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Resumen

Actualmente crece la evidencia sobre el tratamiento alternativo de la diabetes mellitus a través de alimentos funcionales
como el jugo granada. La mayoria de los estudios se dirigen al efecto fisioldgico del jugo cuando es suministrado
forzadamente a ratas diabéticas. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la exposicién a libre acceso al
jugo de granada sobre el consumo de liquidos, consumo de alimento y peso corporal en ratas diabéticas. Dos grupos de
seis ratas sanas y seis hiperglucémicas, inducidas con 60 mg/kg de estreptozotocina intraperitoneal, se expusieron
durante 21 dias a jugo de granada, agua y alimento. Los resultados mostraron diferencias significativas (p < 0.05) en el
consumo de liquidos y el peso corporal en ambos grupos. No se encontraron diferencias significativas en el consumo de
alimento (p > 0.05). La exposicién a libre acceso al jugo de granada evidencié su aceptacién y generd diferencias
conductuales en la ingesta.
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Abstract

Evidence on the alternative treatment of diabetes mellitus is now growing through functional foods such as pomegranate
juice. Most studies focus on the physiological effect of juice when administered by gavage to diabetic rats. The objective
was to evaluate the effect of free access to pomegranate juice exposure on the consumption of liquids, food intake, and
body weight in diabetic rats. Two groups of six healthy rats and six hyperglycemic rats, induced with 60 mg/kg of
intraperitoneal streptozotocin, were exposed to pomegranate juice, water, and food for 21 days. The results showed
significant differences (p < 0.05) in fluid consumption and body weight in both groups. There were no significant
differences in food intake (p > 0.05). The free access exposure to pomegranate juice showed its acceptance and generated
behavioral differences in the intake.
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Introduccion

La granada (Punica Granatum) es un alimento con diversas propiedades funcionales para el organismo
tanto en condiciones sanas como patolégicas (Miguel, Neves & Antunes, 2010; Sreekumar, Sithul,
Muraleedharan, Azeez & Sreeharshan, 2014; Viuda-Martos, Fernandez-Lopez & Pérez-Alvarez, 2010; Wang,
Ding, Liu, Xiang & Du, 2010). Las evidencias sobre los efectos benéficos atribuidos a los compuestos
bioactivos de ciertos alimentos, entre los que se incluye la granada, han incrementado el estudio de sus
propiedades como alternativa en el tratamiento complementario de enfermedades crénicas como la
diabetes mellitus (Mirmiran, Bahadoran & Azizi, 2014; Pathak, 2014).

Efectos de la granada en la diabetes mellitus.

Sobre la diabetes mellitus, los efectos fisiolégicos que se le atribuyen a la granada se han relacionado con
la disminucién de la hiperglucemia y la resistencia a la insulina (Bhaskar & Kumar, 2012; Tsang, Smail,
Almoosawi, Davidson & Al-Dujaili, 2012), disminucién de los niveles de triglicéridos y colesterol total (Bagri,
Ali, Aeri, Bhowmik & Sultana, 2009; Taheri, Sarker, Rahmat, Alkahtani & Othman, 2017), disminucién de la
produccion de 6xido nitrico y disminucién de los niveles de biomarcadores inflamatorios: IL-6, TNF-o y
NF-kB (Lee, Chen, Liang & Wang, 2010; Taheri et al., 2017), asi como elevacién de las enzimas antioxidantes:
superédxido dismutasa y catalasa (Aboonabi, Rahmat & Othman, 2014). Estos efectos se han evidenciado a
partir de diversos derivados, entre los que destacan los extractos de cascara (Lee et al., 2010), flores (Bagri et
al., 2009), semillas (Taheri et al., 2017) y el jugo de granada (Aboonabi et al., 2014; Tsang et al,, 2012). Este
ultimo es considerado el derivado con mayor accesibilidad, dada la facilidad para su obtencion.

De los estudios cientificos sobre los efectos del jugo de granada se han evidenciado efectos
antiaterogénicos (Taheri et al.,, 2017), antioxidantes (Prasetyastuti, Anthony, Rahman, Ngadikun & Sunarti,
2014) e hipoglucemiantes (Banihani et al., 2014). Para evaluar estos efectos se han empleado modelos
animales con diabetes inducida, con los cuales es posible reproducir algunos de los procesos
fisiopatolégicos de la enfermedad asi como signos y sintomas de hiperglucemia como poliuria, polifagia,
polidipsia y pérdida de peso (Akbarzadeh et al., 2007; De Castro & Balagura, 1975). Su empleo permite tener
el control de variables como el tipo de alimento, el contenido nutricional, la cantidad de ingesta de alimento
y liquidos, asi como la dosificacién exacta de las intervenciones. Con esto, es posible determinar cuales
elementos son capaces de influir en los procesos fisioldégicos y que pudieran ser atribuidos o no a la
manipulacién experimental (Flores, 2011; Ribes, 2011). Por ello, en todos los casos el jugo de granada ha sido
suministrado via sonda intragastrica, empleando dosis especificas de jugo basadas en mililitros de jugo por
kilogramo de peso corporal y en otros casos mililitros de jugo neto. Sin embargo, la condicién de libre
acceso al jugo de granada resulta de interés, pues la ingesta y el mantenimiento de la misma, para lograr
sus efectos fisioldgicos tanto en los animales como en los seres humanos, dependeran de la aceptacion del
alimento.

Los estudios que han empleado el libre acceso a un alimento funcional para la evaluaciéon de sus
efectos fisioldgicos son limitados. Entre ellos se han incluido intervenciones con jugo de granada (Al-
Olayan, El-Khadragy, Metwally & Abdel, 2014), jugo de fruta de palma (Bolsinger, Pronczuk,
Sambanthamurthi & Hayes, 2014), jugo de uva (Farias et al.,, 2015) y jugo de toronja (Miyata, Takano, Q.Guo,
Nagata & Yamazoe, 2004), los cuales han logrado evidenciar diversos efectos como antioxidantes,
hipoglucemiantes, reductores de estrés oxidativo y de dafio hepatico. Sin embargo, ninguno de ellos ha
reportado las dosis de ingesta del alimento, ni su relacién con los efectos fisiolégicos obtenidos ni con otras
variables como el consumo de alimento, consumo de agua y peso corporal.
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Efectos conductuales en ratas con diabetes inducida.

En el caso de los modelos roedores inducidos a diabetes, el control experimental ha permitido determinar
que, tras la modificacién de una variable, el comportamiento del sujeto cambia, lo cual a su vez puede
alterar el estado fisioldgico. Por ejemplo, cuando las ratas diabéticas son expuestas a bebidas con diferente
contenido caldrico, alteran sus patrones de consumo de liquidos y de alimento (Smith & Gannon, 1991). Si
son expuestas a dietas con diferentes tipos de carbohidratos, los patrones de consumo de alimento y
liquidos, asi como la severidad de sus sintomas, se modifican (Hallfrisch, Lev & Reiser, 1979).

Cambios similares ocurren cuando el porcentaje de carbohidratos es modificado; cuando se
exponen a dieta baja en carbohidratos las ratas presentan normofagia, de manera contraria sucede cuando
se exponen a dieta alta en carbohidratos (Granneman & Stricker, 1984). Richter & Schmidt (1941)
demostraron que ratas pancreatectomizadas desarrollaban sintomas de diabetes, las cuales, al ser expuestas
a una dieta estandar, persistian con la sintomatologia. Sin embargo, cuando la composicién de la dieta era
alterada, los sujetos eran capaces de modificar su comportamiento y elegir elementos que disminuyeran
sus sintomas y permitieran su supervivencia. A esta capacidad de seleccién de alimentos que pudiesen
compensar las deficiencias se le llamoé reguladores totales del organismo o del comportamiento (Richter,
1943).

Bajo la perspectiva de Richter (1941), los organismos con alteraciones patoldgicas pueden emitir
conductas relacionadas con el consumo de un alimento, el cual puede actuar para mantener la constancia
del medio interno (homeostasis) a través de sus compuestos que ejercen consecuencias post-ingestivas de
bienestar o recuperacion.

Como ha sido mencionado, en el caso del jugo de granada, la gran mayoria de los experimentos
reportados han dosificado la cantidad de jugo administrado, por lo que dicha premisa queda poco clara,
dado que no se conoce qué es lo que sucede cuando el organismo hiperglucémico es expuesto al consumo
alibre acceso de un alimento con propiedades funcionales, capaz de disminuir las alteraciones metabdlicas
provocadas por la enfermedad. Por otro lado, el jugo de granada posee caracteristicas organolépticas de
acidez y astringencia (Gumienna, Szwengiel & Gérna, 2016; Mayuoni-Kirshinbaum & Porat, 2013) que ante
la condicién de libre acceso determinarian su ingesta y, por ende, sus efectos fisioldgicos. Ademas,
tampoco es conocido el patrén conductual del alimento y bebida del sujeto ante la exposicién a dicho
alimento funcional y en qué medida pueden afectarse otras variables como el consumo caldrico y peso
corporal. Es por ello que el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto del jugo de granada sobre el
consumo de liquidos, consumo de alimento y peso corporal en ratas diabéticas. Como un objetivo
especifico, se midieron los niveles de glucosa al inicio y al final del experimento para determinar la
condicion de diabetes. Los resultados de estas variables fueron comparados con un grupo control.

Materiales y Métodos

El estudio fue experimental, analitico, longitudinal y prospectivo. Se emplearon 12 ratas macho de la cepa
Wistar con 12 semanas de edad y peso entre 250 g y 350 g, experimentalmente inexpertas. Durante la fase
previa al experimento o linea base, fueron expuestas a dieta estandar y agua ad libitum. El experimento se
condujo acorde a la NOM-062-Z00-1999 (Diario Oficial de la Federacién [DOF], 2001) sobre las
especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio y la guia del
cuidado y uso de animales de laboratorio de la National Research Council. El protocolo fue aprobado por el
comité de ética del Centro de Investigaciones en Comportamiento Alimentario y Nutricidn de la
Universidad de Guadalajara.



H [: T H ISSN online 2007-9621
”Nl VEHS|TH H |H Valdés-Miramontes, E. H., Virgen-Carrillo, C. A., Martinez Moreno, A. G., Pineda-Lozano, J. E., & Fonseca-Bustos, V.

Efecto del jugo de granada (Punica Granatum) sobre patrones conductuales de ingesta en ratas con diabetes inducida |1-9
Multidisciplinary Scientific Journal - -

Se formaron dos grupos experimentales elegidos de manera aleatoria: SJ, grupo de ratas sanas
expuestas a jugo (n = 6) y HJ, grupo de ratas hiperglucémicas expuestas a jugo (n = 6). La hiperglucemia fue
inducida a los 6 sujetos del grupo HJ mediante la inyeccién intraperitoneal de 60 mg/kg de peso corporal
de estreptozotocina (Sigma-Aldrich, Co.), diluidos en buffer citrato fresco de 0.1 M con pH 4.5, tras ayuno
nocturno de 12 h (Aboonabi et al,, 2014). Se confirmé la hiperglucemia 24 h posteriores a la induccién a
través de la determinacién cuantitativa de glucosa mediante espectrofotometria y se determinaron
nuevamente los niveles de glucosa al final de la fase experimental.

Posterior a la induccién de hiperglucemia en el grupo HJ, ambos grupos se mantuvieron durante
21 dias bajo las condiciones de libre acceso a alimento estandar Rodent Laboratory Chow 5001, cuyo
contenido de proteina fue 23%, grasa 4.5%, fibra 6%, carbohidratos asimilables 46.5%, humedad 12% y
minerales totales 8%; asi como a un bebedero con agua purificada y otro bebedero con jugo de granada. Se
llevo a cabo un registro diario del consumo de liquidos y alimento. Ademas, se determind el peso corporal
cada semana. Al finalizar la fase experimental se realizé el sacrificio de los sujetos de ambos grupos por
decapitacion, tras su sedacion con Xilacina y anestesia con Zoletil ® 50.

Eljugo de granada (variedad Wonderful) se extrajo bajo prensién del arilo y filtracion de residuos en
maquinaria industrial de acero inoxidable. Se obtuvo una concentraciéon de sélidos solubles totales de 16.6
°B que corresponde a igual porcentaje de azucares. Posterior a la extraccion, el jugo fue homogeneizado y
congelado (-20 °C). Posteriormente, se descongeldé bajo condiciones ambientales estables para su
incorporacion a los bebederos.

Para el andlisis de datos se empled el paquete estadistico Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) para Windows version 15.0, con un intervalo de confianza del 95%. Los resultados son presentados
como promedio + desviaciéon estdndar (X + DE). Las diferencias se consideraron significativas con un valor
p < 0.05. Posterior a la obtencién de los datos se determind la normalidad de los pardmetros cuantitativos
mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Una vez determinada la normalidad, se utilizo la prueba de t de Student
para muestras independientes, con el fin de comparar los valores medios de las variables entre los dos
grupos.

Resultados

A continuacién, se presenta la descripcidn de las variables dependientes de este estudio: consumo de agua
y jugo, liquidos totales, alimento y peso corporal en la tabla 1. Ademas, se muestra el patrén de consumo de
las variables durante los 21 dias de la fase experimental en la figura 1.

Tabla 1. Consumo de liquido, alimento y peso corporal.

Grupo Jugo Agua Liquidos totales Alimento Peso corporal
SJ 12.03 + 2.37* 4241 + 5.68* 5445 +4.21* 24.39 £1.07 349.14 + 27.75*
HJ 34.37+£2.77 96.15 £ 4.55 130.52 £5.74 25.06 +1.84 22812 +20.24

Nota. Se presenta el promedio grupal + desviacién estdndar (X + DE) de las variables evaluadas.
*Indica diferencia significativa entre grupos (p < 0.05).
Fuente: Elaboracion propia.

Se observé que las ratas del grupo HJ consumieron una cantidad significativamente mayor (p <
0.05) de liquidos totales (agua + jugo) que las ratas del grupo SJ. El promedio de consumo de agua fue
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significativamente superior (p < 0.05) con respecto al jugo en ambos grupos. Con relacién al jugo de
granada, ambos grupos lo consumieron. Sin embargo, el grupo HJ consumio significativamente mas (p <
0.05) que el grupo SJ. Respecto al consumo de alimento, no se encontraron diferencias significativas entre
ambos grupos (25.06 + 1.84 vs 24.39 + 1.07). En el caso de la variable peso corporal, se observé que el
promedio de los sujetos del grupo HJ fue significativamente inferior (p < 0.05) con respecto al grupo SJ.
Sin embargo, dicha diferencia solo fue significativa a partir de la segunda semana experimental (figura 1).
Con respecto a los niveles de glucosa en el grupo HJ, se determind que al final de la fase experimental el
promedio de glucosa de los sujetos disminuyd 61 mg/dL respecto al inicio del experimento (417 mg/dL vs
356 mg/dL), aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa (p > 0.05), mientras que el promedio
en el grupo de ratas SJ varié solamente 3mg/dL (115 mg/dL vs 118 mg/dL, p > 0.05).
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Figura 1. El color negro representa el grupo SJ y el color blanco el grupo HJ.
*Indica diferencia significativa entre grupos (p < 0.05).
Fuente: Elaboracion propia

Discusion

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la exposicidn a jugo de granada sobre el consumo
de liquidos, consumo de alimento y peso corporal en ratas diabéticas y comparar estas variables con
respecto a un grupo sano. Los hallazgos principales fueron: a) las ratas HJ consumieron significativamente
mas jugo que el grupo SJ; b) el patréon de consumo de jugo en ratas HJ presentdé variaciones entre los 15 ml
y 75 ml, mientras que el de las ratas SJ se mantuvo estable; c) las ratas HJ consumieron significativamente
mas agua que las SJ; d) el consumo de liquidos totales fue significativamente mayor en las ratas HJ; e) el
patron de consumo de alimento fue similar en ambos grupos y no se encontraron diferencias
significativas; f) las ratas HJ disminuyeron de peso corporal de manera progresiva hasta el final del
experimento, mientras que las ratas SJ aumentaron de peso corporal de manera progresiva hasta el final
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del experimento; y g) se presentd una diferencia significativa del peso corporal de ambos grupos a partir
de la segunda semana de exposicion.

De los resultados, destaca el hecho de que el grupo HJ consumid mas jugo de granada que el grupo
SJ. Estudios previos han demostrado que el consumo forzado de jugo de granada en ratas diabéticas tiene
efectos positivos en la salud (Osman, Eshak, El-Sherbiny & Bayoumi, 2012; Prasetyastuti et al., 2014). Sin
embargo, es poca la evidencia que considera estos beneficios al exponer a las ratas al consumo a libre
acceso. Al-Olayan et al. (2014) demostraron que la exposicién a jugo de granada a libre acceso representd
un mecanismo de defensa antioxidante que puede ser utilizado en las intervenciones contra enfermedades
generadas por radicales libres. Otros resultados ante la exposicién al libre acceso de alimentos con
componentes similares al jugo de granada se han evidenciado, tal es el caso de las propiedades
hipoglucemiantes del jugo de fruta de palma (Bolsinger et al., 2014), la disminucion del estrés oxidativo tras
exposicidn a jugo de uva (Farias et al., 2015) y la proteccién del jugo de toronja contra dario hepatico (Miyata
etal, 2004).

La condicidén de libre acceso en este experimento permitié evidenciar que ante condiciones sanas
y patoldgicas se presentd un consumo voluntario de un alimento novedoso en el ambiente de los sujetos,
del cual se reconoce su aceptacioén, dado que los sujetos del grupo HJ consumieron un promedio de 34 ml
y los del grupo SJ un promedio de 12 ml.

En cuanto al consumo de agua, los resultados mostraron concordancia con los experimentos de
Akbarzadeh et al. (2007), Booth (1972) y Hernandez & Briese (1972), quienes observaron sintomas de
polidipsia representada por un aumento del consumo de agua posterior a la induccién de diabetes que se
mantuvo durante toda su fase experimental.

En relacién al consumo de alimento, evidencia previa sugiere que las ratas aumentan su consumo
posterior a la induccidon de diabetes (Akbarzadeh et al,, 2007; Booth, 1972; De Castro & Balagura, 1975;
Hernandez & Briese, 1972). Sin embargo, los resultados de la presente investigacién mostraron que el patréon
de consumo de alimento en las ratas hiperglucémicas fue similar al de las ratas sanas entre los dias 8 y 10
de exposicion. Posteriormente y hasta el final de la fase experimental, el consumo del grupo HJ fue superior
al del SJ, mas no de manera significativa. Al parecer, el jugo de granada podria actuar como un posible
regulador del consumo de alimento derivado de su contenido de calérico. No obstante, seria necesario
acumular mas evidencias al respecto.

Sobre el peso corporal, la disminucioén progresiva del grupo HJ y el aumento progresivo del grupo
SJ hasta el final de la fase experimental concuerda con lo reportado por Smith & Gannon (1991). Al parecer,
la condicidn de enfermedad es suficiente para observar este efecto, a pesar de la disponibilidad del jugo de
granada.

Con base en lo anterior, los resultados sugieren que la exposiciéon de los animales a un alimento
nuevo en su entorno, con propiedades funcionales, tiene efectos en la conducta de consumo de manera
diferencial a partir de un estado de enfermedad. Resulta interesante llevar a cabo este tipo de intervenciones
para conocer qué sucede con los sujetos y coOmo se manifiesta la interaccidn entre el consumo de liquidos,
alimento y peso corporal cuando se le adiciona una bebida diferente a su entorno, con propiedades
funcionales y de qué manera los sujetos distribuyen sus conductas de alimentacion.

Tras 21 dias de exposicion se obtuvieron variaciones significativas entre grupos con respecto a
algunas de las variables evaluadas, ademas de que los niveles de glucosa del grupo HJ se redujeron al final
de la fase experimental, lo cual evidencia un efecto hipoglucemiante del jugo. Sin embargo, la duracién de
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la exposicion pudo haber sido una limitante para conocer qué sucede con las variables durante un periodo
mayor y si es que se modifican o se mantienen estas condiciones de alimentacidon. Ademas de esto, seria
interesante evaluar la ingesta caldrica de los sujetos para determinar si existe relacidon entre esta y las
variaciones obtenidas en cuanto al consumo de liquidos, alimento y peso corporal. Inclusive, resulta
necesario evaluar si estas condiciones se repiten cuando los sujetos son expuestos a otro tipo de alimentos
con propiedades similares a las del jugo de granada.

Conclusiones

La exposicidn y libre acceso al jugo de granada en ratas sanas y diabéticas generd la aceptacion de un
alimento novedoso representado por su consumo voluntario. Ademas, dichas condiciones ocasionaron
diferencias significativas entre el consumo de liquidos y el peso corporal en ambos grupos. Sin duda, es
necesaria mas experimentacion animal que permita obtener datos consistentes con los cuales ofrecer
estrategias nutricionales para el tratamiento de enfermedades en seres humanos. El consumo de alimentos
funcionales disponibles en México podria representar una directriz para la implementaciéon de politicas
publicas sustentables.
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