940.7 + 25.9 ug-mL), no

obstante, siguen siendo valores muy elevados por lo que no se considera citotoxico.
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Figura 43. Capacidad de los distintos nutracéuticos desarrollados para inhibir el
crecimiento celular de la linea T-84. NT; Nutracéutico. Resultados expresados como la
media de 8 réplicas mas error estdndar de la media con barras verticales. * diferencias
significativamente estadisticas (p<0.05).
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Figura 44. Capacidad de los distintos nutracéuticos desarrollados para inhibir el
crecimiento celular de la linea HT-29. Resultados expresados como la media de 8 réplicas

mas error estandar de la media con barras verticales. Diferencias significativamente
estadisticas (* p<0.05; ** p p<0.01; *** p<0.001).
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4.2.24 Capacidad antioxidante en cultivo celular

En la Tabla 44 se muestra el grado de protecciéon que confieren los distintos
nutracéuticos desarrollados a la linea celular HT-29 cuando estd se expone a un
agente oxidante conocido como paraquat. El que menor grado de proteccidon confirio
fue el nutracéutico compuesto 100% de semillas de Eruca sativa (NT1) con tan solo
un 5.6%, el resto presentaban igual grado de proteccion (14.8%), sin embargo, el NT3
compuesto por la combinacién de ambos necesitd menos concentracion para el

mismo grado de proteccion.

Tabla 44. Grado de proteccidon que confieren los nutracéuticos desarrollados
para el ensayo experimental del CCR, frente al agente oxidante paraquat.

[NT] [NT]nc  Supervivencia Supervivencia Proteccion
(mg/mL) (mg/mL) HT29 HT29+EtOH (%)
NT 1 50 0.7143 63.3 (0.6) 68.9 (2.2) 5.6
NT 2 50 0.7143 63.3 (0.6) 78.2 (1.0) 14.8p
NT 3 50 0.6250 63.3 (0.6) 78.2 (1.7) 14.8p

Concentracion del nutracéutico [NT]; Concentracidon nutracéutico no citotdéxica [NT]nc
Nutracéutico 100% semillas de Eruca sativa (N1); Nutracéutico 100% semillas de Sinapis alba (N2);
Nutracéutico 50% semillas de Eruca sativa + 50% semillas de Sinapis alba (N3).

4.2.25 Capacidad de induccion enzimas detoxificantes

En la Figura 45 se muestra la capacidad de los distintos nutracéuticos desarrollados
para inducir enzimas detoxificantes como la GST. Todos fueron capaces de
incrementar la actividad con respecto a la actividad basal, pero no se encontraron
diferencias significativas entre ellos. La actividad basal para la linea celular HT-29 es
de 116.6 + 5.9 UA/ mg proteina, y con los distintos nutracéuticos se incremento hasta

alcanzar valores de 157.0 + 2.6 para NT1, 147.5 +6.4 para NT2 y 158.1 + 6.0 para NT3.
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Figura 45. Capacidad de los distintos nutracéuticos desarrollados para el ensayo
experimental del CCR para inducir la enzima detoxificantes GST. Resultados expresados
como la media mas error estdndar de la media de nueve réplicas. Medias con distintas
letras (a, b) muestran diferencias significativas (ANOVA, p<0.05).

4.2.2.6 Identificacion de compuestos bioactivos

El nutracéutico seleccionado para llevar a cabo la experimentacion animal es el
nutracéutico formado por semillas de Eruca sativa y semillas de Sinapis alba (NT3).
Debido a que el NT3 mostré mejores resultados de capacidad antioxidante tras el
proceso de digestion in vitro, mayor capacidad antioxidante en cultivos celulares y
mayor actividad para inducir la actividad de la enzima GST, se decide identificar sus

compuestos bioactivos y estudiar su aplicaciéon en un modelo animal de cancer

colorrectal. La identificacion de las moléculas se muestra en la Tabla 45.
El perfil de moléculas encontradas en el nutracéutico se compuso de:

e Flavonoides (33.3%): Pectolinarigenin, epigallocatechin, gallocatechin,
cucumerin B, quercetin, dichamanetin, nobiletin, moracenin D, eucalyptin y
prenylnaringenin.

e Terpenos (20%): Kirenol, lucidumoside C, ligustrosidic acid, chamissonolide,
hydrangenoside A y pyrohyperforin.

o Acidos fendlicos (6.7%): Curculigoside A y populin.

e Fenilpropanoides (6.7%): Nothoapiole y atharticin,

e Glucodsidos (6.7%): Marinoid D y prunioside A,
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e Otros (26.7%): alcaloide (nesodine), alcohol graso (persealide), cromona
(cimifugin), éter (crotepoxide), fenol (rubialatin A), furano (mumefural),

isoflavonas (glycitin) y lignanos (diphyllin).
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Tabla 45. Compuestos identificados en el nutracéutico utilizado en el ensayo experimental para cancer de colon.

RT Masa Nombre Férmula [H] % FIT F1 F2 F3
0.95 313.0712 Pectolinarigenin C17H130e 96.65 225.0631 180.0354 120.0542
1.22 299.0403 Mumefural C12H110v 98.65 240.0316 225.069 220.0431
2.17 379.0818 Diphyllin Ca1Hi1507 34.36 293.0519 280.1175 105.0269
2.41 471.0927 Epigallocatechin (*1) C2sH190n1 99.45 331.0149 253.0714 209.0065
2.67 471.108 Rubialatin A C27H190s 69.13 347.0891 293.041 267.1032
2.69 361.0923 Crotepoxide CisHi170s 99.94 220.0375 159.0295 119.0415
2.70 505.171 Prunioside A CasH200m1 93.83 347.0891 293.041 267.1032
3.57 305.066 (+)-Gallocatechin CisHi1s07 99.1 267.0891 239.0623 221.0522
3.78 465.1397 Curculigoside A C22H250n 99.5 347.0685 331.0488 253.0787
4.01 167.1553 Cimifugin (%) C22H270n 99.33 227.0043 220.0349 209.0298
4.16 583.2027 Lucidumoside C Co7H35014 89.84 301.1084 262.0572 220.0384
4.19 551.1553 Cucumerin B C29H270m1 2.85 315.1268 294.0228 262.0588
4.33 553.1557 Ligustrosidic acid C25H29014 99.07 294.0379 267.0679 253.0775
4.35 553.1557 Marinoid D C25H29014 99.07 317.038 267.0788 250.0633
4.65 445.1135 Glycitin C22H21010 1.49 317.0562 267.0958 250.0111
4.68 7711773 Quercetin 3-O-a-(%) C36H35019 8.75 267.0869 253.084 227.0035
4.72 467.1495 Dichamanetin C29H230¢ 10.39 253.0823 239.0681 195.0144
5.73 401.1236 Nobiletin C21H210s 91.69 347.0704 253.0765 239.0632
6.12 709.2285 Moracenin D Ca0H37012 38.63 668.2699 267.0976 239.0707
6.92 551.2856 Lokundjoside C29H43010 84.27 287.1523 267.1325 165.0612
6.95 389.1236 Populin/ Populoside C20H210s 84.36 301.1513 220.0353 195.0285
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7.34 323.1495 Chamissonolide Ci7H230¢ 99.75 309.135 262.0421 221.0459
7.87 251.0919 Nothoapiole CisHi50s n/a 220.036 207.0571 158.9771
8.32 753.2242 Catharticin C34sHa1O19 15.22 331.0123 253.071 239.0514
8.53 325.1076 Eucalyptin Ci9H170s 94.85 299.1306 267.0681 220.025

8.81 619.2391 Hydrangenoside A Cs1H39013 54.88 556.2574 262.052 220.054

9.86 339.1232 8-Prenylnaringenin C20H190s5 98.19 339.1318 239.0277 105.0285
11.36 533.3631 Pyrohyperforin Cs5H490:4 16.01 400.2627 301.1781 159.0122
12.91 433.2015 Nesodine C27H290s 25.23 317.0427 267.1048 239.073

14.31 337.2379 Kirenol C20H3304 n/a 323.22 136.0556 119.0428
15.19 339.2535 Persealide C20H3504 n/a 325.2375 207.0567 159.0379

(") Epigallocatechin-O-(3-O-methyl) gallate; () Cimifugin 8-D-glucopyranoside; (°) Quercetin 3-O-a-6""-caffeoylglucosyl-£-1.2-thamnoside. Tiempo de retencién (TR),
Fracciones (F1, F2 y F3).
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Las moléculas provenian principalmente de los hidrolizados proteicos de Eruca
sativa'y Sinapis alba, ya que fue el componente mayoritario del nutracéutico, también
aparecieron moléculas que fueron identificadas previamente en los extractos
etanolicos, pero en menor medida. En la siguiente Tabla 46 podemos ver cudles de
las moléculas identificadas en el nutracéutico ya habian sido identificadas en alguno
de sus componentes. El nutracéutico compartia 9 moléculas que ya habian sido
identificadas en el hidrolizado proteico de Eruca sativa y otras 9 en el hidrolizado
proteico de Sinapis alba. No obstante, con extracto etandlico de Eruca sativa solo

compartio dos, y con el de Sinapis alba una.

Tabla 46. Comparacion de moléculas identificadas en el nutracéutico y en cada uno
de los extractos usados para su formulacion.

NT

E. sativa
HP
S.alba
EtOH
E.sativa
EtOH

S. alba

Mumefural
Diphyllin
Epigallocatechin
Rubialatin A
Prunioside A
(+)-Gallocatechin
Curculigoside A
Lucidumoside C
Cucumerin B
Ligustrosidic acid
Marinoid D
Glycitin

Quercetin 3-O-a-(*)
Dichamanetin
Populoside
Chamissonolide
Nothoapiole
Catharticin
Hydrangenoisde A
(-)-8-Prenylnaringenin
Pyrohyperforin

x x x x| Hp

xX X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
>

>

X

Total 21 9 9 2 1

(*) Quercetin 3-O-a-6""-caffeoylglucosyl-B-1.2-thamnoside. Nutracéutico (NT); Extracto etandlico (EtOH);
Hidrolizado proteico (HP)
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4.2.3 Ensayo experimental animal

4.2.3.1 Peso e ingesta de los animales

El peso de los animales a lo largo de todo el periodo experimental se muestra en la
Figura 46. Se inici6 el ensayo con un peso medio de 15 + 1g y todos los animales
alcanzaron los 22 + 2g al final del ensayo experimental. El descenso de peso que se
observo en la semana 5, 8 y 11 para los animales CT+, NT y NT+Ex fue debido a las

administraciones del DSS para la generacion del tumor.

Peso corporal
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CT+ == ==NT = = = NT+Ex.

CT-

Figura 46. Evolucion del peso de los animales a lo largo de todo el periodo experimental.
Los resultados representan la media mas error estindar de la media de 15 animales
experimentales.

En relacién con la ingesta de alimento, no se observaron diferencias significativas
entre los grupos, a excepcion de las semanas 5, 8 y 10 en las que, al igual que en el
peso de los animales, la ingesta disminuy6 en los grupos que desarrollaron tumor
debido al malestar ocasionado por el DSS (Figura 47). No obstante, no se observaron
diferencias significativas con respecto a la ingesta del agua de bebida que es donde

se administraba el DSS (Figura 48).
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Figura 47. Evolucidn de la ingesta de alimento durante todo el periodo experimental.
Los resultados representan la media mas error estdindar de la media de 15 animales
experimentales.
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Figura 48. Evolucion del consumo de agua de bebida durante todo el periodo
experimental. Los resultados representan la media mas error estdndar de la media de 15
animales experimentales.
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4.2.3.2 Parametros hematicos

El andlisis hematoldgico se muestra en la Tabla 47. La induccién y desarrollo del
tumor produjo un incremento significativo en el volumen corpuscular medio (MCV)
y en la distribucion (RDW) de los eritrocitos. Por otra parte, redujo de forma
significativa el numero de plaquetas (PLT). El recuento leucocitario (WBC) aumento
en el grupo CT+ con respecto al grupo CT-, y se alcanzaron valores incluso inferiores

al de los ratones sanos cuando se aplican las intervenciones.

Los grupos que habian ingerido el nutracéutico mostraron valores significativamente
inferiores para la concentracion hemoglobina (HGB). Ademas, el que realizo el
programa de ejercicio mostrd valores de recuento eritrocitario (RBC) y hematocrito

(HCT) inferiores al resto.

Tabla 47. Efecto de del desarrollo del tumor, y de la intervencién nutricional o de
ejercicio fisico, sobre los parametros hematicos.

CT- CT+ NT NT+Ex
PLT (10°/uL) 819.0 (5.2)° 430.0 (38.5) 604.9 (48.5) 438.1 (55.1)¢
WBC (10°%uL)  3.04 (0.24)® 3.84 (0.34)° 2.32 (0.21) 2.86 (0.22)°
RBC (105/uL) 8.35 (0.15)° 7.40 (0.23)e 7.37 (0.29)e® 6.83 (0.37)°
HGB (g/dL) 12.95 (027>  11.45 (0.49)® 10.15 (0.49)° 10.75 (0.54)°
HCT (%) 36.53 (0.75)>  34.35 (1.45)® 35.49 (1.43)® 31.35 (1.36)°
MCV (fL) 43.17 (0.48) 46.28 (0.69)° 45.56 (0.81)® 46.35 (0.86)°
MCH (pg) 15.77 (0.19)° 15.67 (0.15)° 14.54 (0.64)° 15.79 (0.15)°
MCHC (g/dL)  36.57 (0.85)>  33.91 (0.37)® 32.09 (1.64)" 34.12 (0.38)®
RDW 13.42 (0.13)° 16.53 (0.44)° 15.97 (0.34)° 15.90 (0.52)°

Grupo control sano (CT-); grupo control CCR (CT+) grupo desarrollo de CCR e intervencién nutricional
(NT); grupo desarrollo de CCR e intervencion nutricional combinada con protocolo de ejercicio fisico
(NT+Ex). Resultados expresados como la media mas error estandar de la media de 15 animales. Medias
con diferente letra (a, b, c) representan valores estadisticamente distintos (ANOVA p<0.05)
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4.2.3.3 Peso drganos

El efecto que tiene la induccion y desarrollo del tumor sobre el tamano de los
distintos organos analizados se muestra en la Tabla 48. Se observd un incremento
significativo en el tamafio del colon y del bazo en los ratones que han desarrollado
el tumor y, aunque no de forma significativa, también mostré un mayor tamaro el
higado. El tamafio del colon se redujo con las distintas intervenciones, aunque no se

iguald al tamarfio de los ratones sanos.

Tabla 48. Efecto del desarrollo del tumor y de las intervenciones nutricionales o de
ejercicio fisico sobre el peso, en gramos, de los drganos analizados.

CT - CT+ NT NT+Ex
Higado 0.798 (0.026)*  0.863 (0.026)  0.868 (0.014)*>  0.886 (0.017)
Colon 0.119 (0.015)*  0.338 (0.031)c  0.248 (0.022)>  0.262 (0.009)b<
Rifiones 0.108 (0.002)*  0.109 (0.002)*  0.113 (0.002)*  0.109 (0.002)"
Corazén 0.113 (0.002)*  0.105 (0.002)*  0.109 (0.002)*  0.107 (0.003)"
Bazo 0.071 (0.001)*  0.165 (0.017)>  0.132 (0.009)>  0.150 (0.016)>
Plantaris 0.013 (0.000)*  0.012 (0.001)»  0.013 (0.000)*  0.013 (0.000)"
Ciego 0.096 (0.005)*  0.103 (0.004)*  0.099 (0.002)*  0.096 (0.004)"
)

Gastrocnemius  0.095 (0.003)*  0.095 (0.002)*  0.103 (0.002)*  0.105 (0.003)

Grupo control sano (CT-); grupo control CCR (CT+); grupo desarrollo de CCR e ingesta de nutracéutico
(NT); grupo desarrollo de CCR e ingesta de nutracéutico combinado con protocolo de ejercicio fisico
(NT+Ex). Resultados expresados como la media mas error estandar de la media de 15 animales. Medias
con diferente letra (a, b, c) representan valores estadisticamente distintos (ANOVA p<0.05)

4.2.3.4 Analisis colon

423.4.1 Longitud

En la Figura 49 se muestra el efecto que produjo el desarrollo del tumor sobre la
longitud colon de los animales. El desarrollo del tumor produjo un acortamiento en
la longitud del colon, asi como un engrosamiento de su pared. Los animales que
ademas de desarrollar el tumor, han recibido la intervencion nutricional son los que
mostraron una longitud mas parecida al grupo control sano (6.28 + 0.15 vs. 6.88 + 0.18

cm).
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Longitud colon
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Figura 49. Efecto del desarrollo del tumor y de la intervencion nutricional, sola o en

(C1)

combinaciéon con un programa de ejercicio, sobre la longitud del colon. Resultados
expresados como la media mas error estdndar de la media de 15 animales. Medias con
diferente letra (a, b) representan valores estadisticamente distintos (ANOVA p<0.05)

4.2.3.4.2 Numero de pdlipos y drea tumoral

El efecto de la intervencion nutricional, sola 0 en combinacién con el protocolo de
ejercicio fisico sobre el numero de polipos desarrollados y el area que ocupan dichos
polipos se muestra en la Figura 50. La induccion del tumor supuso un desarrollo de
polipos en el grupo control positivo del 24.3 + 2.9% del érea total del colon. En el
grupo que se aplico la intervencion nutricional los polipos fueron significativamente
mas pequenos ocupando el 11.2 + 1.0 % del area total, y aunque no de forma
significativa, el area que ocupaba el tumor se vio reducida a 9.1 + 0.8 % cuando el
nutracéutico se combina con el protocolo de ejercicio fisico. En cuanto al nimero de
polipos, el grupo control positivo presenté una media de 5.45 + 0.52 polipos,
mientras que el grupo que ingirio el nutracéutico lo redujo significativamente a 3.73

+0.38 y el que realiz6 ademas ejercicio fisico a 2.60 + 0.31.

Es decir, en los grupos de tratamiento aparecian polipos, pero en menor namero y
tamano. En concreto, la intervencion nutricional redujo el nimero de pdlipos en un
31.6% y su desarrollo en un 53.9%. Cuando la intervencion nutricional se combina
con un protocolo de ejercicio fisico estos parametros bajan a un 52.3% y un 62.6%,

respectivamente.
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Figura 50. Efecto de la intervencidn nutricional, sola 0 en combinacion con el protocolo
de ejercicio fisico sobre el area y el numero de polipos. Resultados expresados como la
media mas error estandar de la media de 15 animales. Medias con distinta letra (a, b)
representan diferencias significativas (ANOVA, p<0.05).

4.2.3.5 Analisis histologico

4.2.3.5.1 Hematoxilina-Eosina

En el corte histologico del colon se podian observar las cuatro capas clasicas (Figura

51). De interior a exterior tenemos:

e Mucosa (M) compuesta de glandulas y tejido conectivo entre ellas. Donde
encontramos las glandulas formando criptas.

e Capa submucosa (sm) subyacente compuesta de tejido conectivo.

e Capa muscular (m) con dos tipos de fibras, circular en el interior y
longitudinal en el exterior.

e Tejido conectivo (c) laxo externo.
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SR L LN A N e PRITON 2
Figura 51. Identificacion de las distintas capas encontradas en un corte histologico de
colon.

En la Figura 52 se muestra el corte histologico del colon de cada grupo experimental
a 2X. Con este aumento ya se podian observar diferencias entre los grupos. En el
grupo control sano (CT-) se conserva la estructura celular y sin embargo en el grupo
control positivo se observd que aparecian engrosamientos en las vellosidades, que
pierden completamente la organizacion celular. En los grupos que fueron tratados
con la intervencion nutricional o el ejercicio fisico, se observd una pared y
vellosidades mas engrosadas, pero significativamente inferior a las del grupo que no

ha sido intervenido.
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COLON (2x)

Figura 52. Corte histoldgico del colon de cada grupo experimental (2X)
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En el resto de los drganos analizados, no se observaron diferencias en la morfologia
de los distintos érganos entre los grupos. Lo que quiere decir que el nutracéuticos no
genero ningun tipo de toxicidad, y ademads que el tumor se desarrollé solo en el

colon, es decir, se consiguié una induccion localizada.

En el higado (Figura 53) se observaron las células hepaticas o hepatocitos con un
nucleo grande y esférico ocupando el centro de las mismas. Las células de Kupffer o
macrofagos se identificaron con el nucleo mas alargado. Las zonas en blanco

corresponden con vasos sanguineos.

HIGADO (10x)

Figura 53. Corte histoldgico del higado de cada grupo experimental (10X)
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En los cortes histoldgico del corazdn se muestra el miocardio con fibras musculares
cardiacas, alargadas y con nucleo circular. No se encuentran diferencias

histologicas entre los distintos grupos experimentales (Figura 54).

CORAZON (10x)

Figura 54. Corte histoldgico del corazon de cada grupo experimental (10X)
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En el rifidn se observo una histologia normal en todos los grupos animales (Figura
55). En la imagen observamos la parte exterior o corteza donde aparecen los
glomérulos en el tejido cortical. Los glomérulos estan rodeados de estructuras
tubulares (tabulos proximales o distales, con un espacio blanco entre ellos). Los
glomérulos presentaban el drea de union a los vasos sanguineos. Dentro de los
glomérulos podemos encontrar tres tipos distintos de células, pero no son

observables a esta amplitud.

RINON (10x)

Figura 55. Corte histoldgico del rifién de los distintos grupos experimentales (10X)
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Los cortes histologicos del bazo de los distintos grupos experimentales se observan
en la Figura 56. El bazo es un érgano macizo rodeado de una capsula fibromuscular
formada por fibroblastos y coldgeno, pueden aparecer extensiones hacia el interior
de este tejido conectivo. En el bazo podemos diferenciar entre la pulpa roja
(formadas por sinusoides y cordones esplénicos o cordones de Billroth) y pulpa
blanca, zona morada formado por foliculos linfaticos y una arteriola. A veces aparece
una zona central mas morada conocida como centro germinal que indica que el
corpusculo esta activo. En el bazo de los ratones del grupo CT+ se observa una total
desorganizacién entre la pulpa blanca y pulpa roja, efecto que se ve revertido en las

distintas intervenciones.

BAZO (10x)

Figura 56. Corte histoldgico del bazo de los distintos animales experimentales (10X)

206



Evaluacion de la efectividad terapéutica de extractos funcionales obtenidos de Brasicaceas.

El andlisis histologico de los pulmones distintos grupos experimentales se observan
en la Figura 57.En todos se observa un patréon normal con multitud de cavidades
aéreas rodeadas de epitelio simple que corresponden a los alveolos que se abren en
lagunas alveolares de mayor tamafio. También se encuentran multitud de vasos
sanguineos ya que es un tejido altamente irrigado. Los espacios aéreos mas grandes
corresponden a bronquiolo si no tiene cartilago rodeandolo, y bronquios los que si

lo presentan.

PULMONES (10x)

Figura 57. Corte histoldgico de los pulmones de cada grupo experimental (10X)
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42352 Método pentacromico

El colon se analizd por el método pentacromico para poder entrar en detalle en la
morfologia del tumor (Figura 58). Con esta técnica se pudo diferenciar en amarillo
los eritrocitos, en violeta los mucopolisacaridos sulfatados, en verde los linfocitos, en

rojo el coldgeno y en naranja el musculo.

En la estructura del colon, pudimos observar en los ratones control (CT-) una mucosa
uniforme, con su arquitectura colonial con glandulas bien delimitadas y una fina
capa muscular inferior. Sin embargo, cuando observamos a mas amplitud las
protuberancias que encontramos en el colon del grupo CT+ hay una distribucion
irregular, sin submucosa. También se observd una reaccion inflamatoria con la
presencia de foliculos linfaticos en la submucosa. Sin embargo, cuando analizamos
los tumores encontrados en los grupos que han sido intervenidos nutricionalmente
o con el protocolo de ejercicio fisico, conservaron en mayor medida la estructura de

la mucosa, sobre todo en la parte mas basal, asi como la capa submuscular adyacente.
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COLON CT+

Figura 58. Corte histologico del colon de cada grupo experimental a 4X (izquierda) y
10X (derecha), tefiido con el método pentacromico.
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4.2.3.6 Expresion génica

La expresion génica de factores de enzimas antioxidantes o detoxificantes y de
biomarcadores inflamatorios y progresion del tumor en el colon de los ratones se
muestra en la Tabla 49. El desarrollo del tumor supuso una disminucién en la
expresion de las enzimas antioxidantes glutation peroxidasa (GPx) y superoxido
dismutasa mitocondrial (SODm), efecto que fue revertido en los grupos que
ingirieron el nutracéutico equiparando la expresion a los del grupo sin tumor (CT-).
No ocurrié lo mismo para la catalasa (Cat), cuya expresion fue significativamente
inferior en el grupo que ingiri6 nutracéutico y realizd ejercicio fisico. La enzima
quinona reductasa (Nqgo1) implicada en la detoxificacion celular se vio incrementada
en los grupos que ingirieron el nutracéutico en la dieta, mientras que la expresion de
glutation s-transferasa (Gstal) fue significativamente reducida en todos los grupos

que han desarrollado tumor.

La expresion de biomarcadores relacionados con la actividad inflamatoria estuvo
influenciada por el desarrollo del tumor. En concreto, la expresion de IL-1f8
incremento en todos los grupos que han generado tumor, sin embargo, la expresion
de IL-6 se ve reducida. El grupo que ingirio el nutracéutico combinado con un
protocolo de ejercicio fisico mostro valores significativamente interiores para IL-6, y
aunque no de forma significativa el incremento en la expresion de IL-1f§ es menos

pronunciada y se asemeja mas a los valores del grupo CT-.

La expresion de Cadm1 y Cdc42 no mostrd diferencias significativas con el desarrollo
del tumor, sin embargo, su expresion se redujo en los animales que han ingerido el
nutracéutico, combinado o no, con el protocolo de ejercicio fisico. El desarrollo del
tumor incremento la expresion de Pik3cd y Slc20al con respecto al control sano,
parametros que fueron revertidos con las distintas intervenciones realizadas, y de

forma mas pronunciada en el grupo que combina ambas intervenciones (NT+Ex).
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Tabla 49. Expresion génica en el colon

CT- CT+ NT NT+Ex

Cat 1.00 (0.18) 0.77 (0.08) 0.93 (0.04)® 0.75 (0.04)°
Gpx2  1.00 (0.12) 0.64 (0.08) 1.21 (0.09) 1.05 (0.04)
Sod1 1.00 (0.16)¢ 0.38 (0.05)° 0.86 (0.06)b< 0.72 (0.03)°
Ngol 1.0 (0.18) 0.79 (0.14) 2.36 (0.11) 2.23 (0.11)°
Gstal 1.0 (0.14)c 0.65 (0.08)P 0.72 (0.08)° 0.27 (0.02)?
Cadml 1.0 (0.16)° 1.00 (0.14) 0.75 (0.03)° 0.67 (0.03)°
Cdc42  1.00 (0.15) 1.23 (0.23) 0.64 (0.04)° 0.55 (0.01)°
IL-18 1.00 (0.11) 1.73 (0.17) 1.56 (0.18) 1.29 (0.09)>
IL-6 1.00 (0.21)¢ 0.54 (0.09) 0.39 (0.03)e® 0.18 (0.01)°
Pik3cd ~ 1.00 (0.09)° 2.64 (0.28)¢ 0.70 (0.07)e® 0.52 (0.04)°
SIc20  1.00 (0.09) 4.49 (0.40)° 0.97 (0.08)° 0.70 (0.03)°

Los datos se expresan en términos relativos frente a la expresion de la $-actina. Los resultados son medias
+ error estandar medio de ocho animales. Las medias con letras diferentes (a, b, c) son significativamente
diferentes (ANOVA, P <0,05).

La expresion de biomarcadores relacionados con la evolucion del tumor y estado
inflamatorio en el musculo se muestra en la Tabla 50. La induccién del tumor en el
colon produjo una disminucién en la expresion de tnfo y pten, este ultimo fue
revertido a valores normales con las intervenciones nutricionales y de ejercicio fisico.
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos para la expresion de
Igfl e IL6, mientras que la expresion de IL 13 se vio reducida en los grupos de

tratamientos (NT y NT+Ex) incluso por debajo del grupo sano (CT-).

Tabla 50. Expresion génica musculo plantaris.

CT- CT+ NT NT+EX
Tnfo 1.00 (0.01)¢ 0.70 (0.01)c 0.61 (0.05)e® 0.54 (0.04)°
IL 18 1.00 (0.06)b¢ 1.11 (0.07)c 0.66 (0.04)° 0.85 (0.06)
IL6 1.00 (0.05) 0.88 (0.07)° 1.02 (0.05) 0.93 (0.03)°
Pten 1.00 (0.09)° 0.80 (0.08): 1.00 (0.03)> 0.99 (0.03)>
Igfl 1.00 (0.03): 1.04 (0.05) 1.00 (0.02)? 1.00 (0.06)*

Los datos se expresan en términos relativos frente a la expresion de la 3-actina. Los resultados son medias
+ error estandar medio de ocho animales. Las medias con letras diferentes (a, b, ¢) son significativamente
diferentes (ANOVA, P <0,05).
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4.2.3.7 Microbioma

La clasificacion del microbioma fecal de los distintos grupos experimentales se
muestra en la jError! No se encuentra el origen de la referencia. y Figura 59. El
desarrollo del tumor produjo un aumento significativo del filo Verrucomicrobia que
no se revirtio con las intervenciones. No aparecieron mas diferencias significativas
relacionadas con el desarrollo del tumor, aunque si se observé una disminucion de
la presencia de bacterias pertenecientes al filo Firmicutes y Actinobacteria en los
grupos que habian desarrollado tumor y habian sido tratados con el nutracéutico
mientras que se incrementaba la presencia de Bacteroidetes en el grupo que ademas
realizaba un protocolo de ejercicio fisico. La ratio Firmicutes/ Bacteroidetes se vio
disminuido significativamente con la intervencién nutricional, mientras que en el
grupo que ha desarrollado el tumor y no se ha tratado mostraba valores superiores

respecto al grupo sano, aunque no de manera significativa.

El desarrollo del cdncer colorrectal incrementd la presencia de la familia
Verricomicrobiaceae y disminuyé la de Lachnospiraceae, Porphyromonadaceae.
Estas dos ultimas fueron revertidas a valores estandares de ratones sanos, cuando se
administro el nutracéutico en la dieta y se realizé el protocolo de ejercicio fisico. La
presencia de la familia Lactobacillaceae fue significativamente inferior en el grupo
que ingirid el nutracéutico mientras que la Erysipelotrichaceae lo hizo también en el

grupo que realizaba el protocolo de ejercicio fisico.

La presencia del género Blautia fue reducida significativamente debido al desarrollo
del tumor, no obstante, se consiguid incrementar su concentracion con el tratamiento
de intervencion nutricional, e incluso se iguald a valores de ratones sanos (CT-)
cuando se combin6 con el protocolo de ejercicio fisico. El género Lactobacillus
incremento significativamente su concentracion con el desarrollo del tumor, y estuvo
influenciado por las distintas intervenciones nutricionales, mostrando valores
similares al grupo control aquellos animales que habian sido alimentados con el
nutracéutico (NT). La presencia del género Akkermansia fue incrementada

significativamente en todos los grupos que han desarrollado el tumor.
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Tabla 51. Identificacion del microbioma fecal presenten en los distintos grupos

experimentales.
CT- CT+ NT NT + Ex
Filo
Firmicutes 63.0 (1.2)° 58.0 (2.6)® 52.6 (0.7) 54.3 (2.4)
Bacteroidetes 27.6 (1.4) 28.0 (1.1)2 30.7 (1.0)> 34.8 (0.8)°
Verrucomicrobia 1.95 (0.28)2 11.8 (0.6)° 11.6 (0.6)° 11.1 (0.3)®
Proteobacteria 1.67 (0.12)2 1.55 (0.13)2 1.58 (0.19)2 1.83 (0.20)?
Actinobacteria 4.23 (1.17)° 3.14 (0.78)® 1.18 (0.27)2 1.90 (0.45)®
Sin clasificar 0.96 (0.06)* 1.24 (0.15)2® 1.53 (0.08)° 1.03 (0.06)>
Ratio F/B 2.11 (0.06)® 2.28 (0.06)° 1.73 (0.07)2 1.58 (0.10)®
Familia
Lachnospiraceae 33.3 (1.6)° 18.3 (1.5) 23.8 (1.7)0 26.9 (2.2)bc
Porphyromonadaceae 16.6 (1.4)* 16.0 (0.7)? 16.6 (0.9) 19.6 (0.3)°
Sin clasificar 6.51 (0.31) 7.90 (0.41)° 8.18 (0.20)® 8.06 (0.34)°
Ruminococcaceae 5.55 (0.26)? 5.12 (0.58)2 5.13 (0.63)? 5.41 (0.60)?
Lactobacillaceae 6.66 (0.79)*® 8.37 (0.49)» 5.13 (0.54) 6.86 (0.68)
Erysipelotrichaceae 12.8 (1.2)° 12.7 (0.4)° 9.87 (0.28)2 8.37 (0.32)2
Turicibacteraceae 4.71 (0.00) 6.43 (0.81) 5.33 (0.57) 6.46 (1.00)
Verrucomicrobiaceae 3.03 (0.00) 12.8 (0.8)b 11.6 (0.7)* 11.1 (0.40)°
Otros 6.40 (1.30)2 5.93 (0.66)? 3.94 (0.89)2 5.76 (1.24)
Género
Blautia 24.2 (1.6)° 11.5 (0.9)2 15.9 (1.0)® 21.8 (0.6)
Sin clasificar 13.6 (0.2)? 14.6 (0.7)2 15.5 (0.8)? 15.8 (0.9)
Parabacteroides 8.67 (0.50)2 7.95 (0.50)2 8.83 (0.57)2 9.61 (0.54)
Dysgonomonas 3.11 (0.03)2 3.38 (0.00)2 2.84 (0.0)2 4.11 (0.58)2
Lactobacillus 5.35 (0.57)2 8.63 (0.55)° 5.47 (0.49) 6.78 (0.77)®
Ruminococcus 4.07 (0.18)2 4.40 (0.49)2 3.83 (0.38)2 5.27 (0.76)?
Allobaculum 11.6 (1.5) 12.6 (0.5) 10.9 (1.0) 8.3 (0.5)
Akkermansia 2.94 (0.00)2 12.4 (0.9)° 11.2 (0.7)® 10.8 (0.6)°
Otros 6.44 (2.03)? 10.4 (2.6) 5.26 (0.85)2 7.50 (1.01)2

Los resultados son medias + error estandar medio de ocho animales. Las medias con letras diferentes (a,
b, c) son significativamente diferentes (ANOVA, P <0,05).
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5 DISCUSION

5.1 ENSAYO EN MODELO DE OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad que provoca trastornos metabdlicos como
hiperlipidemia, RI, desarrollo de NAFLD, alteracion del metabolismo oxidativo y
otras alteraciones como disbiosis, afectaciones renales y alteraciones
osteomusculares. Debido a que los principales factores que desencadenan el
desarrollo de la obesidad estan relacionados con factores ambientales como la dieta
que seguimos o la actividad fisica que realizamos, la mejor forma de revertir o
prevenir la obesidad es cambiar el estilo de vida, incluyendo la practica de ejercicio
fisico y una dieta equilibrada. Ademads, la suplementacion con compuestos
bioactivos procedentes de extractos vegetales puede aumentar la eficacia de la
pérdida de peso, pero sobre todo son importantes para tratar alteraciones como la
RI, la NAFLD, las alteraciones del metabolismo lipidico y el metabolismo oxidativo,
y consecuentemente ayudan a mejorar el estado de salud en estos sujetos. Por lo
tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar diferentes estrategias, nutricionales y de
ejercicio fisico, para el tratamiento de la obesidad y las alteraciones metabdlicas
asociadas, asi como la disbiosis intestinal producida por ésta. Estas estrategias se
basaron en un cambio de dieta, que proporciond una restriccion caldrica, de manera
A8, FOmARALe <omla Ingeria, e, s, putgpoéutico formulado a partin de
diferentes extractos vegetales. Ambas intervenciones se combinaron ademas con un

programa de ejercicio fisico.

En general, las plantas son fuentes de compuestos bioactivos antioxidantes que
pueden utilizarse para el tratamiento de las alteraciones producidas por el desarrollo
de la obesidad. Entre todas las especies vegetales estudiadas en esta tesis y sobre las
que se realizd un cribado, cuatro de ellas destacaron por su elevada capacidad
antioxidante y alto rendimiento de extraccion. Estas se seleccionaron para

desarrollar un nutracéutico y ensayarlo en un modelo experimental animal de




obesidad inducida por la dieta para tratar los diferentes trastornos metabolicos que

el desarrollo de esta patologia produjo.

Los extractos etanolicos de la pulpa de Argania spinosa mostraron la mayor capacidad
antioxidante y rendimiento de extraccion. Estudios previos de nuestro grupo de
investigacion, demostraron que el extracto etanolico de la pulpa de argan contenia
diversos compuestos bioactivos, con diversas funcionalidades bioldgicas como
antioxidantes, antiinflamatorios, hipolipemiantes, hipoglucémicos y antiobesidad
[176]. En este mismo trabajo se ensayaron los efectos que el consumo de un liofilizado
de la pulpa de argan tenia sobre el metabolismo glucidico, lipidico, el estado redox
y estado de inflamacién en un modelo experimental animal de ratén, sin embargo,
no disponiamos de informacion sobre los efectos fisioldgicos que la administracion
del extracto etandlico derivado de la pulpa de argan, donde se concentraban los
compuestos bioactivos, podria tener en un modelo experimental de obesidad. Por lo
tanto, este extracto se selecciond para formar parte de la composiciéon final del
nutracéutico. El extracto de semilla de Camelina sativa mostré un buen rendimiento
de extraccidon, buena capacidad para inhibir la formacién de radicales ABTS, asi
como para quelar hierro. En este extracto se identificaron distintos compuestos como
blumedsido C, 6-deoxyjacareubina, volkensiflavona A y acevaltrato, a los que se les
atribuye esa capacidad antioxidante que mostro6 en las distintas pruebas quimicas
[177-181]. En relacion con las semillas de la leguminosa Psoralea corylifolia, los
resultados de rendimiento y capacidad antioxidante determinada en base a su
contenido en polifenoles totales, asi como su capacidad para inhibir la formacion de
radicales de ABTS, fueron de las mayores obtenidas en el screening inicial. Esto pudo
atribuirse a la presencia de compuestos como el acido cafeico 3-o-glucuronido,
hidnocarpina, rhein, glabranina, faseolina y 4’-o-metilglabridin que han demostrado
capacidad antioxidante en distintas pruebas quimicas [182-187]. Ademas, otros
autores han estudiado ampliamente esta semilla y han identificado distintos
compuestos bioactivos con capacidad antioxidante, como la corilisoflavona A, el
isopsoraleno, el bakuchiol y la bavachinina [188]. Con respecto a Spirodella polyrhiza,

una especie de planta acudtica de la familia Lemndaceas fue seleccionada para su
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inclusién en el nutracéutico por su alto rendimiento de extraccién, y su alto
contenido en polifenoles totales, asi como una buena capacidad de inhibir la
peroxidacion lipidica. Esta capacidad antioxidante se atribuyd a la presencia de
compuestos bioactivos como vitexina y mirislignano [189,190]. Otros autores han
atribuido su capacidad antioxidante a moléculas derivadas del acido clorogénico, la
apigenina y la luteonina [191]. Por otra parte, cabe destacar que tanto las semillas de
la leguminsa P. corylifolia como la planta S. polyrhiza, fueron sometidos a un proceso
de hidrolisis proteico ya que tenian un alto contenido proteico, y algunos estudios
han demostrado que los hidrolizados proteicos, concretamente hidrolizados
proteicos provenientes de otras leguminosas como Phaseolus vulgaris L. y Lens
culinaris fueron capaces de inhibir distintos marcadores de inflamacién y estrés
oxidativo [192,193]. Por tanto, los hidrolizados proteicos de la leguminosa P.
corylifolin 'y de S. polyrhiza fueron seleccionados también para completar la

formulaciéon del nutracéutico.

Tras la seleccion de las especies vegetales para la formulacion del nutracéutico, se
prepararon los extractos etanolicos y los hidrolizados proteicos de estas especies
para proceder a su mezcla y liofilizacion para obtener un total de 40 gramos de
nutracéutico en polvo para anadirse a la dieta experimental de los animales y llevar
a cabo el ensayo in vivo. Parte del nutracéutico se utilizo para llevar a cabo las
distintas pruebas de capacidad antioxidante mediante pruebas quimicas y ensayos
en cultivos celulares para determinar su capacidad antioxidante y antiinflamatoria.
Ademas, el nutracéutico fue sometido a una digestion in vitro para comprobar si los
componentes del mismo eran potencialmente absorbibles y podian ejercer efectos
beneficiosos a nivel sistémico [194]. Con respecto a las pruebas quimicas de
capacidad antioxidante, y teniendo en cuenta la proporcion en la que cada uno de
los compuestos se anadio para la formulacion del nutracéutico (10 partes del extracto
etanolico de la pulpa de argan, 10 partes del extracto etanolico de semilla de C. Sativa,
40 partes del hidrolizado proteico de P. corylifolia y 40 partes del hidrolizado proteico
de S. polyrhiza), podemos decir que hubo un efecto sinérgico de los compuestos

presentes en la mezcla que produjo un aumento en todas las pruebas de capacidad
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antioxidante que se llevaron a cabo. Diversos autores han propuesto que la mayoria
de los efectos antioxidantes, anticancerigenos o antiinflamatorios de frutas y
vegetales se atribuyen a la mezcla de compuestos fitoquimicos presentes en ellos y
no a la accién de compuestos aislados [195,196]. El proceso de digestibilidad in vitro
al que se sometid el nutracéutico, demostr6 que éste era dializable hasta en un 86%,
lo que quiere decir que su potencial para ser absorbido después de someterse a un
proceso de digestion fue muy alto. Ademas, la capacidad antioxidante del mismo
también se mantuvo después de someterse a este proceso, ya que se encontrd una
mayor actividad antioxidante en los dializados y retenidos del compuesto funcional
en comparacion con el blanco de la prueba. Por tanto, podemos decir que la
bioactividad de los compuestos es potencialmente absorbible lo que podria dar lugar
a un efecto a nivel sistémico. No obstante, también se encontrd una alta capacidad
antioxidante en los retenidos, lo que nos indicé que parte de los compuestos

bioactivos podrian ejercer su funcién a nivel local en el colon.

El nutracéutico fue capaz de mantener la capacidad antioxidante de sus
componentes en las distintas pruebas quimicas, ademds mostr6 una alta capacidad
para prevenir el dafio oxidativo causado por el agente oxidante paraquat en la linea
celular HT-29, asi como en la prevencién del dano inflamatorio que produce el LPS
en la linea celular de macréfagos J774A.1. Este efecto se atribuye principalmente a
los compuestos bioactivos que componen el nutracéutico con capacidad antioxidante
que han sido mencionados con anterioridad y ademas se han identificado otras
moléculas con capacidad antiinflamatoria como picrésido II [197], rosmanol [198],

xantoangelol [199], murpanicina [200] apigenina y luteonina [191].

Bajo esta premisa, el nutracéutico pasd a ensayarse en un modelo experimental
animal de obesidad inducida por la dieta para estudiar el efecto del consumo del

nutracéutico sobre esta patologia.
Ensayos in vivo

Peso e ingesta de los animales
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En relaciéon con los experimentos in vivo realizados, para este ensayo se selecciond
un modelo experimental de raton C57BL/6] ya que esta cepa es mas susceptible a la
ganancia de peso y al desarrollo de alteraciones metabolicas asociadas, a través de
una dieta obesogénica [201,202]. El periodo experimental fue de 17 semanas, en el
que la primera semana fue de adaptacion para los animales tanto a la dieta como al
tapiz rodante y a las condiciones del nuevo alojamiento. Para la generacion de la
obesidad inducida por la dieta, a los animales de experimentacion se les administro
una dieta alta en grasa (46% de las Kcal) y fructosa en el agua de bebida al 20%, ya
que se ha descrito que esta intervencion es eficaz para inducir la obesidad en este
modelo experimental de raton C57BL/6], de acuerdo con lo reportado por Shen et al.
[203]. Bajo nuestras condiciones experimentales, pudimos observar que la obesidad
se establecié a partir de la tercera semana del periodo experimental, cuando la
diferencia de peso corporal entre los animales delgados alimentados con dieta
estandar (SD) y los animales alimentados con la dieta alta en grasa y fructosa en el
agua de bebida (HFHF) fue igual o superior a 2 desviaciones estandar, siendo un
punto de acuerdo en la comunidad cientifica para el desarrollo de modelos de
obesidad en modelos de roedores [204]. Para establecer no solo la obesidad, sino
también las alteraciones asociadas metabdlicas, inflamatorias, de estrés oxidativo y
disbiosis, la administracion de la dieta obesogénica y la fructosa en el agua de bebida
continu6 hasta un total de 8 semanas. A partir de las 8 semanas, los animales se
sometieron a una restriccion caldrica cambiando de dieta HFHF a dieta estandar
normocaldrica (SD), y aplicando un pair fed con 3 g de dieta/dia/raton. Ademas, se
les administré el nutracéutico y realizaron el protocolo de ejercicio fisico establecido.
En la Figura 27, se muestra la ingesta de alimento y la ingesta caldrica total que los
animales tuvieron durante todo el periodo experimental. Los animales que
consumieron la dieta HFHF y la fructosa en el agua de bebida tuvieron una ingesta
caldrica superior a los animales que consumieron la dieta SD y por tanto el desarrollo
de la obesidad fue efectivo. La restriccion caldrica en los grupos de animales que
cambiaron de dieta HFHF a dieta SD, hizo que la ingesta caldrica fuera igual a la

realizada por los animales que consumieron la dieta SD durante todo el periodo
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experimental, lo que se relacioné con el peso corporal que los animales consiguieron.
Como podemos observar en la Figura 26 el cambio de dieta de forma aislada y en
combinacién con la realizacidn del protocolo de ejercicio disminuyo el peso corporal
de los animales, alcanzando al final del periodo experimental el mismo peso que el
grupo de animales que consumieron la dieta estandar normocaldrica durante todo
el periodo experimental (SD). Estos resultados difirieron a los encontrados por
Ferrara et al. [205] donde se utiliz6 el modelo experimental de ratéon C57BL/6N que
fue alimentado con una dieta alta en grasa durante 10 semanas y posteriormente
durante un periodo de 6 semanas los animales fueron alimentados con un pienso
estandar. En este caso el cambio de dieta por si sola no logré revertir completamente
la obesidad desarrollada. Esta diferencia pudo deberse a que, a diferencia a lo
realizado por Ferrara et al. [205] en nuestro diseno experimental realizamos la
restriccion caldrica comentada anteriormente. Se ha comprobado que la restriccion
caldrica es una modulacion efectiva y simple que se utiliza como paso primario en la
pérdida de peso corporal ya que tiene efectos beneficiosos en el control del peso y en
la prevencion de la disfuncion metabdlica causada por la obesidad [93]. La inclusién
del nutracéutico en la dieta bajo nuestras condiciones experimentales no causé
ningun efecto adicional sobre el peso corporal de los animales. Sin embargo, autores
como D’Antongiovanni et al.[23] y Chavanelle et al. [91] describieron como se
consiguid revertir el peso corporal de ratones C57BL/6 con obesidad inducida por la
dieta s6lo con la administracion de una suplementacion basada en extractos
vegetales. Concretamente con la ingesta de 107 mg por kg de peso del animal de una
suplementacion compuesta de Curcuma longa, Cassia mimosides y Phyllanthus emblica
y con la inclusion del 2.5% en la dieta de una suplementacion a base de hoja de olivo,
arandano, alcachofa, crisantemo y pimienta negra, respectivamente. Otros autores
consiguieron estos efectos cuando se combin6 la suplementacion de extractos
vegetales con un programa de ejercicio fisico. La inclusion en la dieta de un extracto
etanolico de Artemisia dracunculus al 1% junto con libre acceso a una rueda para
realizar ejercicio fisico supuso una reduccion del peso corporal de ratones C57BL/6]

debido a que el efecto combinado mejord la oxidacion de las grasas y la degradacion
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de la glucosa [206]. Lo mismo fue observado por Zhang et al. [207], donde una
suplementacion del 5% de extracto de Camellia sinesis var. assamica rico en catequinas,
combinado con un protocolo de ejercicio en cinta redujo el desarrollo de la obesidad
al incrementar la oxidacién de las grasas en el higado y musculo esquelético

facilitando el gasto energético.
Peso de los organos

Se ha descrito ampliamente como el tamafio de los drganos se correlaciona
directamente con el indice de masa corporal, y por tanto con el desarrollo de la
obesidad. Son muchos estudios en los que se ha descrito como el desarrollo de la
obesidad produce un aumento en el tamafio del corazon [208,209], de los rifiones
[210], el bazo [211] y los dep0sitos de grasa en general [212]. En nuestro experimento,
el desarrollo de la obesidad aumentd el tamano de los rifiones, el bazo, y la
acumulacién de grasa epididimal y abdominal. Este aumento del peso de los érganos
se relaciond también con una mayor circunferencia abdominal, y un mayor indice de
Lee (peso corporal/longitud). Las intervenciones realizadas consiguieron disminuir
estas alteraciones de distintas formas. Todas las intervenciones consiguieron revertir
el aumento del peso del bazo provocado por el desarrollo de la obesidad. Pero sdlo
la combinacion del ejercicio fisico con la ingesta del nutracéutico consigui¢ que el
peso del corazén y de los rifiones llegara a igualarse al de los animales que
consumieron la dieta SD durante todo el periodo experimental. Este efecto ha sido
descrito por otros autores como como Costa et al. [213] donde la ingesta oral durante
9 semanas de dos polifenoles de origen vegetal (curcumina o trigonenelina) fue
capaz de prevenir la hipertrofia en los rifiones de ratones C57BL6/] con obesidad
inducida por una dieta alta en grasa. Por otra parte, en el estudio realizado por
Lambert et al. [214] se observo un efecto positivo tras 9 semanas de ejercicio fisico
y/o la ingesta de polifenoles derivados de la uva, sobre el tamafio y la funcionalidad
del corazon en ratas con obesidad inducida por la dieta de forma aislada. Efecto que

no se vio potenciado cuando se realizaron las intervenciones de forma combinada.
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En el desarrollo de la obesidad, el higado juega un papel muy importante. En
concreto, la acumulacién de grasa en el higado es de suma relevancia, ya que es la
clave para el desarrollo de NAFLD asociada a la obesidad. Como era de esperar,
nuestro modelo experimental de ratén obeso mostré un mayor peso en el higado,
asociado a un aumento del porcentaje de grasa. Este efecto ha sido ampliamente
descrito en ratones [90,188] y otros modelos experimentales [97,204]. Se ha descrito
que este aumento de la grasa hepatica, asi como en otros érganos, puede revertirse
cuando se administran compuestos bioactivos sobre la dieta [23] o asociados a un
programa de ejercicio [215] puesto que estos son capaces de inhibir la adipogénesis

y regular el metabolismo lipidico, como se vera mas adelante.

Por otra parte, el desarrollo de la obesidad no solo produjo un incremento en el peso
de los animales, sino que también se produjeron distintas alteraciones metabdlicas,
inflamatorias, de estrés oxidativo y disbiosis intestinal. Esto se observé a través de
los resultados obtenidos en relacion con distintos pardmetros plasmaticos y

bioquimicos, a nivel de expresion génica y en el estudio del microbioma intestinal.
Estrés oxidativo e inflamacion

El consumo de una dieta rica en grasas se asocia en gran medida a un aumento de la
produccion de ROS y de la inflamacion en tejidos como el higado, el musculo y el
tejido adiposo [90]. En consecuencia, se esperaria que el aumento de la actividad de
las enzimas antioxidantes intracelulares redujera estos niveles. Bajo nuestras
condiciones experimentales, los animales que desarrollaron obesidad a través de la
dieta alta en grasa y la fructosa en el agua de bebida, presentaron un aumento en la
actividad de enzima antioxidante SOD Cu-Zn, y detoxificante GST. Este efecto
puede deberse probablemente a un intento de contrarrestar la produccion de ROS
relacionada con la obesidad [216]. En el resto de actividades enzimaticas analizadas
no se observé una mayor actividad, debido probablemente a una menor capacidad
protectora del higado ya que la obesidad puede ejercer un efecto deletéreo sobre la

efectividad de estas enzimas [90,217].
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La inclusion del nutracéutico en la dieta y la préctica de ejercicio fisico (NT+Ex)
indujo una mayor actividad de las enzimas GPx y SOD-Mn. Ademads, se produjo
una sobreexpresion en el higado de los niveles ARNm de las enzimas antioxidantes
mitocondriales CAT y SOD, asi como de las enzimas detoxificantes GST y QR, lo que
nos indicd una actividad beneficiosa sinérgica entre la actividad fisica y la ingesta de
extractos vegetales. De la Fuente-Mufioz et al. [90] también encontraron mayor
expresion de las enzimas antioxidantes Nox-4 y SOD en el higado de ratones
C57BL/6 que fueron alimentados con un extracto de té verde durante 20 semanas,
atribuyeron este efecto a la presencia de compuestos funcionales como catequinas y

teaflavinas con una actividad antioxidante demostrada.

En relacién con los marcadores proinflamatorios analizados, nuestros resultados
indicaron que los marcadores tnfa y resistina en plasma estan elevados en los
animales que desarrollaron la obesidad en comparacion con sus controles delgados
SD. Ademas, se encontr6 una correlacion positiva con los niveles de ARNm de tnfa
en el higado de los ratones obesos, ya que este parametro también se encontraba
elevado. Como hemos mencionado anteriormente, la sobrenutricion desencadena
una hipertrofia de los adipocitos que induce la secrecion de citoquinas
proinflamatorias como tnfa y resistina que inhiben la sefializacion del receptor de
insulina, e incrementan por tanto la RI [218]. De hecho, en ratones los niveles
elevados de resistina se han relacionado con un incremento del dafio mitocondrial,

agravando la esteatosis hepatica y la RI [219].

Tanto la suplementacion de la dieta con el nutracéutico y el ejercicio fisico de forma
aislada o bien combinando ambas intervenciones, mostraron un efecto positivo
disminuyendo los niveles de tnfa, IL-6 y resistina en plasma y produjeron de forma
aislada, una regulacion a la baja de los niveles de ARNm en higado del tnfa. Estos
resultados también fueron descritos por otros autores como De la Fuente-Mufoz et
al. [90] o Diniz et al. [102] quienes encontraron niveles significativamente elevados
en la expresion de tnfa, IL-1f$ e IL-6 en el higado de ratones C57BL/6] alimentados

con una dieta alta en grasa y alta en azucares. Todos estos pardmetros mostraron
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niveles de expresion inferiores cuando se suplementd la dieta con un 1.6% de
extracto de té verde [90] o cuando se aplico un protocolo de ejercicio fisico [102].
Estos resultados demostraron el efecto positivo de la suplementacién con
nutracéuticos en el estado oxidativo de los animales. La menor concentracion de
marcadores proinflamatorios se relacion6 con la ingesta del nutracéutico, ya que
contienen extractos de plantas con compuestos bioactivos que ejercen un efecto
beneficioso sobre diferentes pardmetros inflamatorios [220,221] y del metabolismo
oxidativo [83], concretamente la apigenina y la luteonina identificadas en el
nutracéutico han demostrado un efecto antiinflamatorio al inhibir la liberacion de
citoquinas TNFa e IL-6 en ratones Balb a los que se les habia inducido dermatitis de
contacto [222]. La inclusién de la pulpa de argan en la dieta de ratones C57BL/6]
provocod una disminucion de marcadores de oxidacién o inflamaciéon como los
TBARs en el higado o la expresidn génica hepatica de las interleucinas IL-6 e IL-f1

[176].

Ademas, cuando el nutracéutico se incluyé en la dieta y se combind con un programa
de ejercicio, se logré una regulacion al alza de los niveles ARNm de enzimas
antioxidantes o detoxificantes como cat, sod2, qr y gst en el higado de los ratones. En
estudios previos, la ingesta durante 90 dias de pulpa de argan en ratones C57BL/6]
incremento expresion hepatica de la enzima CAT y GST [176], ademas la inclusion
(100 y 200mg-kg") en dieta de un extracto etandlico de Psoralea corylifolia incremento
los niveles de actividad de sod2 en el higado de ratones C57BL/6] con obesidad
inducida por la dieta. Ademads, combinado con actividad fisica constituyen un

potente modulador del estado oxidativo e inflamatorio del organismo [223].
Metabolismo glucidico y lipidico

Dos de las principales alteraciones que se producen o que mads se asocian con el
desarrollo de la obesidad corresponden a alteraciones del metabolismo glucidico y
lipidico, asi como marcadores especificos para detectar dafio a nivel cardiaco o
hepatico. Las alteraciones del metabolismo lipidico pueden observarse a nivel de un

diverso numero de marcadores plasmaticos y hepaticos, mientras que en el
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metabolismo glucidico un aumento de la glucemia basal, asi como la apariciéon de
resistencia a la insulina, con hiperinsulinemia asociada o no, son las alteraciones que
con mas frecuencia se relacionan con el desarrollo de la obesidad. Es importante
remarcar, que, debido a la interrelacion entre estos dos metabolismos, como se ha
descrito en la revision bibliografica de este trabajo, es dificil discutir estos resultados

de manera independiente.

La induccion de la obesidad tras el consumo de una dieta alta en grasa durante 16
semanas dio lugar al desarrollo de la RI, mostrando valores de glucemia mayores
durante el desarrollo de la prueba de tolerancia oral a la glucosa. Este efecto esta
ampliamente descrito y es debido principalmente a que un exceso de tejido adiposo
produce un incremento en la secrecion de citoquinas proinflamatorias
desencadenando un estado inflamatorio en el individuo, que interfiere en la
sefnalizacion celular de la insulina. Ademas, esto conlleva a un aumento de ROS y
RNS por el sistema NADPH (Nox), que induce la oxidacion de los acidos grasos e
interviene en el correcto funcionamiento de las mitocondrias. Todo esto resulta en
una menor respuesta fisioldgica a la insulina y por consiguiente una menor captacion

de glucosa [224,225].

Otro de los parametros relacionados con el metabolismo glucidico es el indice
HOMA. Este indice es un indicador homeostatico con el que se puede evaluar la RI
ya que cuando se encuentra elevado, se relaciona clinicamente con baja sensibilidad
a la insulina, mayores niveles de AUC y mayor riesgo de desarrollar NAFLD [226].
Bajo nuestras condiciones experimentales el indice HOMA-RI de los animales obesos
se encontrd incrementado con respecto al resto de grupos experimentales. Los
grupos que fueron sometidos a las intervenciones nutricionales o de ejercicio fisico
mostraron niveles de este indice inferiores incluso al grupo SD, lo que se
correlacionaba con los resultados obtenidos en el AUC en la prueba de tolerancia
oral a una sobrecarga de glucosa. Resultados similares han sido descritos por Zheng
et al. [227] quienes observaron que un extracto procedente del fruto de Phellinus

baumii fue capaz de reducir el indice HOMA en ratones ICE diabéticos y reducir
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consecuentemente la RI al incrementar la expresion de irs-1, pi3k y akt en el higado
de estos ratones, mejorando la sefial de transduccién de la insulina. En relaciéon con
la ingesta del nutracéutico, Tsykalo & Trzhetsynskyi, [228] demostraron que la
administracion durante dos semanas de 200mg/ kg de un extracto proveniente de
semillas de C. sativa fue capaz de inhibir la RI en un modelo experimental de MetS
en ratas. Ademas, la administracion oral durante las tltimas 6 semanas de 100mg/kg
y 200mg/kg de un extracto de semillas de P. corylifolia en un modelo de obesidad
inducida por la dieta en ratones C57BL6, fue capaz de revertir el AUC en un 24% y
28% en comparacion con el grupo que solo consumio la dieta alta en grasa [229]. El
mecanismo de accién no ha sido elucidado por estos autores, pero la capacidad de
los extractos vegetales para captar ROS o reducir el estado inflamatorio del
organismo ejercen un efecto clave para reducir la RI [45,230]. Bajo nuestras
condiciones experimentales también se encontraron valores de Glut4
significativamente superiores en el musculo plantaris de los animales que habian
ingerido el nutracettico en la dieta y en los que ademas realizaron el protocolo de
ejercicio fisico. El efecto beneficioso del ejercicio sobre la RI ha sido ampliamente
estudiado [231,232]. En el musculo los d&cidos grasos libres, que pueden
incrementarse durante el desarrollo de la obesidad, afectan a la actividad PI3K
asociada al sustrato del receptor de insulina (IRS-1), lo que conduce a una menor
translocacion de Glut4 a la superficie y, por tanto, a una menor captacion de glucosa
[39]. Autores como Han et al., [233] han descrito en sus trabajos que la realizacion de
ejercicio consiguid incrementar la sensibilidad a la insulina mediante un incremento
en la expresion de Glut4 y la proteina quinasa B (AKT) que conllev¢ la activacion de
la via PI3K/ AKT en el cuadriceps de ratones (SENSSxC57BL/6]). Estos efectos
positivos se consiguieron tras la ingesta de una dieta alta en grasa durante 6 semanas,
realizando un protocolo de ejercicio fisico de alta intensidad (75% VO2 max) durante

seis semanas mas.

En relacion con los pardmetros plasmaticos analizados, el desarrollo de la obesidad
produjo un aumento en los niveles de la enzima creatina quinasa MB, hallada

principalmente en el musculo cardiaco (CK-MB), el colesterol LDL, la insulina, la
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leptina y la resistina. Estos resultados coinciden con los encontrados por otros
autores como Lang et al [234] donde el desarrollo de la obesidad, mediante una dieta
alta en grasa, en ratones C57BL/6] produjo un incremento en los niveles plasmaticos
de CK-MB y LDL. Ademads incrementaron los niveles de insulina y leptina
relacionados con alteraciones del metabolismo glucidico como aumento de la
concentracién de glucosa en sangre y un menor control del apetito [235]. Se ha
descrito que existe una relacion directa entre la obesidad y los niveles de Ck en
plasma [236] debido posiblemente a un incremento en la masa cardiaca. Bajo
nuestras condiciones experimentales, estos pardmetros fueron revertidos en todas
las intervenciones que se realizaron, concretamente la ingesta de compuestos
bioactivos derivados del nutracéutico, asi como la combinacién con un protocolo de
ejercicio fisico mostraron el mayor beneficio disminuyendo sus valores. Similares
resultados fueron reportados por Zhang et al. [207] en un modelo experimental de
obesidad inducida por la dieta en ratones C57BL6, donde la suplementacion de la
dieta al 5% con un extracto de té combinado con un protocolo de ejercicio fisico
redujo tanto los niveles de colesterol total, como los niveles de TG e insulina con
respecto al grupo de animales obesos que consumieron la dieta hipercaldrica. En un
mismo modelo experimental, un extracto de té negro (al 1.6%) consiguidé disminuir
los niveles plasmaticos de insulina y leptina [90]. La concentracion de resistina en los
ratones obesos fue mas elevada en comparacion con los animales que consumieron
una dieta estandar. Se ha descrito que el aumento de la resistina induce RI y
esteatosis hepatica cuando esta se encuentra elevada en el suero [219]. Nuestros
resultados mostraron que la ingesta del nutracéutico condujo a una disminucion de
los niveles plasmaticos de resistina, por debajo incluso de los valores obtenidos en el
grupo normocaldrico (SD). Estos resultados coinciden con los resultados descritos
por Wen et al. [219] donde un compuesto aislado de las hojas de Morus alba fue capaz
de revertir los efectos metabdlicos inducidos por seis dosis de 400 ng/kg de resistina
en ratones C57BL6] como la esteatosis hepatica y la resistencia a la insulina. Este
efecto pudo deberse al incremento de la concentraciéon de mitocondrias,

promoviendo la captacién de glucosa y la sensibilidad a la insulina. En nuestro
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estudio, la disminucion de la resistina podria deberse a la presencia del extracto de
Psoralea corylifolia ya que ha sido descrito por otros autores que la psoralidina, un
compuesto natural aislado de esta planta disminuye la expresion de resistina en la
linea celular de preadipocitos 3T3-L1, previamente estimulada con medio de

diferenciacion adipogénica durante 6 dias [237].

Ademas, se han descrito otros efectos beneficiosos sobre el metabolismo glucidico y
lipidico de los distintos extractos usados para la formulacién del nutracéutico. Con
respecto a la pulpa de argan, ensayos realizados in vivo describieron que la ingesta
de la pulpa de argéan incluida en la dieta al 5 y al 10% durante 12 semanas en un
modelo experimental de raton C57BL/6 disminuy¢ el porcentaje de grasa corporal
de los animales, disminuy¢ la glucemia aumentando la sensibilidad a la insulina y
disminuy¢ los niveles de colesterol total en plasma [176]. En relacion a la Brasica,
Camelina sativa, autores como Tsykalo & Trzhetsynskyi [228] demostraron que una
dosis de 200 mg/kg de extracto etandlico (70:30) de Camelina sativa mejord la
sensibilidad a la glucosa, redujo la RI y mostré un efecto hipolipemiante en ratas
Wistar con MetS inducido por sobrecarga de fructosa (20%) en el agua de bebida
durante 8 semanas. Finalmente, se ha descrito que la administracion de 50mg/kg de
corylin, una isoflavona aislada del extracto de P.corylifolia, redujo significativamente
el peso corporal de ratones obesos por ingesta de dieta alta en grasa, y evito las
complicaciones metabolicas derivadas de esta al disminuir la concentracion de WAT
e incrementar la de BAT [77]. El extracto de semilla de P. corylifolia también se estudio
como material funcional para prevenir o mejorar la enfermedad del higado graso no
alcoholico en ratones C57BL/6 mediante la inhibicién de la acumulacion de lipidos

en el higado [229].

En relacion con la homeostasis lipidica, el desarrollo de la obesidad supuso un
incremento en la expresion del transcripto cd36 en el musculo y en el higado en
nuestro modelo experimental. Cd36 es un sistema transportador de acidos grasos al
interior de las células epiteliales, aunque también se encuentra expresado en otros

tejidos como higado, tejido adiposo y musculo [238,239]. Se ha descrito que un
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incremento en la expresiéon de cd36 en modelos animales de obesidad esta
directamente relacionado con un incremento en el contenido de grasa en el higado y
la RI [239]. Sin embargo, este efecto parece estar relacionado con el tejido donde se
exprese, ya que Goudriaan et al. [238] han demostrado que una deficiencia en cd36
incrementa la sensibilidad a la insulina en el musculo, mientras que la reduce en el

higado de ratones CD36—/-.

En el higado de ratones obesos se observo un incremento en la expresion de ppara.
Este incremento fue incluso mayor cuando los animales consumieron el nutracettico
y lo combinaron con la realizacidn del protocolo de ejercicio fisico (NT+Ex). Ppara ha
demostrado en diversos modelos animales tener un efecto protector frente a la
esteatosis hepatica [230]. Su principal efecto es la induccion de la oxidacion de acidos
grasos mitocondrial, peroxisomal y microsomal, reduciendo la acumulacion de grasa
hepatica durante el desarrollo de la obesidad, y previniendo por tanto la esteatosis.
Bajo nuestras condiciones experimentales, su expresion ademas estuvo fuertemente
influenciada por la combinacion de la ingesta del nutracéutico y la realizacion del
protocolo de ejercicio fisico. Otros autores, como Li et al. [240] describieron que la
ingesta durante 8 semanas de una formulacién en base a nueve péptidos procedentes
de semillas de Chenopodium quinoa fue capaz de controlar el peso corporal de ratones
C57BL6/] obesos y mejorar las alteraciones metabdlicas derivadas al incrementar la
expresion de ppara en el higado. Por otra parte, la realizacion durante 8 semanas de
un protocolo de ejercicio aerdbico incremento la expresion ppara en el higado de
ratones C57BL/6], contribuyendo a la regulacion metabolica y aliviando la esteatosis
hepatica, la inflamacion y la fibrosis [102]. Ha sido ampliamente descrito que
diferentes compuestos bioactivos vegetales son capaces de inducir la expresion del
ppara e inhibir la esteatosis hepatica, actuando como ligandos directos o bien

induciendo la oxidacion de los acidos grasos [241].

La combinacién del consumo de nutracéutico y la practica de ejercicio fisico produjo
ademds, una mayor expresion de Ipl, lo que ha sido asociado a una menor

acumulacion de lipidos en el higado y una mejora en el metabolismo glucidico [242].
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Otros autores han mostrado resultados similares donde la ingesta de extractos
vegetales, en concreto extracto de té verde al 1.6% durante 20 semanas o la
administracion intragastrica de 40mg/kg/dia durante 4 semanas, fueron capaces de
incrementar la expresion de Ipl con respecto al grupo de ratones C57BL6] que

consumio la dieta alta en grasa durante todo el periodo experimental [90,219].

Otro de los parametros analizados que se vio modificado fue la expresion de scdl
que se vio incrementada en ambos grupos de animales que realizaron el protocolo
de ejercicio fisico (NT+Ex, Ex). Esta descrito que la inhibicion de scd1 mejora el
metabolismo energético, promoviendo la lipdlisis y termogénesis, y previene la
ganancia de peso inducido tras la ingesta de una dieta alta en grasa [243]. Sin
embargo, autores como Diniz et al. [102] también han descrito un incremento en su
expresion en ratones C57BL/6] con obesidad inducida por la dieta y realizacion de
un protocolo de ejercicio fisico durante 8 semanas, lo cual se asocié a una reduccion

en la habilidad del ejercicio fisico para reducir la esteatosis hepatica.

Con respecto a los resultados relacionados con la expresion génica en el musculo, se
observd que el desarrollo de la obesidad disminuyd la expresion en el musculo
plantaris del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (Igf1). Este factor se ha
correlacionado con una menor sintesis proteica observada en individuos obesos y el
riesgo de sufrir sarcopenia [244]. Bajo nuestras condiciones experimentales, la
combinacion de la ingesta del nutracéutico con la practica de ejercicio fisico,
consiguié aumentar la expresion de igfl, esencial para el mantenimiento adecuado
del metabolismo proteico del musculo esquelético, estimular la sintesis proteica,

reducir el estrés oxidativo y la inflamacidn [244,245].

Otros dos marcadores que reflejan la situacion en la que se encuentra el musculo en
relacion con el metabolismo glucidico y lipidico, son la expresion de los genes lipinl
y pten. Estos dos genes se encontraron sobreexpresados en el musculo plantaris del
grupo NT+Ex. Estas dos proteinas PTEN y LPIN1 son necesarios para la captacion
de glucosa o mantener la homeostasis lipidica [246,247]. Lipinl posee un papel

esencial en la regeneracion y desarrollo del musculo esquelético [248]. Ademas, se
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ha observado que una sobreexpresion de lipinl en el tejido adiposo se ha
correlacionado la prevencion en el desarrollo del higado graso y la RI y alteraciones

metabolicas derivadas [249].

Muchos de estos efectos beneficiosos pueden deberse a la realizacion de actividad
fisica que contribuye en la captacion de glucosa, promoviendo una disminucion en
la acumulacion excesiva de grasa [223]. La combinacion con el consumo de
compuestos bioactivos identificados en cada uno de los componentes del
nutracéutico también ejercié un efecto beneficioso sobre estos parametros. Entre
ellos, el picrosido Il encontrado en el extracto etanolico de semillas de Camelina sativa
ha sido reportado con efecto hepatoprotector en distintos modelos de
experimentacion animal [197]. En concreto la administracion intravenosa de
20mg/kg en ratones C57BL/6 redujo los niveles de marcadores inflamatorios (IL6, IL-
1By tnfa) y promovié la funcién del sistema inmune al inhibir la activaciéon de la via
NEF-KB [250]. Autores como Dhami-Shah et al. [251] le atribuyen el efecto
hepatoprotector al promover una disminucion en la acumulacion de acidos grasos al
reducir su captacion y la lipogénesis en la linea celular HepG2. El compuesto
escoparona presente en el hidrolizado proteico de semillas de Psoralea corylifolia
mejord la esteatosis hepdtica en ratones C57BL/6] alimentados con una dieta
deficiente en metionina y colina, por inhibicion de la via de sefhalizacion
PI3BK/AKT/mTOR involucrada en la acumulacion lipidica y la inflamacion [252-254].
En el hidrolizado proteico de Spirodela polyrhiza encontramos el compuesto
avicularina cuya ingesta (5000 mg/kg de animal), fue capaz de revertir la Rl inducida
en un modelo experimental de rata Wistar mediante la estimulacion de quinasas
glucoliticas y moléculas de senalizacion de la insulina [255] y la vitexina que se ha
asociado en multitud de estudios con la atenuacién de las complicaciones diabéticas,
como disfuncion del tejido adiposo, disfuncion de las células (3 pancreaticas,
hiperglucemia, trastornos hepaticos, nefropatia diabética, enfermedad vascular e

hipertension [189].
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Microbioma intestinal

En relacién con el microbioma intestinal, estd bien establecido que la dieta
desempenia un papel clave en su composicion. Una dieta basada en aztuicar y/o grasa
induce una disbiosis en la cantidad y diversidad microbiana intestinal [256,257].
Aunque en una amplia gama de trabajos esta disbiosis conduce a una disminucion
de la biodiversidad bacteriana intestinal, en nuestras condiciones experimentales, la
obesidad inducida por la dieta produjo un aumento de la biodiversidad del
microbioma intestinal. Al igual que en nuestro estudio, este efecto ha sido descrito
por otros autores cuando la mayor cantidad de fibra incluida en la HFD en
comparacion con la SD puede haber conducido al aumento de la biodiversidad

microbiana intestinal [257].

Ademas, la inclusién del nutracéutico a base de extractos de plantas en la dieta
también produjo un aumento de la diversidad bacteriana. Este efecto se asoci6 a
cambios beneficiosos en la microbiota intestinal a través de la ingesta de compuestos
bioactivos. Se ha descrito que la ingesta de polifenoles tiene un efecto "similar al de
los prebioticos" y puede modificar la a-diversidad de la microbiota intestinal
(aumentandola o disminuyéndola) en funcidon de la dosis y la duracién del
tratamiento [258]. En relacion con la 3 - diversidad, el analisis de componentes
principales (PCA) por el método de Bray-Curtis mostré grandes diferencias en la
composicion de la microbiota entre los grupos SD y HFHF y las diferentes
intervenciones realizaras consiguieron disminuir la brecha con el grupo SD como ha
sido descrito por otros autores [259]. En el caso de los ratones obesos inducidos por
una dieta rica en grasa (HFD), la microbiota intestinal disbidtica parece disminuir la
biosintesis de 4acidos biliares secundarios y, a continuacion, provoca un
sobrecrecimiento bacteriano [257]. Al igual que ocurre con la diversidad alfa, la
ingesta de polifenoles puede modificar, aumentar o disminuir la diversidad
microbiana en funcion del tipo de compuesto bioactivo administrado, asi como del
momento o la dosis de administracion [258]. Bajo nuestras condiciones

experimentales, se produjo una modificacion del microbioma intestinal, y los grupos
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que consumieron el nutracéutico se acercaron mas al grupo SD. Se sabe que en los
sujetos obesos y en los modelos experimentales con roedores, el filo de los Firmicutes
aumenta en relacion con el filo de los Bacteriodetes y, por lo tanto, la proporcion
Firmicutes/Bacteriodetes es mayor en comparacion con los sujetos delgados
[260,261]. Las bacterias del filo Firmicutes son capaces de descomponer polisacaridos
complejos, lo que resulta en la produccién de acidos grasos de cadena corta (SCFAs)
[262], ademas de incrementar la eficiencia energética y la lipogénesis [263], mientras
que se ha sugerido que el filo Bacteroidetes es menos eficiente en la extracciéon de
energia de los alimentos que Firmicutes, promoviendo asi una menor absorcion de
calorias y el consiguiente menor peso corporal [264]. Ademas, en este trabajo, el
cambio de una dieta alta en grasa - alta en fructosa a una dieta estandar disminuyé
este ratio, alcanzando el grupo que ha ingerido el nutracéutico los valores mas bajos,
mejorando el metabolismo de la glucosa a través del aumento de la liberacion de

GLP-1 como ha sido descrito por otros autores [265].

A nivel de familia, algunas OTU pertenecientes al filo Firmicutes como
Oscillospiraceae o Lachnospiraceae se han descrito como microorganismos
beneficiosos que pueden aumentar tras el tratamiento con diferentes compuestos
bioactivos y fibra [266]. En este trabajo, ambas familias estaban aumentadas en el
grupo HFHF, posiblemente debido al mayor contenido de fibra en la dieta. Ademas,
la ingesta de nutracéuticos (con alta composicion de compuestos bioactivos) y el
programa de ejercicio aumentaron la abundancia de estas familias en comparacion
con el grupo alimentado con la dieta estandar. Butyricicoccaceae estaba mas
regulada en los ratones obesos que en los delgados. Esta familia se ha descrito como
una bacteria productora de butirato [267] y estaba regulada al alza en los ratones
obesos, aunque la intervencion con el nutracéutico y ejercicio fisico aumentd atin mas
la presencia de esta bacteria en el contenido del ciego. Entre otros efectos
beneficiosos, se ha descrito que el butirato derivado de la microbiota reduce la
liberacion de citoquinas proinflamatorias mediante la regulacion de la actividad de
los receptores acoplados a proteinas G, como hemos observado en el plasma de los

ratones [268].
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El desarrollo de la obesidad provoca una regulacion a la baja de las bacterias
pertenecientes a los filos Actinobacteria (Bifidobacteriaceae), Verrucomibrobia
(Akkermansiaceae), Proteobacteria (Enterobacteriaceae) y Firmicutes
(Enterococcacae, Lactobacillaceae, Staphylococcaceae). Se ha observado que la
familia Lactobacillaceae estd aumentada en individuos obesos [269] pero disminuida
en individuos delgados-NAFLD [270]. En nuestro modelo experimental se obtuvo
un resultado inverso; con disminucion de la abundancia de la familia
Lactobacillaceae en ratones obesos, y aumento de estos pardmetros por las

intervenciones de ejercicio y compuestos bioactivos.

Las familias Akkermansiaceae y Bifidobacteriaceae estan inversamente
correlacionadas con la obesidad. La administracién de extractos de plantas se ha
descrito en varios estudios como una estrategia exitosa para normalizar la presencia
de estas familias en el microbioma intestinal [271], como ocurridé en nuestro estudio
cuando se administr6 el nutracéutico de origen vegetal. Ademas, se ha reportado que
los individuos con obesidad que realizan un programa de ejercicio modulan la
diversidad del microbioma intestinal y la abundancia de algunas bacterias,
principalmente se ven aumentadas las familias Bifidobacteriaceae y Akkermansia
[272]. Este efecto se observd en nuestro modelo experimental en relacion con la
familia Akkermansiaceae, donde el programa de ejercicio produjo un ligero aumento

en la abundancia de esta OTU.
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52 ENSAYO EN MODELO DE CANCER COLORRECTAL

El cancer, en general, posee una elevada incidencia en la poblacion mundial y
requiere del desarrollo de nuevos tratamientos mas efectivos, especialmente en
estadios avanzados de la enfermedad en los que los pacientes presentan un muy
pobre prondstico. A pesar de que el tratamiento y la prevencion del CCR han sufrido
grandes avances en los ultimos anos, los resultados, en términos de curacion o de
reduccion de la incidencia, estan muy lejos de ser satisfactorios. Por tanto, la mejora
del prondstico de estos pacientes y la mejora de su supervivencia, precisa del
desarrollo de nuevas estrategias tanto preventivas como terapéuticas. Los productos
naturales suponen una nueva herramienta en el tratamiento o prevencion del CCR,
casi el 50% de los tratamientos actualmente disponibles contra el CCR han sido
desarrollados, directa o indirectamente a partir de ingredientes naturales [108,138].
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar diferentes estrategias para paliar
o ralentizar el desarrollo del CCR. Esta estrategia se basd en una intervencion
nutricional (dieta combinada con un nutracéutico desarrollado a partir de diferentes
extractos vegetales), sola 0 en combinacién con un protocolo de ejercicio fisico. Estos
cambios consiguieron disminuir el desarrollo del CCR al reducir el nimero de
polipos y el drea tumoral. Ademas, consiguieron mantener una mayor organizacion

estructural en los pdlipos desarrollados.

Nuestro estudio se centro en la familia Brassicaceae, la cual ha demostrado ser una
fuente excelente de compuestos bioactivos con capacidad antitumoral [144]. La
mayoria de los estudios que analizan esta familia se centran en un grupo de
moléculas azufradas conocidas como glucosinolatos (GSL). Existen mas de 120 tipos
que se encuentran en su forma bioldgicamente inactiva en el interior de la planta. En
respuesta a estrés o un dano en los tejidos del vegetal se libera la enzima mirosinasa,
que catalizard la hidrolisis de GSL en isotiocianatos (ITC) [273]. Los ITC mas
estudiados son el sulforrafano (SFN), el isotiocianato de fenilo (PEITC) y el indol-3-
carbinol (I3C), a los cuales se les ha atribuido la capacidad antiproliferativa debido a

efectos epigenéticos como la metilacion del ADN, la acetilacién de histonas y la
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expresion de miARN [112]. De hecho, varios estudios clinicos han estudiado la
biodisponibilidad y el efecto quimiopreventivo del SFN en pacientes con cancer de
mama [274] o cancer de prostata [275]. Bajo nuestras condiciones experimentales no
hemos potenciado la busqueda de este tipo de moléculas, sino que hemos centrado
nuestro estudio en la extraccién de compuestos fendlicos con capacidad antioxidante
y detoxificante. Para este fin se utilizé el etanol como solvente ya autores como
Rahman et al. [276] estudiaron el efecto del tipo de solvente utilizado en la extraccion
de compuestos fenolicos de tres especies de Brasicaceas, concluyendo que para la
coliflor y el brdcoli el mayor contenido en fenoles fue encontrado cuando se uso
etanol para la extraccion mientras que para la col no se encontraron diferencias.
Ademas, el etanol es un solvente que se ha utilizado ampliamente en el ambito
clinico para la administracion de principios activos [277,278]. De hecho, el consumo
de diversos extractos etandlicos de Brasicaceas se han descrito como inocuos. En
concreto, hasta 2000 mg de extracto etandlico de col roja por kg de peso de animal
no mostré toxicidad ni alteraciones metabdlicas en un modelo experimental animal
de ratones [279] ni el extracto etandlico de Brassica carinata en un modelo

experimental de rata [280].

De todos los extractos de las distintas especies de Brasicdceas estudiadas en esta tesis
doctoral, se obtuvo un mayor rendimiento de extraccion, asi como una mayor
concentracion de polifenoles totales en el extracto etanolico de las semillas de Sinapis
alba sin germinar (cruda). En el resto de pruebas de capacidad antioxidante
analizadas (ABTS, capacidad quelante y reductora del hierro y capacidad de
inhibicion de la peroxidacion lipidica) los mejores resultados se obtuvieron con el
extracto de semillas de Eruca sativa sin germinar. Estos resultados coinciden con los
realizados por Khalil et al. [281] donde la semilla de Eruca sativa mostré una
capacidad significativamente mayor para captar radicales libres de 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) que el resto de Brasicas estudiadas. Ademas, una dosis de
200mg/kg del extracto etandlico de semillas de Eruca sativa incremento la actividad
de las enzimas antioxidantes SOD y GPx en el testiculo de ratas Wistar que habian

sido tratadas con acrilamida para generar estrés oxidativo [282]. La capacidad
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antioxidante del extracto etanolico de semillas de Eruca sativa disminuyd por el efecto
de la germinacion. Este efecto ha sido descrito también en especies como Brassica
oleracea var.italica [283]. Sin embargo, autores como Lv et al. [284] observaron que un
mayor contenido de SFN, polifenoles y flavonoides en el tercer dia de germinacion.
Estos mismos autores descubrieron que el efecto de la germinacion es muy variable
entre especies e incluso en la misma especie, al encontrar diferencias en el efecto de
la germinacion en seis variedades de la especie B.olerace var. italica, tal y como hemos
encontrado en nuestro estudio donde la germinacion afecta de forma distinta la

capacidad antioxidante de cada extracto vegetal.

Bajo nuestras condiciones experimentales, el extracto etanolico de semillas de Eruca
sativa 'y Sinapis alba fueron también las que mayor capacidad para inhibir el efecto
oxidante del paraquat mostraron. El paraquat es un compuesto organico que
presenta toxicidad en sistemas bioldgicos debido a que interfiere en la cadena de
transporte de electrones mediante dos mecanismos: i) generacion de iones
superoxido, perdxido de hidrégeno o radical hidroxil, y/o ii) reduccion del niamero
de donadores de electrones como NADPH en la mitocondria [285,286]. Este efecto
ha sido estudiado en un ensayo de experimental animal con Drosophila, donde el
consumo de extracto etanolico de Brasicas fue capaz de proteger frente al dafio por
paraquat en el tracto digestivo de los animales al activar el factor nuclear eritroide
similar al factor 2 (Nrf2), produciendo un incremento en la respuesta de enzimas

antioxidante y detoxificantes del organismo frente al estrés oxidativo generado [287].

Ademads de poseer una buena capacidad antioxidante en todas las pruebas
realizadas, los extractos desarrollados son capaces de incrementar la actividad de
enzimas detoxificantes como la GST y la QR. Encontramos nuevamente una mayor
induccién en la actividad de estas enzimas en los extractos etandlicos de semillas de
Eruca sativa y Sinapis alba sin germinar. Este efecto ha sido demostrado por otros
autores donde la administracion de extracto de Eruca sativa consiguié una mayor
induccion de la actividad de la enzima GST en un modelo experimental animal de

rata Sprague-Dawley, incluso mas que el grupo tratado con el paclitaxel (Taxol)

PD Biomedicina UGR Ana Isabel Guzman Carrasco 237



[288]. La actividad de la GST también se ha visto incrementada con respecto al grupo
control en un ensayo experimental de peces (Oncorhynchus mykiss) que habian sido

alimentados con aceite de Sinapis alba durante nueve semanas [289]

Los nutracéuticos desarrollados a partir de estas dos semillas consiguen mantener
una buena actividad antioxidante y la capacidad para inducir la actividad de
enzimas detoxificantes. Este sistema de enzimas detoxificantes juegan un papel
fundamental en la quimioprevencion al estar implicadas en la eliminacidon de un
amplio rango de sustancias tdxicas o carcirdgenos del interior celular, previniendo
el dano en el ADN vy las proteinas de la célula [290-292]. El ensayo clinico
desarrollado por Wark et al. [293] mostrdé una asociacion positiva entre el consumo
de brasicdceas con un incremento en la actividad de GST en el recto, lo que
correlacionan con un efecto beneficioso en la prevencion del cancer, y el estudio
desarrollado por Panda et al. [294] demostrd que la ingesta durante 4 semanas de
una formulacién que combinaba distintos vegetales, entre ellos el brdocoli y el rabano
pertenecientes a la familia Brassicaceae, fue capaz de incrementar la actividad de

enzimas antioxidantes y detoxificantes en el plasma de pacientes sanos.

El nutracettico desarrollado también mostr6 un efecto protector frente a la respuesta
inflamatoria de los macrofagos al incubarlos con el LPS. Efecto que ha sido
demostrado también por otros autores como Garcia-Ibafnez et al. [295], quienes
pusieron de manifiesto el efecto antiinflamatorio de un extracto de semillas de
Brasicaceas (Brassica oleracea L. var. capitata f. rubra 'y Raphanus sativus L.) en la linea
celular de macrofagos humana HL-60, asi como una reduccion dosis dependiente en
la produccion de citoquinas proinflamatorias. El extracto etanolico de semillas de
Eruca sativa desarrollado por Gugliandolo et al. [296] fue capaz de inducir efectos
antiinflamatorios y neuroprotectores en neuronas motoras NSC-34 expuestas al
medio de cultivo de macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS. El extracto ejercid
estas acciones inhibiendo las vias del inflamasoma COX2, TLR4, NLRP3 y, en
consecuencia, limitando la produccion de citoquinas proinflamatorias y la apoptosis.

El extracto etandlico de semillas de Sinapis alba también demostro efectos
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antiinflamatorios en un modelo experimental de ratén Balb/c donde se indujo un
edema epidermal en la oreja de ratdn, y la administracion de 250 mg/kg de extracto
redujo la hiperplasia epidermal, el tamafio del edema y la sobreproduccion de
citoquinas proinflamatorias, en concreto TNFa e IL-6 [297]. Todos estos autores
atribuyen este efecto a la variedad de compuestos bioactivos encontrados en los
extractos (isotiocianatos y compuestos fenolicos) que actiian de forma sinérgica en la

respuesta antiinflamatoria.

En nuestro modelo experimental animal se consiguid inducir el cancer colorrectal in
situ en ratones C57BL-6] mediante una administracion intraperitoneal de AOM y tres
administraciones de DSS en el agua de bebida. La induccion del CCR con esta
metodologia ya habia sido probada con éxito en estudios previos de este grupo
experimental [137]. Este modelo es ampliamente utilizado en el estudio del CCR ya
que consigue inducir la formacién de un proceso completo de oncogénesis de colon
desde la proliferacién inicial de criptas hasta el desarrollo final del carcinoma [298].
El AOM es un potente carcindgeno que una vez administrado se hidroliza en el
higado de los ratones en metilazoxymetanol (MAM) el cual llega al intestino a través
de la circulacion y se descompone espontdaneamente dando lugar a un fuerte agente
alcalinizante que provoca la metilacion de la guanina en el ADN, la cual se
combinara con timina en lugar de citosina, produciendo un desemparejamiento en
el ADN y mutagénesis [299]. El DSS produce inflamacion en el colon, por lo que
administrarlos conjuntamente incrementa el desarrollo de lesiones debido al dano
causado en la barrera epitelial del colon [300]. En nuestro estudio no se encontraron
alteraciones metabolicas, ni rasgos de toxicidad a nivel macro y/o microscopico en el
resto de 6rganos analizados, por lo que se consiguio establecer con éxito el desarrollo
del tumor solo en el colon. Sin embargo, lesiones histopatoldgicas han sido descritas

por otros autores en higado y rifiones [301].

Tampoco se han encontrado alteraciones derivadas de la ingesta del nutracéutico. De
hecho, la nula toxicidad de extractos etanolicos de semillas de Eruca sativa'y Sinapis

alba ha sido analizada por otros autores, los cuales han observado que la ingesta de
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hasta 2500mg/ kg (mdaxima dosis testada) de un extracto etanolico de semillas de
Sinapis alba demostrd ser inocuo en un modelo experimental animal de raton Balb/c,
al no mostrar ningun signo de toxicidad, deterioro ni muerte en los animales [302].
Ademas, el consumo de este extracto redujo la expresion de ARNm de TNFa, IL-1f8
e IL-6. La administracion nasogastrica de hasta 200 mg/kg de un extracto etandlico
de semillas de Eruca sativa tampoco mostrd signos de toxicidad en un modelo

experimental de rata Wistar [282].

La intervencion nutricional realizada, sola o en combinaciéon con el protocolo de
ejercicio fisico, consigui6 disminuir el nimero de podlipos desarrollados en el colon
con respecto al grupo control positivo en el cual sélo se indujo el tumor mediante el
modelo AOM/DSS. Este efecto puede ser atribuido a los compuestos bioactivos
identificados en los distintos extractos utilizados en para la formulacion del
nutracéutico, ya que hemos podido comprobar que tras el proceso de digestibilidad
in vitro los dializados y retenidos de las dietas que incluian el nutracéutico mostraron
una mayor actividad antioxidante que los dializados y retenidos de la dieta de
control. Esto indica que alguno de los compuestos antioxidantes del nutracéutico
fueron potencialmente absorbibles y pudieron ejercer efectos beneficiosos a nivel
sistémico [194]. El efecto preventivo del consumo de Brasicaceas frente al desarrollo
de tumores ha sido demostrado por otros autores como Baenas et al. [303] ddnde el
consumo de 100mg/kg de extracto acuoso de germinados de brocoli 30 dias antes de
la induccion del tumor supuso una reduccion en el tamafo y progresion del tumor
cerebral en un modelo experimental de rata. Estos autores atribuyen este efecto al
conjunto de compuestos fenolicos, isotiocianatos, vitaminas y nutrientes presentes
en esta especie, que actilan como una matriz efectiva y favorable en la estimulacion
de enzimas detoxificantes y activadores del proceso de defensa antioxidante celular
[303]. Diversos estudios poblacionales se han llevado a cabo tratando de establecer
la relaciéon entre el consumo de Brasicaceas y la disminucion sobre el riesgo de
desarrollar CCR [304]. En el estudio de Mori et al., [140] no se encontré una
asociacion significativa entre el consumo de brasicaceas y el riesgo de desarrollar

CCR en la poblaciéon japonesa. Sin embargo, estos mismos autores establecen, al
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igual que nosotros, una asociaciéon positiva entre el consumo de polifenoles
derivados de plantas con la prevencion en el desarrollo del cancer colorrectal [140].
En concreto, entre las moléculas bioactivas encontradas en el nutracéutico varias han
sido ya estudiadas por su potencial uso frente al desarrollo del CCR. El flavonoide
pectolinarigenin ha demostrado un efecto anticancerigeno in vitro e in vivo al inhibir
el crecimiento celular, migracion e invasidon de células de cancer de colon (HCT116 y
CT26) reduciendo el tamafio y el nimero de ndédulos tumorales en un modelo de
cancer subcutdneo en ratones Balb/c inducido con células cancerigenas de colon,
CT26 [305] o de vejiga, T24 [306]. Otros autores han reportado que el flavonoide
epigallocatequina es capaz de inhibir el crecimiento de células tumorales mediante
la via PI3K y puede ser usado como un agente quimioterapéutico [307] o
quimiopreventivo [308] frente al cancer colorrectal. El flavonoide Dichamentin ha
mostrado un efecto citotdxico frente a la linea celular de cancer de colon HCT-116
mientras que no produjo citotoxicidad frente a la linea celular no cancerigena de
pulmoén MRC-5 [309]. La quercetina posee efecto quimiopreventivo ya que es capaz
de inducir gran cantidad de factores de transcripcion que regulan vias metabdlicas
como el ciclo celular, adhesion celular, transcripcidon de genes o la respuesta inmune
[310]. Nobiletin es un flavonoide cuyo efecto en la prevencion de la progresion del
CCR es mediada por la modulacion de la via de sefializacion Akt, causando la
supresion de la angiogénesis y la disminucion de la progresion celular al reducir los

niveles de VEGF [311].

El cancer colorrectal esta asociado con el estrés oxidativo y la inflamacion cronica.
Bajo nuestras condiciones experimentales, el desarrollo del tumor supuso una
disminucion en la expresion de las enzimas antioxidantes gpx y sod2, la enzima
glutation s-transferasa implicada en la detoxificacion celular. Asi como un
incremento en la expresion de factores de transcripcion relacionados con la actividad
inflamatoria como IL-1f5. Todos estos pardmetros fueron revertidos en los grupos que
ingirieron el nutracéutico, ademas de incrementar la expresion de la enzima quinona
reductasa (nqol) implicada en la detoxificacidon celular, y disminuir la expresion de

IL-6. Esto puede ser debido a que los compuestos fenolicos son potentes
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antioxidantes capaces de neutralizar moléculas inestables como los radicales libres,
que son los principales responsables del dafo celular al promover un estado de
estrés oxidativo, asi como de la oxidacion de los lipidos, proteinas y el dcido nucleico,
ademas de causar inflamacién en la membrana mucosa del colon. Por lo tanto, son
capaces de reducir el riesgo de exposicion y susceptibilidad a la carcinogénesis [120].
Ademas del efecto antiproliferativo in vitro e in vivo ya descrito, los flavonoides son
moléculas que intervienen en la prevencion del desarrollo del tumor al reducir el
estado de estrés oxidativo e inflamacion crénica en el organismo. Las ROS, como
hemos comentado anteriormente, pueden activar factores de transcripcion
involucrados en la generacion y progresion del tumor al incrementar la inestabilidad
gendmica, la proliferacion celular y el riesgo de dafio o mutaciéon en el ADN.
Ademas, el microambiente tumoral es altamente oxidante lo que produce una
inhibicién en la actividad de enzimas antioxidantes enddgenas como la glutation
peroxidasa, por lo que la capacidad antioxidante que confieren este tipo de

moléculas es un aspecto clave para prevenir estos factores [121,300].

El desarrollo del tumor incrementd la expresion de pik3cd y slc20al con respecto al
control sano, la sobreexpresion de pik3cd se traduce en un incremento en la
senalizacion de la ruta Wnt/p-catenin, implicada en la iniciacidon y progresion del
cancer colorrectal [312]. Aunque el Slc20al no es un marcador de cancer colorrectal,
su sobreexpresion ha sido asociada a un peor prondstico en el cancer de prostata
[313] 0 mama [314]. Sin embargo, este transcripto también interviene en la activacién
de la via de sefalizacion Wnt/B-catenin [315]. La expresion de estos marcadores fue
revertida con las distintas intervenciones realizadas, y de forma mds pronunciada en
el grupo que combina ambas intervenciones (NT+Ex). Cdc42 desempena un papel
importante en la generacion, invasion y la metastasis del tumor debido a su
participacion en funciones fisiologicas clave como la regulacion del citoesqueleto y
los microtiibulos, la transcripcion, la progresion del ciclo celular, y la apoptosis [316].
Por tanto, su sobreexpresion estd altamente relacionada con el desarrollo del cancer
colorrectal [317], no obstante en nuestro estudio la expresion de cdc42 no mostrd

diferencias significativas con el desarrollo del tumor, sin embargo, su expresion fue
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reducida en los animales a los que se administré la intervencion nutricional,
combinada o no, con el protocolo de ejercicio fisico. Similares resultados fueron
descritos por [318] los cuales observaron que el desarrollo del tumor produjo un
incremento en la expresion de pik3cd y cdc42 en un modelo experimental de cancer
colorrectal en ratones C57BL/6 inducido mediante el modelo AOM/DSS, mientras
que dicha expresion se redujo en el grupo de ratones que ingirié un 2% de curcumina

en la dieta durante 12 semanas.

El nutracéutico posee un gran impacto sobre la modulacion de la microbiota, ya que,
tras la digestion, gran porcentaje de los flavonoides ingeridos no son absorbidos en
el intestino delgado y llegan directamente al colon. Alli interaccionan con el
microbioma promoviendo la produccion de acidos grasos de cadena corta y la
proliferacion de bacterias beneficiosas [319]. La composicién del microbioma en los
animales que han desarrollado el CCR reveld un incremento en la concentracion del
tilo Verrucomicrobia mientras que la abundancia relativa del filo Firmicutes y
Actinobacteria se vio reducida con respecto al grupo control sano (CT-). Esto
coincide con lo descrito por otros autores como Hidalgo-Garcia et al. [320] quienes,
sin embargo, también encuentran un incremento en la abundancia del filo
Bacteroidetes que nosotros no hemos visto reflejado. Estos cambios anormales en la
composicion del microbioma pueden suponer la destruccion de la barrera intestinal
al incrementar la respuesta inflamatoria y el dano en la mucosa del intestino
[320,321]. Al contrario que nuestros resultados, la mayoria de estudios que inducen
el cancer colorrectal con el modelo AOM/DSS encuentran una disminucion en el ratio
Firmicutes/ Bacteroidetes (F/B) en los ratones que han desarrollado el tumor
[320,322,323]. Esto es debido a que filo Bacteroidetes se asocia con la susceptibilidad
y la promocion del CCR, mientras que Firmicutes produce butirato que ha
demostrado causar muerte celular por apoptosis en células de cancer de colon,

disminuir la inflamacion y mantener la integridad de la mucosa intestinal [324].

Aunque en nuestro ensayo experimental aparece disminuido la ratio F/B, no aparece

representacion alguna del filo Bacteroidetes a nivel de género. Por lo que muy
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probablemente no encontrariamos incrementada la presencia de bacterias dahinas
como Bacteroides fragilis (ETBF), sefialada como una de las bacterias mas dominantes
en el desarrollo del CCR ya que causa inflamacién y promueve cambios potenciales
en la ecologia del intestino lo que favorece la colonizacion de otras bacterias
perjudiciales como E.coli y Fusobacterium nucleatum [125]. De hecho, bajo nuestras
condiciones experimentales se ha visto incrementada la presencia del género Blautia
perteneciente a la familia Lachnospiraceae (Filo Bacillota), cuya presencia ayuda a
controla la progresion del CCR al promover la funcién de las células del sistema
inmune CD8*[325]. También se obtuvo un incremento en la presencia del género
Lactobacillus (Filo Firmicutes, familia Lactobacillaceae) que ha sido descrita como
bacteria beneficiosa frente al desarrollo del CCR al inhibir la activacion de factores
de expresion proinflamatorios y el dano en el tejido intestinal [323] y del género
Akkermansia (Filo Verrucomicrobia, familia Verrucomicrobiaceae ), la bacteria
A.muciniphila ha demostrado proteccion frente al desarrollo del CCR en ratones al
inhibir la via de sefalizacion AhR/f3-catenin [326], ademads de promover la liberaciéon
de vesiculas extracelulares que poseen gran multitud de efectos regulatorios en la
salud como mejorar la integridad de la mucosa, reducir la permeabilidad intestinal
y promover la presencia de bacterias beneficiosas [327], por lo que este género esta
asociado con un microbioma saludable que puede proteger frente al desarrollo del
CCR [320]. Sin embargo, para conseguir una prevencion sobre el desarrollo del
cancer colorrectal a través del microbioma son necesarios mas estudios que
demuestren la abundancia y el tipo de microorganismos presentes en los tejidos

precancerosos [125].

Estos resultados confirman los efectos beneficiosos de los extractos de Brasicaceas
sobre la salud y alientan su wuso como suplemento dietético en la
prevencion/tratamiento de aquellas condiciones patologicas donde la inflamacion y
el estrés oxidativo juegan un papel fundamental. El consumo de brasicaceas o los
compuestos bioactivos derivados de esta familia pueden disminuir el riesgo y la
incidencia del CCR al ser capaces de eliminar moléculas inestables como ROS que

pueden iniciar el proceso de carcinogénesis [120].
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6 CONCLUSIONES

1.

Para optimizar el rendimiento y las propiedades biofuncionales de los
distintos extractos estudiados es necesario ensayar diferentes modelos de
extraccidon en base al componente mayoritario del extracto que se requiera
para la accién preventiva o terapéutica. Los extractos etandlicos procedentes
de semillas de Eruca sativa, Sinapis alba, Camelina sativa, Argania spinosa, y los
hidrolizados proteicos de Spirodella polyrhiza y Psoralea corylifolia mostraron el
mayor rendimiento de extraccion y capacidad antioxidante y detoxificante.
El disefio de nutracéuticos por combinacién nos ha permitido potenciar las
sinergias entre los distintos componentes en base a su distinta constitucion en
principios bioactivos, principalmente flavonoides y péptidos bioactivos. Los
nutracéuticos desarrollados tienen un marcado potencial para el tratamiento
de distintas patologias como obesidad y sindrome metabdlico y el cancer
colorrectal, al optimizarse su capacidad antioxidante y mostrar una alta
biodisponibilidad de sus compuestos bioactivos.

El efecto beneficioso de los nutracéuticos disefados se consiguié mediante
distintos mecanismos de actuacién como su efecto protector frente al estrés
oxidativo, utilizando diversas rutas moleculares, su efecto anitiiflamatorio y
su efecto detoxificante de compuestos potencialmente involucrados en el
desarrollo del cancer.

Las intervenciones de administracion de un nutracéutico de combinacion, y/o
un protocolo de ejercicio fisico fueron una estrategia terapéutica eficaz para
el tratamiento de distintas alteraciones metabodlicas y la disbiosis intestinal en
un modelo experimental de obesidad inducida por la dieta. Los resultados
fueron especialmente relevantes en el estado inflamatorio sistémico de los
animales, y en el metabolismo glucidico y lipidico.

Las intervenciones de administracion de un nutracéutico de combinacién, y/o
un protocolo de ejercicio fisico fueron una estrategia preventiva eficaz para

evitar la disbiosis intestinal, el desarrollo de podlipos y carcinogénesis en el
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modelo experimental generado. Esta accion preventiva se asocidé a un
incremento de la expresion génica de enzimas antioxidantes y detoxificantes,

asi como a un menor estado proinflamatorio.
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