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Resumen

A lo largo de la historia, las plantas se han utilizado para el tratamiento de diferentes
enfermedades en todo el mundo, ya que son fuente de compuestos bioactivos, algunos
de ellos con efecto farmacologico. Los frutos de Vachellia farnesiana poseen
polifenoles, flavonoides, carotenoides, acidos grasos mono y poliinsaturados, entre

otros compuestos con potentes cualidades antioxidantes y antiinflamatorias.

En este estudio, se propusieron cuatro alternativas dietarias incorporando Vachellia
farnesiana para mitigar las alteraciones de la obesidad en ratones machos C57BL/6
alimentados con dietas altas en grasa (40.87%). Se establecieron siete tratamientos
dietarios con seis animales por grupo. 1) dieta Control (C), 2) dieta alta en grasa (DAG),
3) DAG mas 0.1% de metil galato (DAG+0.1 MG), 4) DAG mas 10% de harina de los
frutos de Vachellia farnesiana (DAG+10 HFV), 5) DAG mas 0.5% del extracto de
Vachellia farnesiana (DAG+5 EVF), 6) DAG mas 1% de EVF (DAG+10 EVF), 7) DAG
mas 2% de EVF (DAG+20 EVF). Se evalu6 el consumo de alimento, el peso corporal,
la composicion corporal, el gasto energético, la tolerancia a la glucosa, y la sensibilidad
a la insulina, a lo largo de 14 semanas; post mortem se evalud la concentracion de
glucosa, colesterol y triglicéridos en el suero, ademas del andlisis de la morfologia de
tejido adiposo subcutaneo, tejido adiposo visceral, tejido adiposo pardo, higado y

pancreas.

Los animales que fueron alimentados con dietas altas en grasa suplementadas con
HFV o EVF mostraron una disminucion en el porcentaje de masa grasa, con respecto
al tratamiento de DAG, dicho efecto contribuy6 al aumento del gasto energético por lo
gue se observo un mayor consumo de oxigeno. Esto, ademas, favorecio la tolerancia a
la glucosa por lo que se previno la resistencia a la insulina, efecto que se observo
mayormente en el grupo de DAG+10% HFV estos parametros fueros significativamente
similares a los observados en el grupo Control. Adicionalmente, no se presento la
hipertrofia de los tejidos adiposos: subcutaneo, pardo y visceral, mientras que, en el
higado se previno la esteatosis. Con estos resultados es posible afirmar que la
incorporacion de la harina de los frutos de Vachellia farnesiana o sus extractos en una

DAG para roedores, previno las alteraciones metabdlicas derivadas de la obesidad.




l. Introduccién

La prevalencia mundial de la obesidad ha aumentado sustancialmente durante los
dltimos 40 afios, como consecuencia de un ambiente obesogénico, que incluye
cambios en los sistemas alimentarios y la reduccion de la actividad fisica. Para
combatir esta epidemia se han implementado, diversos programas Yy politicas, con

resultados poco significativos.

Segun la OMS (OMS, 2020), la obesidad y el sobrepeso son estados en los que se
presenta una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial
para la salud, ademas es un factor de riesgo para muchas enfermedades cronicas,
como diabetes tipo 2, cancer y enfermedades cardiovasculares, lo que puede
resultar en el desarrollo del sindrome metabdlico y enfermedad de higado graso no
alcohdlico (NAFLD).

Desde la antigliedad, el filbsofo Hipdcrates (Grecia, 460-371 a. C.) empleaba la
frase: “que tu alimento sea tu medicina...”; se sabe que separd la medicina de la
religibn para concluir que las enfermedades eran consecuencia de factores
ambientales, dietarios y habitos de vida. En la actualidad se ha optado por integrar
en la dieta recursos que no solo aporten nutrimentos, si no que adicionalmente
ayuden a prevenir o retardar el desarrollo de ciertas enfermedades, ademas de

promover efectos positivos prolongados en la salud.

En este sentido, los compuestos bioactivos estan presentes en una amplia gama de
recursos naturales; forman parte de la cadena alimentaria y por consiguiente tienen

efecto sobre la salud humana.

Por otro lado, el término “alimento funcional” se ha empleado para referirse a los
alimentos que proporcionan efectos benéficos en la salud, ademas de su aporte
nutrimental; las propiedades que poseen dichos alimentos, provienen de los
compuestos bioactivos que estan presentes naturalmente. Las frutas, verduras,
semillas, cereales, legumbres, y los productos marinos contienen compuestos
bioactivos, los cuales pueden ser incorporados al ser humano a través de la dieta.




Paralelamente, se ha trabajado en el desarrollo de concentrados bioactivos o de
aislados de compuestos especificos que posean las propiedades benéficas

preventivas, o incluso terapéuticas.

La identificacion de nuevas alternativas dietarias utilizando recursos vegetales no
convencionales para el tratamiento de la obesidad y sus condiciones asociadas; es
un reto dado la condicion actual de la prevalencia de obesidad en México, que ocupa
el primer lugar a nivel mundial en obesidad infantil. En el afio 2012, los adultos
mayores de 20 afos reflejaron una prevalencia de sobrepeso y obesidad del 71.3%,
condicion que para el 2018 se increment6 4.1 puntos porcentuales, de acuerdo a lo
reportado en la ENSANUT realizada por el INSP (INSP, 2018).

En el presente trabajo se propusieron alternativas dietarias empleando los frutos de
Vachellia farnesiana como parte del tratamiento de esta enfermedad debido a las
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias que se han observado en estudios

previos.

Con esta metodologia se buscd que al incorporar la harina o bien, un extracto
polifendlico proveniente de los frutos de Vachellia farnesiana en una dieta alta en
grasa se redujera el aumento de peso corporal, la masa grasa, se mejorara la
tolerancia a la glucosa; entre otros parametros metabdlicos comprometidos durante

la obesidad.

Para corroborar que los frutos de Vachellia farnesiana puedan ser utilizados como
tratamiento para el sobrepeso y la obesidad, se trabajé con un modelo murino de
obesidad y se elaboraron los diferentes tratamientos dietarios que posteriormente

fueron administrados a ratones machos de la cepa C57BL/6 durante 14 semanas.

Durante este periodo se llevd el seguimiento del consumo diario de alimento, asi
como la ganancia de peso semanal. Se evaluaron la composicion corporal, el gasto
energético asi como la tolerancia a la glucosa y la resistencia a la insulina. Al término
de las 14 semanas, los animales fueron eutanasiados para la recoleccion de suero,

muestras de tejidos y organos.




Il.  Antecedentes
II. 1 Obesidad y condiciones asociadas

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulaciéon anormal o excesiva
de grasa que puede ser perjudicial para la salud. A nivel mundial el sobrepeso y la
obesidad estan vinculados con un mayor numero de muertes que la insuficiencia
alimenticia, en general hay mas personas obesas respecto a las que se ubican con

un peso corporal inferior al normal.

Las causas que dan origen al desarrollo de la obesidad y el sobrepeso son
multifactoriales, pero por lo general, estos estados son causados por un balance
energeético positivo, es decir, se consume una mayor cantidad de energia que la que
se gasta. A nivel mundial, esto se ha asociado con la ingesta de alimentos con alto
contenido caldrico, ademas de altos niveles de grasa y una disminucion dramatica

de la actividad fisica llevando a un estilo de vida sedentario (OMS, 2020).

La obesidad incrementa significativamente el riesgo de desarrollar trastornos
metabdlicos como: hipertension, cardiopatia coronaria, accidentes
cerebrovasculares y varios tipos de cancer. De manera contrastante; ademas, se
calcula que hasta el 30% de los pacientes obesos son metabdlicamente sanos con
una sensibilidad a la insulina similar ala de personas con normo peso (Bluher, 2012;
Bluher y Schwarz, 2014).

II. 1l Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico se define por la presencia de tres o més de las siguientes
condiciones: (1) aumento de la circunferencia de la cintura, (2) hipertrigliceridemia,
(3) hipertension, (4) concentracion de glucosa en ayuno por arriba de 130 mg/dL y
(5) nivel de lipoproteina de alta densidad (HDL) baja. La resistencia a la insulina es
el denominador patdgeno que une todos los componentes del sindrome metabdlico
y ahora se reconoce como el factor de riesgo mas comun para el desarrollo de la

enfermedad de higado graso no alcoholico (NAFLD) (Chang et al., 2019).




La enfermedad del higado graso no alcohdlico, y el sindrome metabdlico
frecuentemente coexisten y el 90% de los pacientes con NAFLD tienen mas de una
manifestacion del sindrome metabdlico, pero la realidad es que la enfermedad
cardiovascular es la principal causa de muerte en estos pacientes (Almeda-Valdes
et al., 2014).

II. 1ll Tejido adiposo

La obesidad también se caracteriza por un aumento del tejido adiposo corporal,
este se torna disfuncional, con un trastorno croénico inflamatorio de bajo grado y

dafio en diversos organos, entre ellos el higado y el rifion (Wolf, 2002).

El tejido adiposo se considera como un anexo Util que brinda proteccion, calor y
energia; ademas, investigaciones recientes lo han colocado como un 6rgano con
funciones neuroinmuno-enddécrinas, ya que produce hormonas, antimicrobianos,
citocinas y adipocinas que participan en la funcion de diferentes células y 6rganos,
lo cual interviene en la defensa y homeostasis del organismo (Vega-Robledo et al.,
2019).

El tejido adiposo blanco es el mas abundante en todo el organismo y se deposita en

diferentes areas:

e Subcutaneo: abarca el 80% del total, provee aislamiento térmico y tiene
menor relacion con el dafio metabolico secundario a la obesidad, pero se ha
asociado a trombosis venosa (Vilahur et al., 2017) y disfuncion de las células

progenitoras (Pachon-Pefa et al., 2016).

e \isceral: ocupa los espacios entre los 6érganos abdominales y los mantiene
en sulugar, los adipocitos en el tejido adiposo visceral (TAV) expresan mayor
nuamero de receptores para corticoides y en la obesidad se sobre expresa la
enzima 11 Dbeta-hidroxiesteroide dehidrogenasa, que activa a los
glucocorticoides inactivos, favoreciendo la diferenciacion de los adipocitos,
estimulando el proceso de la adipogénesis y con ello la hipertrofia de la grasa
visceral (Wolf, 2002).




El tejido adiposo pardo (TAP) se considera termogénico (Fedorenko et al., 2012),
sus células son de menor tamafio que las del blanco, su color refleja los citocromos
presentes en sus numerosas mitocondrias, predomina en los recién nacidos, y en
los adultos se localiza en el cuello (Kajimura et al., 2015), disperso en el tejido blanco
y en regiones intraescapular y supraclavicular, en los ancianos y personas obesas

esta casi ausente (Nedergaard et al., 2007).
Las funciones del TAP son principalmente (Svensson et al., 2016, Long etal., 2016):
e Termogénesis adaptativa, por lo que regula la temperatura corporal.

e Homeostasis metabdlica: disminuye los triglicéridos circulantes y funciona

como almacén de glucosa.
e Secrecion de: prostaglandinas, 6xido nitrico, adipsina, citocinas y batocinas.

Los tejidos adiposos, subcutaneo (TAS) y visceral (TAV) almacenan el exceso de
energia como triglicéridos y sintetizan la adiponectina para prevenir la acumulacion
de lipidos ectdpicos vy la lipotoxicidad. En la obesidad se presenta, un deterioro en
la capacidad del TAS para almacenar triglicéridos y sintetizar adiponectina,
asociado con una mayor liberacion de acidos grasos libres, lo que conduce a la
hipertrofia del TAV vy la lipotoxicidad del musculo hepético y esquelético (Torre-
Villalvazo et al., 2018).

En el tejido adiposo visceral (TAV) una de las adipocinas mas estudiadas ha sido la
adiponectina, un sensibilizador de la insulina, ademés de la leptina, una hormona
gue también se asocia con la patogénesis de la NAFLD. La obesidad se considera
un estado de resistencia a la leptina central y periférica, y las personas obesas, asi
como las personas con NAFLD y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), presentan
niveles circulantes mas altos de esta hormona. La leptina regula también el
consumo de energia y el gasto energético, el metabolismo y la funcién reproductiva,
previniendo la acumulacion de lipidos en los tejidos no adiposos, como el higado
(Mili¢ et al., 2014).

10



II. IV Compuestos bioactivos y polifenélicos

Los compuestos bioactivos provienen principalmente de alimentos de origen
vegetal, a pesar de no tener una funcién nutricional clasicamente definida y de no
considerarse indispensables para la salud humana, pueden tener un impacto
significativo en el curso de alguna enfermedad o incluso, favorecer la salud a largo

plazo (Martinez-Navarrete et al., 2008).

Estudios recientes han demostrado que el consumo de compuestos bioactivos con
baja toxicidad, se asocia positivamente a la reduccién del riesgo de obesidad y sus
enfermedades cronicas asociadas. El desarrollo de nuevos tratamientos dietéticos
basados en estos componentes ha surgido como una posible estrategia de

intervencion (Lee et al., 2017).

En el reino vegetal se distinguen cuatro grandes grupos de compuestos bioactivos,
entre los que se incluyen sustancias de diversas familias quimicas: nitrogenados,
azufrados, terpénicos y fendlicos (los mas ampliamente estudiados) (Tomas-
Barberan, 2003).

Los compuestos fendlicos se clasifican en flavonoides, fenilpropanoides,
estilbenoides y derivados del acido benzoico; dentro de esta clasificacion existe una
gran cantidad de compuestos diferentes, tan solo de los flavonoides se conocen
mas de 5000 compuestos (Harborne, 1994). A pesar de la diversidad de los
compuestos fendlicos, estos comparten una caracteristica, ya que, contienen, al

menos, un anillo aromatico con un grupo hidroxilo unido a él.

En las plantas, los polifenoles promueven la supervivencia y actian como
polinizadores, protegiendo contra la radiacion ultravioleta y eliminando especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Crozier et al., 2009). Ademas de proteger alas plantas,
estos beneficios protectores se pueden transferir a la salud humana, promoviendo
la longevidad al disminuir la incidencia de enfermedades cronicas (Serino y Salazar,
2019).
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Diversos estudios han utilizado extractos de polifenoles purificados o frutas con alto
contenido de compuestos bioactivos en modelos animales con diferentes
enfermedades humanas. Por ejemplo, Yang et al., 2016 demostraron que los
polifenoles de bayas de espino amarillo (Hippophae) redujeron los niveles de

TNF-a e IL-6, mientras se aumentaba la actividad de enzimas oxidantes.

En un ensayo en fumadores se evalud el efecto dietario con arandanos, se observo
una mayor actividad antioxidante de las superdxido dismutasa 1 (SOD1) y
superéxido dismutasa 2 (SOD2); ademas de la Glutarredoxina (GRX), asi como una
reduccion de la peroxidacion lipidica. Adicionalmente, el consumo de arandanos
redujo la disfuncion de las arterias periféricas tanto en los sujetos masculinos
fumadores como en los no fumadores, después de 2 horas del consumo de 300 g
de arandanos (Wu et al., 2010; Del Bo et al., 2017).

En otro ensayo en pacientes femeninas con sindrome metabdlico, el consumo de 4
tazas diarias de fresas liofilizadas durante 8 semanas, permitié la reduccion del
colesterol LDL y los niveles de la proteina o molécula de adhesion celular
vascular 1 (VCAM-1) (Basu et al., 2010).

II. VLas plantas y su aplicacion medicinal en México

Las plantas se han utilizado para el tratamiento de diferentes enfermedades en todo
el mundo, en México son un elemento muy importante de la medicina tradicional y
varias de ellas son consideradas patrimonio cultural mexicano desde la época
prehispanica y colonial, ya que son fuente de compuestos bioactivos que pueden
ser curas efectivas contra diferentes enfermedades. El género Vachellia antes
conocido como Acacia fue descrito por primera vez por Philip Miller en 1754, y se
estima que hay aproximadamente 1,380 especies en todo el mundo, de las cuales
aproximadamente dos tercios son nativas de Australia, y el resto se ubican en
regiones tropicales y subtropicales (Hernandez-Garcia et al., 2018).
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II. VI Vachellia farnesiana (L.) Willd

Vachellia farnesiana, conocida antes como Acacia farnesiana, fue descrita por
Carlos Linneo como Mimosa farnesiana (basionimo) en Species Plantarum, Editio

guarta y publicada por Carl Ludwig Willdenow en 1806 (Linnaei species plantarum).

En 2005, el polifilético género Acacia fue desmembrado en cinco géneros
monofiléticos con las especies del subgénero Acacia desplazadas al nuevo género
Vachellia, quedando esta especie como especie tipo de este género.
Recientemente hubo nuevas actualizaciones en la nomenclatura boténica
transfiriendo especificamente a Acacia farnesiana al género Vachellia, por lo que
ahora se denomina Vachellia farnesiana (Seigler y Ebinger., 2005); durante el
desarrollo de esta tesis se tuvo conocimiento de dicho cambio, por lo que se adapt6

el nuevo nombre a lo largo del presente documento.

Vachellia farnesiana es un arbusto espinoso o arbol pequefio, de 1 a 2 m de altura
para la forma arbustiva y de 3 a 10 m para la forma arborea (Figura 1A), es originaria
de América tropical, naturalizada en todo el mundo tropical y en el Mediterraneo,
presenta flores amarillas brillantes que estan apifiadas en bolas densas y mullidas
(Figura 1B) y con frecuencia cubren el arbol; sus frutos son vainas de color verde
gue al madurar presentan un color café oscuro a rojizo, semiduras, subcilindricas,
que permanecen en el arbol después de madurar, extendiéndose su presencia y

abundancia durante la época de estiaje.

Figura 1. Vachellia farnesiana (L.) Willd A) Arbusto y habitat, B) Flores y C) Frutos.
Fotos tomadas de conabio.gob.mx
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Il. VI.I Usos

Comunmente conocida en México como "huizache", que proviene del nahuatl
huixachin y significa “planta espinosa, con abundantes espinas” (Gran Diccionario
Nahuatl, 2012), Vachellia farnesiana tiene usos diversos, algunos de los mas
destacables, son: como adhesivo, la goma que mana del tronco se utiliza como
sustituto de la goma arabiga y se utiliza como mucilago; como aromatizante, el
aceite esencial se obtiene de las flores por maceracion en manteca de cacao o en
aceite de coco, tiene olor a violetas y su principal uso es en la industria de la
perfumeria; como colorante, las flores y frutos poseen pigmentos que se utilizan
para tefir telas de seda y papel tapiz, la vaina cuando es pulverizada y hervida
produce un liquido negro que se utiliza como tinta; los usos mas destacables del
huizache son el forrajero y el medicinal (Acacia farnesiana (L.) Willd, 1806).

- Forrajero

La abundancia de Vachellia farnesiana la ha convertido en un recurso forrajero
importante, en especial el follaje, hojas, y frutos son ampliamente utilizados como
forraje para el ganado vacuno y caprino, las vainas o frutos contienen entre
17 y 21% de proteina (CONAFOR, 2020). El huizache conserva sus frutos durante
la estacion seca por lo que se utiliza como alimento para ovejas y cabras. En
algunos estados de la Republica Mexicana, en la época de invierno (maxima
produccién) donde los meses son secos, los agricultores recolectan las vainas
enteras de huizache, las muelen o las ofrecen enteras, para alimentar a su ganado
(Garcia-Winder et al., 2009).

En 2015 Delgadillo y colaboradores, realizaron estudios con las vainas de
Acacia shaffneri y Acacia farnesiana que se daban al ganado caprino en la época
de estiaje, encontrando indicios de que los extractos de las vainas podian transferir
los compuestos antioxidantes, y los efectos protectores a los productos obtenidos

de los animales como la leche, queso, carne, asi como, a otros subproductos.
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En 2020, este equipo de trabajo, indujo a la obesidad a ratones machos C57BL/6
alimentandolos con dietas altas en grasa (32%) con base en la leche de cabra
proveniente de animales alimentados estratégicamente con Acacia farnesiana (AF).
Al final del estudio se demostré que los ratones alimentados con una DAG basada
en leche caprina y suplementada con AF, reportaron un mayor consumo de oxigeno
y gasto de energia, no presentaron acumulaciéon de masa grasa, se previno la
resistencia a la insulina, la inflamacién del higado por mencionar algunos de los

efectos benéficos mas relevantes.

Los autores concluyeron que la suplementacion con Acacia farnesiana en la dieta
de las cabras puede incrementar la presencia de compuestos bioactivos de la leche,
representando asi un impacto beneficioso en la salud del consumidor
(Delgadillo-Puga et al., 2020).

- Medicinal

Las semillas y vainas de Vachellia farnesiana se utilizan en la medicina tradicional
mexicana para tratar la disenteria, la tuberculosis y como agentes antiespasmadicos
y astringentes. Se ha reportado que diversos extractos polares obtenidos de
distintas partes de la planta presentan propiedades antidiarreicas, antioxidantes y

antibacterianas.

Diversos compuestos han sido aislados a partir de distintas partes de A. farnesiana
para la identificacibn de su estructura quimica; destacando la presencia de
flavonoides, compuestos fendlicos, diterpenos Yy triterpenos con actividad citotoxica;
ademas de un polialcohol, una proteina con actividad antiinfamatoria y un
aminoécido, entre otros, el conjunto de estos compuesto demostraron tener una
importante  actividad  antimicrobiana  sobre  Mycobacterium  tuberculosis

multiresistente (Hernandez-Garcia et al., 2019).
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II. VI.IIl Toxicidad

Las especies del género Vachella pueden contener derivados de la
dimetiltriptamina y glucosidos cianogénicos como la linamarina y lotaustralina en las

hojas, las semillas y la corteza (Secor et al., 1976; Seigler et al., 1979; EFSA, 2012).

Los glucésidos cianogénicos son toxinas vegetales derivadas de aminoacidos
producidas como metabolitos secundarios de las plantas que funcionan como
defensa, cuando se ingieren y se hidrolizan liberan &cido cianhidrico (HCN), el cual

puede producir dafio tisular (Hernauer, 1997; Bolorinwa et al., 2016).

Sobre la linea de investigacion de los frutos de A. farnesiana, la composicion
guimica es una parte fundamental, esta fue realizada por Hernandez-Garcia et al.,
(2019), y se reportd que no hay presencia de glucésidos cianogénicos en los

extractos analizados, que se describen en las secciones siguientes.

II. VLI Composicion quimica

Por su parte, Garcia-Winder y colaboradores, realizaron el analisis quimico proximal
a muestras de vainas de huizache enteras para determinar el contenido de: materia
seca, cenizas, proteina cruda, fibra cruda y extracto etéreo, determinando el
contenido de carbohidratos por diferencia (Van Soest et al., 1991). Los resultados
de estas determinaciones se presentan a continuacién en el Cuadro 1.

Los taninos condensados y el contenido total de taninos en las vainas de huizache
se obtuvieron empleando espectrofotometria, determinando la absorbancia a
258 nm en condiciones acidas en etanol, siguiendo la metodologia validada por
Gutierrez et al., 2000. El contenido de taninos condensados y totales fue de

21 y 29 g/kg de materia seca respectivamente (Garcia-Winder et al., 2009).
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En el Cuadro 1 también se presenta el contenido de minerales de los frutos de
Acacia farnesiana, ahora llamada Vachellia farnesiana.

Cuadro 1. Composicién quimica expresada en g / 100 g y contenido mineral expresado en
mg / 100 g materia en base seca (BS) de los frutos de V. farnesiana.

Contenido g/100¢g
Humedad 7.24
Cenizas 3.46
Proteina 9.67
Fibra cruda 10.52
Extracto etéreo 0.88
Hidratos de carbono 68.23
Mineral mg / 100 g BS
Fosforo 2197 +£1.41
Potasio 276.0 £ 31.11
Sodio 405+ 141

Calcio y magnesio

135.56 + 21.21

Adaptada de Hannachi et al., 2011 por el autor.
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II. VIV Contenido de fenoles, flavonoides, carotenoides y actividad

antioxidante

Por otra parte, también se ha determinado el contenido total de fenoles, flavonoides,
carotenoides asicomo la actividad antioxidante de Vachellia farnesiana, esta Ultima
a través de la estabilidad de los radicales liore DPPH+ y ABTS-+ (Cuadro 2).

Cuadro 2. Examen fitoquimico y antioxidante de los frutos de V. farnesiana.

Compuesto bioactivo Contenido Unidades
Fendlicos totales 275.98 + 20.00 mg EAG/100 g MS
Flavonoides totales 1210+ 1.73 mg ER/100 g MS
Carotenoides 1.20 £0.18 mg/kg
DPPH+ 0.78 £ 0.06 CAET mM
ABTS-+ 2.45+0.20 CAET mM

Masa seca (MS); Equivalentes de acido galico (EAG); Equivalentes de retinol (ER); Capacidad
antioxidante en equivalentes de trolox (CAET). Adaptada de Hannachi et al., 2011 por el autor.

[l. VIl Estudios previos con el género Vachellia

Como parte de los trabajos de investigacién que se han realizado en el género de
Acacia, se destacan los resultados reportados por lkarashi y colaboradores en 2011,
guienes obtuvieron un extracto acuoso de la corteza de Acacia meansii el cual fue
definido como: polifenoles de Acacia (PA); una vez caracterizado se reporté una alta
concentracion de catequinas, entre las que se destacan los flavan-3-oles,

robinetinidol y fisetinidol.

Asi mismo, en el estudio de los frutos de Vachellia antes Acacia farnesiana (FVF)
que nuestro grupo de investigacion ha realizado, se reporté una alta actividad
antioxidante y la proteccion contra el dafio oxidativo inducido con peroxido de
hidrégeno sobre células renales porcinas, de seis extractos provenientes de los
FVF:. cloroférmico (CE), hexanico (HE), cetonico (KE), metandlico (ME),

metandlico:acuoso (80:20 v/v, MEAE) y un acuoso (AE). Ademas, se evalud la
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capacidad de estos extractos para frenar el proceso de inflamaciéon en un modelo
in vivo (ratones machos CD-1), reportando la regulaciéon a la baja de los mediadores

proinflamatorios (Delgadillo-Puga et al., 2018).

En este mismo estudio, se reportd que el extracto metandlico:acuoso (80:20 v/v)
contenia una cantidad importante de polifenoles totales (399 mg equivalentes de
acido galico/100 g materia seca), y presentd un mejor rendimiento de actividad
antioxidante (516 umol de equivalentes de Trolox/g de extracto), siendo el extracto

mas activo para proteger a las células renales frente al dafio oxidante.
II. VILI Fitoquimicos presentes en el género Vachellia

Todo el género de Acacia contiene fenoles y algunos otros fitoquimicos como
aminas, alcaloides, aceites esenciales, aminoacidos no proteicos, cumarinas,
diterpenos, &cidos grasos, triterpenos, fitoesteroles, saponinas, flavonoides, gomas
y taninos. La bioactividad y las propiedades promotoras de la salud de estos
fitoquimicos incluyen la reduccion de algunos trastornos cronicos, por ejemplo:

cancer, obesidad, envejecimiento y diabetes (Sathya y Siddhuraju, 2013).

Delgadillo-Puga y colaboradores (2018) identificaron en los FVF 12 compuestos
fendlicos: metil galato, acido galico, los isbmeros 1, 2, 3 de galoil glucosa, los
isébmeros 1, 2, 3, 4 de digaloil glucosa, acetato de hidroxitirosol, acido quinico y acido

cafeoilamico.
II. VILII Compuestos bioactivos: acido galico, quercetinay metil galato

El género Acacia también se destaca por la presencia de compuestos bioactivos
con una potente actividad antioxidante como: acido galico, catequina vy
epicatequina, los cuales fueron identificados en los extractos KE, ME y MEAE los
cuales fueron evaluados a través del ensayo de TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances) y la captura del radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl); asi
mismo, estos extractos estuvieron estrechamente relacionados con la respuesta de

la actividad antiinflamatoria in vivo (Delgadillo-Puga et al., 2018).
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Por su parte, el acido galico y la quercetina (Figura 2), son algunos de los
fitoquimicos que también estan presentes en los extractos de los frutos de
V. farnesiana. La quercetina tiene la capacidad de inhibir la produccion de las
especies reactivas de oxigeno (ROS), mientras que el acido galico, ademas de ser
un potente estabilizador de radicales, tiene actividad antioxidante que esta
relacionada con la respuesta de actividad antiinflamatoria (Delgadillo-Puga et al.,
2018).

OH OH
HO OH O
HO D o) OH

HO OH O

OH

Figura 2. A) Acido gélico B) quercetina

Por su parte, el metil galato (Figura 3) que corresponde quimicamente el éster
metilico del &cido 3,4,5-trihidroxibenzoico, es un compuesto fendlico bioactivo, que
pertenece a la clase de compuestos derivados del acido galico, esta presente en
diferentes extractos de V. farnesiana, incluyendo el extracto metanol:agua.

Dicho compuesto posee propiedades antioxidantes y prooxidantes, inhibe el
crecimiento de bacterias intestinales y en un estudio realizado por Changhyun Roh
en 2012, se demostro el efecto del metil galato sobre la actividad inhibitoria de

lipidos en adipocitos 3T3-L1.

H
© OCH3

HO
OH

Figura 3. Metil galato.
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En un estudio realizado por Park et al., 2019, se evalu6 el metil galato in vivo
empleando ratones machos de la cepa C57BL/6 de 6 semanas de edad, a estos
ratones se les administré el compuesto por via oral, para probar su capacidad de
proteccion frente a la lesiébn renal aguda inducida por la administracién de
lipopolisacarido (LPS). El metil galato, suprimio los niveles renales de especies
reactivas de oxigeno, através de unincremento en la actividad antioxidante, redujo
la expresion génica de MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) relacionadas con
el estrés oxidativo en los tejidos renales y exhibiendo a su vez sus propiedades

antiinflamatorias.

[I. VILIII Estudios similares: polifenoles del género Vachellia

En el estudio de Ikarashi etal., (2011) se emplearon ratones KKAy induciéndolos a
la obesidad por dieta y suplementandolos con los polifenoles provenientes de un
extracto de Acacia meansii; se describieron los mecanismos que estaban
relacionados con la expresion de genes que regulan el gasto energético y la
reduccion de la resistencia a la glucosa establecida en el musculo esquelético, el

higado y el tejido adiposo blanco.

Para dicho estudio se administraron dos concentraciones de los polifenoles de
Acacia (PA), 25% y 5.0% en una dieta alta en grasa en ratones KKAy. Los
resultados mostraron que la dieta alta en grasa adicionada con 5.0% de PA, registré
resultados similares ala dieta Control; se suprimio el incremento en el peso corporal,
la hipertrofia de los adipocitos del TAV, reduciendo la concentracion de triglicéridos
y colesterol sérico previniendo la esteatosis hepatica. La concentracién de glucosa

e insulina en plasma, ademés del indice HOMA-IR resultaron favorecidos.

La expresion de genes y proteinas en el musculo esquelético se incrementaron,
donde PPARa, PPARY, CPT1, ACO, UCP3, tuvieron niveles mas altos en los grupos
tratados con los PA, ademas de que se incrementd la expresion de mRNA en
GLUT4. En el higado, la expresion génica relacionada con la sintesis de acidos

grasos (SREBP-1c, ACC y FAS) se redujo en los animales tratados con los

21



polifenoles de Acacia (PA). En el tejido adiposo blanco, se incremento la expresion
de mRNA de adiponectina y se redujo la expresion de TNF-a.

Finalmente, se concluyé que los polifenoles de Acacia, tienen un efecto anti-
obesidad, ademéas de esclarecer que suprime al higado graso, suprime la
hiperglucemia y la hiperinsulinemia; es decir presenta un efecto anti-diabetes

causado por la obesidad inducida por una dieta alta en grasa.

[I. VIIl Cepade ratones utilizada como modelo de obesidad

Cabe mencionar que la cepa de ratones a utilizar en el estudio C57BL/6, ha sido
ampliamente utilizada debido a que es altamente susceptible a la obesidad inducida
por dieta, ademas de desarrollar diabetes tipo 2 y aterosclerosis (The Jackson
Laboratory, 2021).

En este estudio se emplearon ratones de aproximadamente 35 dias (5 semanas),
en este tiempo se alcanza un peso corporal aproximado de 20 g en ratones machos
(Figura 4).
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Figura 4. Ganancia de peso respecto a la edad de ratones C57BL/6.

Fuente: The Jackson Laboratory.
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Nuestro estudio fue desarrollado durante 98 dias, periodo en que se garantizé el
establecimiento de la obesidad inducida por dieta, de acuerdo con estudios previos
(Rodriguez-Rodriguez et al., 2014 y Mauhid et al., 2019) en los cuales se administro
durante 12 semanas una dieta alta en grasa para evaluar los efectos de los

compuestos bioactivos de diferentes fuentes naturales frente a la obesidad.

El presente estudio experimental se consideré cronico ya que, de acuerdo con la
Asociacion Espafiola de Toxicologia, se mantiene a los animales en exposicion
prolongada (mas de 90 dias) al tratamiento, pudiendo observar efectos adversos de

manera inmediata 0 a largo plazo (AET, 1995).

II. IX Tratamientos experimentales

Los tratamientos dietarios utlizados para este estudio, fueron elaborados de
acuerdo a las recomendaciones del American Institute of Nutrition (AIN), rodent diet

93M, para el crecimiento y mantenimiento de los ratones.

La dieta Control fue elaborada de acuerdo a dichas recomendaciones y cubre los
requerimientos energéticos necesarios para el crecimiento y mantenimiento de los
ratones durante el tratamiento experimental, por lo que se considera un control

energético respecto al resto de los tratamientos dietarios (Reeves et al., 1993).

La cantidad de grasa para las DAG se fijo en 40.87% = 0.25, que es un porcentaje
gue en esta linea de investigacion ha mostrado buenos resultados y mantenimiento
de los roedores durante las semanas de tratamiento. En diferentes estudios
realizados en el mismo modelo animal se han utilizado diferentes cantidades de
grasa, por ejemplo: en la suplementacion con circuma en una DAG para ratones
C57BL/6 durante 12 semanas de tratamiento, se utilizé 61% de grasa (Silva et al.,
2019).

En la busqueda de los efectos preventivos del kaempferol sobre las complicaciones
de la obesidad inducida por una DAG en ratones C57BL/6 se utilizé durante
8 semanas una DAG con 45% de grasa (Wang et al., 2020), en la mas reciente

publicacion de nuestro equipo de trabajo, buscando la prevencion de la obesidad
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inducida por una DAG con la ingesta de leche caprina suplementada con los FVF
se utilizé un 32% de grasa durante 12 semanas (Delgadillo-Puga et al., 2020).

En relacion al metil galato, este se utilizO como control positivo en el presente
trabajo, se administr6 como compuesto aislado y puro (Sigma, 274194-5G), dicho
compuesto se ha empleado en diversos estudios, encontrando que inhibid
activamente la formacion de lipidos y el contenido de triglicéridos en adipocitos

3T3-L1, pudiendo utilizarse como agente anti-obesidad (Roh et al., 2012).

Este compuesto también esta presente en diversos tés que se consumen en paises
asiaticos como Japdn, China y Corea; han mostrado efectos inhibitorios sobre la
a-amilasa y la lipasa, por lo que la digestion de carbohidratos y lipidos se vuelve
mas lenta, ademas, beneficia la estabilidad del sistema de la microbiota intestinal,
especialmente cuando existe alguna alteracion microbiana provocada por el medio

ambiente en ratones con obesidad inducida por dieta (Zzhang et al., 2019).

Por otro lado, la incorporacion de la harina de los frutos de Vachellia farnesiana en
una DAG para la prevencion de la obesidad, no se ha reportado anteriormente, por
lo que seria la primera vez que la matriz completa o tres concentraciones del
extracto metanol:acuoso (MEAE), de esta especie se utiliza para el tratamiento de
la obesidad inducida por dieta de ratones machos C57BL/6.

Cabe mencionar que nuestro equipo de trabajo ha estudiado por mucho tiempo las
propiedades de Vachellia farnesiana, encontrando resultados alentadores que
dieron motivacion a este estudio, el mas reciente estudio mostr6 que la
suplementacion de productos lacteos caprinos con los FVF incrementan el valor
nutricional y el contenido de compuestos bioactivos de la leche (Delgadillo-Puga et
al., 2020).

En lo que respecta a la adicion del extracto en diferentes concentraciones se eligio
el extracto MEAE debido a los buenos resultados que mostré en los estudios
realizados por Delgadillo-Puga et al., 2018, con un buen desempefio antioxidante,

en la proteccion de células renales similar a la quercetina frente al dafio oxidativo,
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pese a que el extracto acuoso fue el que presentdé mayor contenido de polifenoles
(565 mg EAG/100 g de MS) fue el menos efectivo en la actividad antioxidante.

El extracto acuoso, utilizado por lkarashi y colaboradores en 2011 mostré buenos
resultados en concentraciones de 2.5% y 5.0%, en tan solo 7 semanas de estudio,
razon por la cual en el presente estudio se fijaron las concentraciones en 0.5%, 1%
y 2% del extracto de los FVF.
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II. Objetivos
lll. 1 Objetivo general:

Evaluar el efecto de diferentes alternativas dietarias elaboradas a partir de los frutos
de Vachellia farnesiana para mitigar las alteraciones metabdlicas de ratones

machos C57BL/6 inducidos a la obesidad por dieta.

lll. I Objetivos particulares:

I.  Alimentar ratones C57BL/6 con dieta Control (Control), dieta alta en grasa
(DAG), DAG con 0.1% de metil galato (DAG+0.1% MG), DAG + 10% de
harina de los frutos de Vachellia farnesiana (DAG+10% HFV), DAG + 0.5%
de extracto de Vachellia farnesiana (DAG+0.5% EVF), DAG + 1% de extracto
de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF) y DAG + 2% de extracto de Vachellia
farnesiana (DAG+2% EVF), para inducir obesidad.

[I. Registrar en cada grupo de estudio el consumo de alimento y el aumento de

peso corporal, mediante el pesaje semanal hasta ver instaurada la obesidad.

Ill. Evaluar la composicion corporal de los animales mediante resonancia
magnética, el gasto energético por medio de calorimetria indirecta, la
tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina mediante pruebas
intraperitoneales, con el fin de identificar cambios asociados a la obesidad y

al efecto de la adicion de los frutos de Vachellia farnesiana a las dietas.

IV.  Alfinal del estudio, evaluar la concentracion sérica de colesterol, triglicéridos

y glucosa utilizando un analizador quimico automatizado Beckman Coulter.

V. Contrastar el efecto de los diferentes tratamientos dietarios mediante la
morfologia de tejidos y 6rganos como son tejido adiposo subcutaneo (TAS),
tejido adiposo visceral (TAV), tejido adiposo pardo o marrén (TAP), higado y

pancreas.

26



V. Justificacion

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, alrededor del 13% de la
poblacibn mundial adulta era obesa en 2016, esta situacion incluso se ha
incrementado hasta la fecha (OMS, 2020). México ocupa el primer lugar mundial en
obesidad infantil segun la més reciente Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(INSP, 2018). La obesidad y sus enfermedades crénicas asociadas como
dislipidemias, hipertension, intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina e
higado graso no alcohdlico se caracterizan por un estado crénico de inflamacién asi
como por una alta actividad oxidante. El desarrollo de alternativas dietarias con la
incorporacion de compuestos bioactivos ha mostrado resultados positivos en la

reduccioén del riesgo de obesidad y sus enfermedades asociadas.

Alrededor del mundo las plantas constituyen una fuente de diversos compuestos
quimicos, por lo que se han utlizado para el tratamiento de diferentes
enfermedades. Un ejemplo de dichos compuestos son los denominados bioactivos,
los cuales se encuentran en bajas cantidades en las plantas, tanto en la parte
comestible y no comestible, estos participan en diversos mecanismos metabolicos
promoviendo de esta manera un buen estado de salud. Los frutos de Acacia
farnesiana, ahora Vachella farnesiana, poseen polifenoles, flavonoides vy
carotenoides, acidos grasos mono y poliinsaturados, entre otros compuestos con
potentes cualidades antioxidantes y antiinflamatorias. Los compuestos y extractos
provenientes de las hojas, frutos y de la corteza de esta planta han sido probados
en modelos animales de obesidad y diabetes (lkarashi et al., 2011; Delgadillo-Puga
et al., 2015).

Dicho esto, se propone que la incorporacion del extracto metandlico:acuoso
proveniente de los frutos de Vachellia farnesiana (FVF) en diferentes
concentraciones, asi como la harina de los FVF, incorporada en una dieta alta en
grasa para ratones C57BL/6, reducira el aumento de peso corporal, la masa magra
y la tolerancia a la glucosa, condiciones derivadas de la obesidad.
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V. Hipotesis

La incorporacion de la harina o de un extracto polifendlico en diferentes
concentraciones (0.5%, 1% y 2%) proveniente de los frutos de Vachellia farnesiana
en una dieta alta en grasa, reducira el incremento de peso corporal, favorecera el
gasto energético, reduciendo la masa grasa, acentuando la sensibilidad a la
insulina, reduciendo la resistencia a la glucosa, modulando la hipertrofia del tejido
adiposo y evitara la esteatosis hepética, en ratones machos C57BL/6 inducidos a la

obesidad por dieta.
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VI. Materiales y métodos
VI. | Vachellia farnesiana: harina y extracto

Los frutos de Vachellia farnesiana (FVF), se recolectaron de forma manual durante
el mes marzo de 2015, durante la época de estiaje, en el agostadero ejidal donde
se ubica el rancho “Las espinas”, perteneciente al municipio de Acatlan de Osorio,
Puebla, México. Para la identificacion boténica se envid una muestra de referencia
al Herbario de la FES Cuautittan de la UNAM (Hernandez-Garcia et al., 2019).
El nombre de la planta se verificO de acuerdo con http://www.theplantlist.org y el

cambio de nombre de Acacia a Vachellia se realiz6 de acuerdo a la misma fuente.

Los FVF se seleccionaron cuando aun estaban verdes, procurado que estuvieran
en las condiciones 6ptimas, no dafiados y sin picaduras de insectos, posteriormente,
fueron secados durante 7 dias a la sombra sobre bastidores con malla. Una vez
secos, se almacenaron en bolsas de papel para protegerlos de la luz durante el
traslado hasta el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran (INCMNSZ).

- Obtencién de la harina

En el INCMNSZ, los FVF se sometieron a un proceso de secado adicional por
48 horas a una temperatura controlada de 45 °C utilizando una estufa de flujo
atmosférico (Apex, A39092). Una vez secos, se molieron empleando un molino de
cuchillas (Thomas Scientific, 174931, NJ, EE. UU.), se tamizaron a un tamafo de
particula de 1 mm, para almacenarse en frascos de plastico con tapa de plastico e
identificados con fecha y nombre, protegiéndose de la humedad, en un lugar seco

y sin luz directa (Figura 5A, B).
- Obtencién del extracto

Para obtener el extracto, se colocaron 200 g de la harina de los FVF en un matraz
Erlenmeyer y se adicionaron 500 mL de una mezcla metanol:agua (80:20 v/v).

Posteriormente se sonicé durante 30 minutos a temperatura ambiente utilizando un
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sonicador (Branson, 3510-DTH, CT, EE. UU.). Una vez transcurrido el tiempo, el
extracto se filtré (papel filtro grado 40), se concentré en un rota evaporador (Buchi
Helating Bath, B490, Flawil, Switzerland) con bafio de agua a 40 °C. El extracto seco
se colocé en viales &mbar para evitar la exposiciéon a la luz. En un matraz bola para
rota evaporador selavo el restante de la mezcla anterior, para poder recuperar casi
todo el extracto, se utilizaron 10 mL maximo de la mezcla metanol:agua (80:20 v/v)
y finalmente los viales se colocaron en un desecador con salida al vacio durante
una semana, hasta la evaporacion total del disolvente, para después almacenarse

en refrigeracion a 4 °C, hasta su utilizacion (Figura 5C).

A B C

Figura 5. Ay B) Harina C) Extracto de los frutos de Vachellia farnesiana.
Fotos generadas por el autor.
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VL. Il Elaboracion de dietas experimentales

La presente investigacion fue aprobada por el Comité Interno para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio del INCMNSZ, vy fue identificada como: CICUAL-NAN-

1988-20-22-1 (carta de aceptacion incluida en el anexo ).

Se formularon diferentes dietas con base en las recomendaciones del American
Institute of Nutrition (AIN), rodent diet 93M. Para la dieta ala que se le adiciono HFV,
se realizo el ajuste de los componentes de acuerdo al contenido de carbohidratos,
proteinas y grasa que contiene la harina de Vachellia farnesiana, y para los
tratamientos suplementados con el extracto de los FVF el ajuste se realizé en el
contenido de carbohidratos, especificamente en la cantidad de sacarosa

adicionada.

Las dietas experimentales se presentan en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Distribucion de los componentes de las dietas para los diferentes tratamientos
experimentales (g/kg) y contenido energético (kcal/kg de dieta) tedrico de Dieta Control (Control);
dieta alta en grasa (DAG); DAG con 0.1% de metil galato (DAG+0.1% MG); DAG con 10% de harina
de los frutos de Vachellia farnesiana (DAG+10% HFV); DAG con 0.5% del extracto de Vachellia
farnesiana (DAG+0.5% EVF); DAG con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF);
DAG con 2% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+2% EVF).

g/kg de dieta
DAG+ DAG+ DAG+ DAG+ DAG+

Componente Control DAG 0.1% 10% 0.5% 1% 2%
MG HFV EVF EVF EVF
Caseina 200 200 200 190 200 200 200
Sacarosa 100 339 338 271 334 329 319
Dextrina 132 150 150 150 150 150 150
Almidén de
] 397 - - - - - -

maiz
Manteca - 140 140 139 140 140 140
Aceite de soya 70 70 70 70 70 70 70
Celulosa 50 50 50 39 50 50 50
Vitaminas 10 10 10 10 10 10 10
Minerales 35 35 35 35 35 35 35
Cisteina 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Colina 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Componente

- - 1.0 100 5.0 10.0 20.0

experimental

kcal/100 g de dieta

Proteina 20.3 17.2 17.2 17.2 17.3 17.4 17.5
Carbohidratos 63.8 42.1 42.1 42.1 41.9 41.6 41.1
Grasa 15.9 40.7 40.7 40.7 40.8 41.0 41.4
kcal/kg de dieta
Contenido
. 3948 4646 4648 4648 4628 4608 4568
energético

mg/kg de dieta

Contenido de
. - - - 399.0 199.5 399.0 798.0
polifenoles
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Para la elaboracion de las dietas, se pesaron todas las materias primas de acuerdo
a cada formulacion descrita en el Cuadro 3, se mezclaron los insumos secos en una
mezcladora (Hobart, OH, EE. UU.) durante dos minutos, después se incorporo la
fuente de lipidos y se continu6 mezclando por 15 minutos més. Finalmente se
agregaron por intervalos de 3-5 minutos aproximadamente, 100 mL de agua
destilada por cada kilogramo de dieta, hasta la obtencion de una pasta sélida

moldeable.

Cabe destacar que durante la elaboracion de las dietas se cuidaron las condiciones
de higiene para su elaboracion, limpiando superficies, equipos y material antes y
después de su utilizacién, asi mismoen todo momento se trabajé con guantes, cofia

y cubre bocas.

Con la pasta solida se moldearon galletas con diferentes formas para su
identificacion y se colocaron en una charola cubierta con plastico durante 48 horas
a temperatura ambiente. Para facilitar el secado de las galletas, al término de las
primeras 24 horas, se les dio vuelta para favorecer la eliminacion de la humedad.
Una vez secas, se empaquetaron individualmente en bolsas de plastico, las cuales
se cerraron con la ayuda de una termo selladora (American International Electric,
City of Industry, CA, EE. UU.) y se almacenaron en congelacion a -4 °C hasta su
uso (Figura 6A-C).

Figura 6. A) Pasta y B)-C) galletas de las diferentes dietas experimentales.

Fotos generadas por el autor.

Las dietas se fueron elaborando conforme a la demanda.
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VI. lll Alimentacién de los ratones

Durante las 14 semanas que duré el estudio se alimentaron ad libitum, 42 ratones
machos de la cepa C57BL/6 de 35 dias de edad, con un peso promedio de
23.1 + 1.4 gramos. Los animales se distribuyeron en siete grupos de seis ratones
cada uno, correspondiente al nUmero de tratamientos dietarios como se muestra a

continuacion:

e Dieta Control (Control)

e Dieta alta en grasa (DAG)

e Dieta alta en grasa con 0.1% de metil galato (DAG+0.1% MG)

e Dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia farnesiana
(DAG+10% HFV)

e Dieta alta en grasa con 0.5% de extracto de Vachellia farnesiana
(DAG+0.5% EVF)

e Dieta alta en grasa con 1% de extracto de Vachellia farnesiana
(DAG+1% EVF)

e Dieta alta en grasa con 2% de extracto de Vachellia farnesiana
(DAG+2% EVF)

Los roedores fueron alojados en el cuarto 10 del Departamento de Investigacion
Experimental y Bioterio (DIEB) del INCMNSZ y se colocaron en micro aisladores
con tres ratones cada uno. A los animales se les proporcioné cama de viruta de
pino, acceso libre al agua de bebida, previamente purificada en autoclave a 121 °C
durante 25 min y se alimentaron ad libitum. El ambiente se enriquecié colocando
tubos de papel carton como refugio, abate lenguas para que pudieran roer el
material y asi desgastar sus dientes, ademas de algodén para que formaran su nido

(Figura 7); todo el material que se menciond fue previamente esterilizado.
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Figura 7. Condiciones de enriquecimiento ambiental de los ratones C57BL/6 durante el estudio.
Fotos generadas por el autor.

Las condiciones ambientales se controlaron durante las 14 semanas (98 dias) de
duracién del estudio hasta la eutanasia (Cuadro 4).

Cuadro 4. Condiciones ambientales del cuarto donde se albergaron a los ratones durante el periodo

experimental.
Temperatura 21 °C
Humedad relativa 50%
Ciclos de luz/oscuridad 12 horas
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V1. IV Determinacion de la ganancia de peso y consumo de alimento

Para la evaluacion de la ganancia de peso, se registro el peso corporal expresado
en gramos una vez por semana hasta el final del estudio. A partir de estos datos se
calcul6 la ganancia de peso acumulada (GPA) mediante la diferencia de peso al

final del experimento menos el peso inicial.

El célculo del consumo de alimento se obtuvo a través de la diferencia de peso en
gramos del alimento ofertado, el cual fue considerado como inicial y el peso en

gramos del alimento encontrado al tercer dia, considerado como alimento final.

Los formatos donde se registré tanto el incremento de peso como el consumo de
alimento se presentan en el Anexo Il y lll, respectivamente.

VI. V Evaluaciéon de la composicion corporal

La composicién corporal se evalu6é en la semana 9, o a los 63 dias, utilizando para
ello un equipo de resonancia magnética (EchoMRI; Echo Medical Systems,
Houston, Tx, USA) y el software Body Composition Analyzer 2016. El equipo emite
una radiofrecuencia, que el software registra por 47 segundos, se realizaron tres
escaneos independientes, los cuales se registraron en una base de datos y la

lectura toma 5 minutos por raton.

Previo a la evaluacion, los ratones se pesaron, uno a uno se colocaron despiertos
en un tubo de plastico del tamafio adecuado que se introduce en el equipo, se
realiz6 el escaneo y se obtuvieron los siguientes datos: masa magra, masa grasa,
agua libre y agua total; los cuales se expresaron como porcentaje, considerando el

cociente de la masa del resultado, entre el peso del ratén evaluado.

VI. VI Evaluacion del gasto energético y coeficiente de intercambio

respiratorio

El gasto energético y el coeficiente de intercambio respiratorio se determinaron en
la semana 9 del estudio, momento en el que el peso de los animales de los

diferentes grupos presentaba valores similares, es decir, la obesidad aiun no se
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habia instaurado por completo. Se empled una técnica de calorimetria indirecta,
para ello se utilizo6 un equipo de circuito @bieff@ Oxymax Laboratory Animal
Monitoring System (CLAMS; Columbus Instruments, Columbus, OH, USA) con el
software Oxymax v4.87.

Las mediciones se realizaron en ciclos de ayuno-alimentacion. Los ratones,
previamente pesados se colocaron en una camara de plexigas con un flujo de aire
constante monitoreado por un flujbmetro sensible a masas por 24 horas. Durante
las primeras 12 horas, correspondientes al periodo de luz, los animales se
mantuvieron en ayuno, en las siguientes 12 horas, periodo de oscuridad, se
incorpord el alimento ad libitum y se llevd a cabo la medicién del contenido del
volumen de CO:2 producido y de O2 consumido secuencialmente en intervalos de
90 segundos para calcular el gasto energético y la relacién de intercambio
respiratorio (RER). Las concentraciones de O2y COz2z se evaluaron a la entrada y
salida de la camara para calcular el consumo de oxigeno y el coeficiente de
respiracion (Figura 8).

Figura 8. Camaras de plexigas.

Foto generada por el autor.
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La determinacién de la composicién corporal y la evaluacion del gasto energético
se realizaron en la misma semana por diversas razones, los equipos para realizar
ambas determinaciones se encuentran en el mismo cuarto del DIEB, lo que facilita
el manejo de los roedores y minimiza el estrés provocado por el movimiento asi
como por el ruido; el equipo donde se realizd la calorimetria permite realizar los
andlisis solo con 10 ratones a la vez (Figura 8), y como ya se mencioné es un estudio
de 24 horas por lo que se realizé en 4 grupos, primero se realizé la determinacion
de la composicion corporal que no tomé méas de 5 min por raton, posteriormente se
introdujo a cada raton en la cdmara de plexigas correspondiente para iniciar la
calorimetria.

VI. VIl Pruebaintraperitoneal de tolerancia a la glucosa (ipGTT)

Ala semana 11 (77 dias), se realizo este ensayo. Cada raton fue pesado antes de
la prueba y se colocd en un microaislador limpio y sin alimento, durante 6 horas con
el fin de garantizar un ayuno completo. La dosis de disolucion de glucosa (20% m/v)

a administrar por via intraperitoneal se ajusté de acuerdo al peso del animal.

Se administré la carga de glucosa intraperitoneal (2 g/kg de peso) y se determiné la
concentracion de glucosa en sangre al tiempo cero (basal), 20, 40, 60, 90 y
120 minutos.

Para la toma de muestra sanguinea tanto de la concentracion de glucosa basal
como para los distintos tiempos de la curva de tolerancia se les realizé una pequefia
incision con ayuda de una hoja de bisturi sobre la parte dorsal de la porcion distal
del apéndice caudal, se emplearon tiras reactivas Freestyle Optium Neo y un
glucometro (Freestyle Optium, Abbot Laboratories, Lake Forest, Il, USA).

Posteriormente la curva de glucosa se construyé graficando la concentracion
promedio de glucosa de los ratones de cada tratamiento experimental con respecto
al tiempo. El area bajo la curva se calcul6 con el método del trapezoide, se considero
la curva de glucosa individual para cada raton y se graficaron los valores del area

bajo la curva total.
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V1. VIl Pruebaintraperitoneal de resistenciaala insulina (ipITT)

A la semana 13 (91 dias), se realizo este ensayo. Cada raton fue pesado antes de
la prueba; colocandose en un microaislador limpio y sin alimento, durante 6 horas
con el fin de garantizar un ayuno completo. La dosis de disolucién de insulina
(0.75 UI/mL) a administrar por via intraperitoneal se ajustd de acuerdo al peso del

animal.

Se administré la carga de insulina intraperitoneal (0.75 Ulkg de peso) y se
determind la concentracion de glucosa en sangre al tiempo cero (basal), 20, 40, 60,
90 y 120 minutos.

Para la toma de muestra sanguinea de la concentracion de glucosa basal y a los
diferentes tiempos de la curva de tolerancia se siguié el procedimiento descrito

anteriormente para la ipGTT.

Posteriormente la curva de glucosa se construyé graficando la concentracion
promedio de glucosa de los ratones de cada tratamiento experimental con respecto
al tiempo. El area bajo la curva se calculé con el método del trapezoide, se considerd
la curva de glucosa individual para cada raton y se graficaron los valores del area

bajo la curva total.

Las pruebas ipGTT e ipITT se realizaron en la semana 11 y 13 respectivamente
para evitar el estrés de los ratones, al movimiento, a la prueba mismay al manejo,
ya que la cepa C57BL/6 es muy susceptible al estrés, realizando las pruebas y
determinaciones en semanas diferentes se buscé reducir el estrés con lo que,

ademas, se reducen las variaciones en los resultados.
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VI. IX Eutanasia

La eutanasia se realizé una vez cumplidas las 14 semanas del ensayo (98 dias),
previo a un ayuno de cuatro horas. Se empleo el procedimiento de exanguinacion
por via porta, con previa anestesia inhalada con sevoflurano utilizando una camara
de anestesia. El estado de inconsciencia se logré en menos de 3 minutos con una
concentracion de 3% de sevoflurano en oxigeno, en cuanto se cercioré de la

inconsciencia del ratén y al no observar reflejo alguno, se practicé la exanguinacion.

El volumen total de sangre se recolectdé de la vena porta con la ayuda de jeringas
heparinizadas y se colocaron en microtubos de 1.5 mL, los cuales se centrifugaron
a 1000 rpm por 10 minutos a 4 °C, para la separacion del suero, el cual se almaceno

a -70 °C para la determinacién de los pardmetros bioquimicos.

VI. X Determinacion de parametros bioquimicos en suero.

La concentracion de glucosa, colesterol total y triglicéridos en suero, se determind
en una alicuota de 25 pL utilizando un equipo Beckman Coulter unicel DxC 600

analyzer (Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.).

V1. XI Obtencion de muestras y tejidos

Después de la eutanasia, se obtuvieron muestras de higado, pancreas, tejido
adiposo subcutaneo, visceral y pardo, mediante incision quirargica. Una parte de
estas muestras se colocaron en criotubos, introduciéndolas directa e
inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70 °C para analisis

posteriores.

Otra fraccion representativa de dichas muestras de tejidos se coloc6 de manera
individual en casetes para histologia, previamente etiquetados. Se colocaron dentro
de un frasco con una solucion compuesta de formaldehido al 10% en solucion
amortiguadora de fosfatos. Posteriormente, se realiz6 la deshidratacién secuencial
de los tejidos, se retird la solucion de formaldehido y se procedié a colocar, en el

mismo frasco vacio, la solucién del frasco 1, se agit6, y se dej6é durante 30 minutos

40



en reposo a temperatura ambiente, se agitd una vez mas para retirarse y continuar
asi con la solucion del frasco 2, dejando por 30 minutos y asi sucesivamente hasta

el frasco numero 10 (Cuadro 5).

Cuadro 5. Descripcion de las soluciones y concentraciones para la deshidratacion de las muestras

de tejidos.
Frasco Solucion Concentracion (% viv) Tiempo (min)
1 Etanol 50 30
2 Etanol 60 30
3 Etanol 70 30
4 Etanol 80 30
5 Etanol 96 30
6 Etanol 100 30
7 Etanol/Xilol 50:50 30
8 Xilol 100 30
9 Xilol 100 30
10 Xilol 100 30

Los tejidos una vez deshidratados, se embebieron en parafina; para ello, se utilizé
parafina liquida a 65 °C en tres ocasiones y sumergieron durante 30 minutos en
cada ocasién. Posteriormente, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente, y
a continuacion los tejidos se incluyeron utilizando un sistema de inclusién HistoCore

Arcadia (Leica Biosystems, Nussloch, Alemania).

Los tejidos incluidos y frios se cortaron en laminas de 4 ym utilizando un microtomo
(Leica Biosystems D-69226, Nussloch, Alemania), y se colocaron en portaobjetos
para posteriormente realizar la tincion con hematoxilina-eosina. Los tejidos se
observaron a través de un microscopio Leica DM750 (Leica DM750 Wetzlar,
Alemania), utilizando un lente 20x, se tomaron fotos con una camara digital (Leica
DMC2900, Heerbrugg, Alemania) y las imagenes se procesaron con un software
Leica LAS Core V4.5.
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El analisis del tamafio de la vesicula de los adipocitos marrones y las areas de
adipocitos blancos se realiz6 utilizando el software automatizado Adiposoft para
imagen J (ImageJ, NIH, Bethesda, MD, USA). La medicion de las areas de islotes
pancredticos se llevd a cabo con el software ImageJ, este se calibré utilizando la
barra de escala con una longitud de 100 um, se analizaron dos imagenes diferentes
de cada tejido, el perimetro de cada islote se dibuj6 manualmente y de cada

tratamiento se analizaron las areas totales.

Para visualizar los lipidos neutrales hepaticos, se realizé un andlisis cuantitativo de
las muestras de higado tefiidas con hematoxilina-eosina, utilizando el software
automatizado Adiposoft para imagen J (ImageJ, NIH, Bethesda, MD, USA) se llevo
a cabo la transformacion de las imagenes a una escala de grises de 8-bit y se midio

la densidad.

VI. XIl Analisis estadisticos

Todos los resultados obtenidos se expresaron como el promedio + el error estandar
de la media (EEM). Los resultados se analizaron mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) unifactorial, para realizar la comparacion de las medias se utilizd6 una
prueba de comparacién multiple de Tukey considerando diferencia significativa a
p<0.05, utilizando el software GraphPad Prism 8.4 (GraphPad Software, San Diego,
CA, EE.UU.).
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VII. Resultados y discusion

El presente trabajo se centrd en el tratamiento de la obesidad inducida por dieta de
ratones machos C57BL/6 utilizando los frutos de Vachellia farnesiana como recurso
vegetal no convencional en el tratamiento de esta enfermedad y sus condiciones
metabdlicas asociadas, como el aumento de masa grasa, la resistencia ala insulina,

la hipertrofia del tejido adiposo, entre otras.

Como primera parte se realizaron determinaciones in vivo, la ganancia de peso se
evalu6 semanalmente y el consumo de alimento cada tercer dia por 14 semanas.
Posteriormente, a la semana 9 de tratamiento experimental se realizo la evaluacion
de la composicion corporal y la evaluacion del gasto energético, cuando adn no
mostraban variaciones importantes en el peso, es decir, la obesidad no se habia
instaurado por completo. Mas adelante, se presentan los resultados obtenidos para
las pruebas IpGTT e ipITT con el fin de evaluar sila obesidad inducida por dieta ya
habia causado efecto en la tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina y como

cada uno de los tratamientos dietarios habia interferido en dichas condiciones.

Finalmente, se presentan los parametros evaluados en suero, concentracion de
glucosa, triglicéridos y colesterol (ex vivo); también se incluye el andlisis histolégico
del pancreas, higado, tejido adiposo pardo, tejido adiposo visceral y tejido adiposo
pardo, este se describe brevemente y solo se incluye con el fin de visualizar el efecto
de los tratamientos dietarios asi como el nulo dafio tisular que se pudiera haber

presentado por la incorporacion de los frutos de Vachellia farnesiana.
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VII. | Determinacion de la ganancia de peso

En la Figura 9 se presenta el peso corporal total de los ratones a las 14 semanas
(98 dias); se observo que el grupo que recibido DAG registré el mayor peso corporal,
este grupo fue estadisticamente diferente (p<0.05) frente a los grupos Control,
DAG+10% HFV, DAG+0.5% EVF y DAG+1% EVF.
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Figura 9. Peso corporal de los ratones al término del estudio (98 dias).

Peso corporal promedio (g) a las 14 semanas de estudio de ratones alimentados con dieta Control
(Control), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con 0.1% de metil galato (DAG+0.1% MG),
dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia farnesiana (DAG+10% HFV), dieta
alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+0.5% EVF), dieta alta en grasa
con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF), dieta alta en grasa con 2% del extracto
de Vachellia farnesiana (DAG+2% EVF). Valores expresados como el promedio + EEM; n=6 ratones
por grupo. 2“Literales distintas indican que existe diferencia estadistica significativa entre

tratamientos (p<0.05).

Se observa que el grupo de ratones alimentados con DAG presentd un mayor peso
gue el resto de los tratamientos. Por su parte, el peso corporal que alcanzaron los
animales asignados al grupo Control fue similar a los grupos de DAG+0.1% MG,
DAG+10% HFV, DAG+0.5% EVF, DAG+1% EVF y DAG+2% EVF sin registrarse

diferencia estadistica, este es un buen indicio dado que a pesar de tener una dieta
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alta en grasa, el peso corporal alcanzado por estos grupos fue igual al registrado
por los animales del tratamiento Control.

Adicionalmente, se destaca que los tratamientos DAG+0.1% MG y DAG+2% EVF
fueron estadisticamente similares al grupo con DAG, esto no es un pardmetro para
afirmar que los componentes experimentales como es el MG y los FVF en
concentracion 2% no mitigaron el incremento de peso corporal, mas adelante se
desarrollaran los efectos que estas dietas tuvieron sobre las alteraciones

metabodlicas de la obesidad.

En la Figura 10A se observa la curva de crecimiento de los ratones alimentados con
las dietas experimentales. Se destaca que los animales que fueron alimentados con
la DAG registraron un incremento superior de peso respecto al resto de los
tratamientos. En la Figura 10B, se muestra la ganancia de peso acumulada (GPA)
durante las 14 semanas de tratamiento, en ella se observa que el tratamiento con
DAG presentd el valor mas alto, siendo estadisticamente diferente a los demas
tratamientos, excluyendo DAG+0.5% EVF que registré un comportamiento similar a

DAG, sin registrarse una diferencia estadistica significativa (p<0.05).
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Figura 10. Curva de crecimiento de los ratones durante 14 semanas.

A) Curva de crecimiento de los ratones alimentados con las dietas experimentales durante 14
semanas (98 dias). B) Ganancia de peso acumulada (g) durante las 14 semanas de tratamiento de
ratones alimentados con dieta Control (Control), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con
0.1% de metil galato (DAG+0.1% MG), dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de
Vachellia farnesiana (DAG+10% HFV), dieta alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachella
farnesiana (DAG+0.5% EVF), dieta alta en grasa con 1% del extracto de Vachellia farnesiana
(DAG+1% EVF), dieta alta en grasa con 2% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+2% EVF).
Valores expresados como el promedio + EEM; n=6 ratones por grupo. ®"Literales distintas indican

gue existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos (p<0.05).
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En relacion ala curva de crecimiento se observo que el grupo alimentado con DAG
registré un peso corporal 33.9% superior al grupo Control, fenébmeno que se sostuvo
a lo largo del estudio. Por su parte, el grupo que recibié la DAG+0.1% MG también
mostré un incremento del 16.2% respecto al grupo Control, sin embargo, fue
estadisticamente diferente del grupo DAG. El resto de los grupos: DAG+10% HFV,
DAG+0.5% EVF, DAG+1% EVF y DAG+2% EVF se mantuvieron en un rango del
4.0% al 9.8% de incremento de peso promedio final, siendo superiores al peso
promedio final alcanzado por los animales alimentados con el tratamiento Control,

siendo estadisticamente similares.

En lo que respecta a la ganancia de peso acumulada (Figura 10B) se confirma que
existid6 una diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre los grupos Control y
DAG, como se esperaba, este Ultimo grupo registré un comportamiento similar en
cuanto a la ganancia de peso acumulada (GPA) del grupo alimentado con
DAG+0.5% EVF.

También se destaca que la GPA del grupo Control fue similar a la registrada en los
tratamientos DAG+0.1% MG, DAG+10% HFV, DAG+0.5% EVF, DAG+1% EVF y
DAG+2% EVF, sin registrarse diferencia estadistica (p<0.05) entre estos grupos. Se
demostré que al alimentarse a los animales con una DAG, la GPA fue mayor frente
a los grupos alimentados con una DAG mas la adicion con MG o con los FVF, ya

sea en harina o en su extracto a diferentes concentraciones.

VII. Il Determinaciéon del consumo de alimento

Como se muestra en la Figura 11, el mayor consumo de alimento se registré en el
grupo de los ratones alimentado con la DAG+0.1% MG. Por otro lado, se observo
gue el menor consumo lo registrd6 el grupo de animales alimentados con
DAG+2% EVF, siendo estadisticamente diferente (p<0.05) al resto de los

tratamientos.
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Figura 11. Consumo de alimento a lo largo del estudio.

Consumo promedio de alimento por dia (g) a lo largo del estudio de ratones alimentados con dieta
Control (Control), dieta altaen grasa (DAG), dieta altaen grasacon 0.1% de metil galato (DAG+0.1%
MG), dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia farnesiana (DAG+10% HFV),
dieta alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+0.5% EVF), dieta alta en
grasa con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF), dieta alta en grasa con 2% del
extracto de Vachelliafarnesiana (DAG+2% EVF). Valores expresados como el promedio + EEM; n=6
ratones por grupo. ***ALjterales distintas indican que existe diferencia estadistica significativa entre

tratamientos (p<0.05).

Es importante mencionar que, tanto en los seres humanos como en los modelos
animales, la alimentacién esta provocada por una necesidad metabdlica, un impulso
hedonico o la interaccion entre ambos (Berthoud, 2011). ElI consumo de grasa
per se no es lo que lleva a la acumulacion de grasa corporal si no la ingesta total de
energia en relacion con el gasto energético (Willett, 1998). A pesar de que todos los
tratamientos dietarios altos en grasa; contenian la misma cantidad de grasa, y por
tratarse de dietas isoenergéticas e isoproteicas, respecto a la dieta Control, no se
observo una relacion entre el consumo de alimento y la ganancia de peso en los
animales alimentados con los distintos tratamientos dietarios, fue necesario realizar
mas estudios para corroborar tanto la implantacion de la obesidad como el efecto
de la harina y del extracto de los FVF sobre esta enfermedad; lo que dio lugar a la

evaluacion de la composicion corporal.
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De acuerdo al consumo de alimento presentado en la Figura 11, el consumo neto
de polifenoles de los ratones alimentados con los tratamientos DAG+10% HVF,
DAG+0.5% EVF, DAG+1% EVF y DAG+2% EVF fue: 1.28, 0.60, 1.27 y 2.20 mg de
polifenoles de los FVF, respectivamente.

VII. 1l Evaluacion de la composicion corporal

En las Figura 12 se presentan los resultados del contenido de masa grasa y masa
magra en los diferentes grupos de estudio, expresados en porcentaje. Se observo
gue los animales alimentados con la DAG registraron un mayor porcentaje de masa
grasa, 54.1% superior respecto al grupo Control, con una consecuente reduccion
en el contenido de masa magra, 20% menos respecto al grupo control.
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Figura 12. Composicion corporal de los animales a la semana 9 de estudio.

A) Contenido de masagrasa (%). B) Contenido de masa magra (%) de ratones alimentados con dieta
Control (Control), dieta altaen grasa (DAG), dieta altaen grasa con 0.1% de metil galato (DAG+0.1%
MG), dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia farnesiana (DAG+10% HFV),
dieta alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+0.5% EVF), dieta alta en
grasa con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF), dieta alta en grasa con 2% del
extracto de Vachelliafarnesiana (DAG+2% EVF). Valores expresados como el promedio + EEM; n=6
ratones por grupo.
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Dicho esto, fue posible identificar que la mayor acumulacion de masa grasa la
presentd el grupo con DAG; cabe destacar, que ningun otro tratamiento fue igual a
éste, puesto que se observo que los tratamientos dietarios suplementados con los
FVF y MG fueron estadisticamente iguales (p<0.05) al tratamiento Control, incluso
los grupos de DAG+10% HFV y DAG+1% EVF se encontraron por debajo del

tratamiento Control, sin ser estadisticamente diferentes.

El contenido de masa magra fue inversamente proporcional al contenido de masa
grasa, por lo que el grupo con DAG presento el valor méas bajo, y el grupo Control
no presentd diferencia estadistica significativa (p<0.05) con los grupos
suplementados con los FVF o MG.

El grupo de DAG+10% HFV mostré un porcentaje de masa grasa menor al que
presentd el grupo que recibié el tratamiento Control, 11.8% menos, por lo que es
posible decir que la incorporacion de la matriz completa de los FVF a una dieta alta
en grasa le proporcion0 a los animales fibra dietética y los compuestos bioactivos

gue contribuyen a la disminucién de la masa grasa.

Hasta el dia de hoy no hay estudios reportados donde se incluya la matriz completa
de los FVF como parte de una DAG para el tratamiento de la obesidad, por lo que
no existe punto de comparacion sobre los efectos observados, dicho esto serealizé
el andlisis de los componentes individuales y su posible efecto sobre la mitigacion

de la obesidad.

En el caso particular de la fibra dietética, distintos estudios han demostrado el efecto
de ésta en la disminucién de la masa corporal se debe a varios factores entre los
cuales se puede mencionar, una menor solubilidad de los &cidos biliares, lo que

puede inhibir su reabsorcién cecal resultando en una mayor excrecion en las heces.

Esto, ademas conduce a la reduccion de la reserva de acidos biliares en el cuerpo,
disminuyendo la digestion y absorcion de grasas. Dicho esto, es probable que el
consumo de la fibra de los FVF aunque solo fuera en concentracion 1.1%

disminuyera el contenido de masa grasa (Moundras et al., 1994; Jangra et al., 2019),
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tal y como se observo en el grupo tratado con la matriz completa de los FVF
(DAG+10% HFV).

El efecto de la fibra no solo se ha observado en ratones sino también en humanos.
En 2012 y 2018 Babiker et al., realizaron estudios en pacientes diabéticos de
50 afos a los que, en un ensayo aleatorizado doble ciego y controlado con placebo,

administraron goma arabiga proveniente de Acacia senegal.

Al término del estudio, concluyeron que el consumo de goma arabiga podria ser una
estrategia dietética eficaz para prevenir o tratar el sobrepeso, al provocar una
reduccion significativa en la ingesta energética con una mayor sensacion subjetiva
de saciedad. La goma arabiga actiua como fibra dietética y se une a los acidos
biliares disminuyendo su absorcion en el ileon terminal. Posteriormente, en el
intestino grueso la goma arabiga libera los acidos biliares secuestrados y el pH acido
generado durante el proceso de fermentacion los vuelve insolubles, promoviendo
Su excrecion en las heces, todo esto reduce su acumulacion en el cuerpo y provoca
una disminucion de la digestiébn y absorcion de grasas (Moundras et al., 1994,
Babiker et al., 2012; Babiker et al., 2018).

Los compuestos bioactivos también juegan un papel importante en la disminucion
de la masagrasa; por ejemplo, la suplementacién con quercetina (0.05%), presente
tanto en los FVF como en muchas otras plantas, redujo significativamente el
incremento de peso corporal de ratones C57B1/6 alimentados con una DAG;
asimismo, redujo la acumulacion de grasa hepatica, provocando efectos anti
obesidad los cuales estan relacionados con la regulacion de la lipogénesis a nivel
transcripcional (Carrazco-Pozo et al., 2019), al suplementar las DAG con el EVF

gue es mas completo en compuestos bioactivos el efecto podria verse aumentado.

Como se observa en la Figura 12, los animales alimentados con los tratamientos
adicionados con EVF presentaron un menor porcentaje de masa grasa en
comparacion con el tratamiento de DAG, siendo DAG+1% EVF el que mostré la
mayor disminucion (12.7% menos). Estos resultados fueron similares a los

reportados por lkarashi y colaboradores en 2011, quienes al utilizar un extracto
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acuoso polifendlico de Acacia meansii en concentracion 2.5% y 5.0% durante
7 semanas, en ratones machos KKAy alimentados con DAG se suprimié tanto el

aumento de peso como la acumulaciéon de grasa sin el desarrollo de higado graso.

En el estudio previamente mencionado, ain no se tenian claros los compuestos
aislados del género Acacia ni sus acciones farmacolégicas, pero si se reportdé que
los efectos anti obesidad y anti diabetes estaban relacionados con los compuestos
flavan-3-oles: robinetinidol y fisetinidol, similares a la catequina, pertenecientes a la
categoria de los flavonoides que poseen efectos antioxidantes in vitro e in vivo dado
gue aumentan la capacidad antioxidante del plasma y la reactividad de las plaquetas
(Tomés-Barberan, 2003; lkarashi et al., 2011).

Por su parte, Morales-Luna vy colaboradores en 2018 realizaron un estudio
empleando el extracto metandlico:acuoso al 3% m/v de la flor de Jamaica (Hibiscus
sabdariffa) como parte de una dieta hiperenergética a ratas Wistar, observando la
disminucion del peso corporal con respecto a la dieta hiperenergética y una
reduccion de la hiperplasia de los adipocitos. Dicho extracto es rico en compuestos
como quercetina, &cido gdlico, catequina, epicatequina, los cuales también se

encuentran en el EVF evaluado en el presente trabajo.

La flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa) también ha demostrado tener efectos
anti-obesogenicos ya que disminuye la sintesis de acidos grasos en ratas inducidas
a la obesidad con dieta, disminuyendo el peso corporal. Los flavonoides y acidos
fendlicos que contiene poseen un efecto inhibidor sobre la adipogénesis asi como
en la expresion de la leptina, resultando en una reduccion de la ingesta de alimento
y aumentando el gasto energético (Berkhout et al., 1990; Hayamizu et al., 2003; Hsu
et al., 2007).

Diversos estudios realizados tanto en modelos animales como en humanos han
demostrado la capacidad de la flor de jamaica para reducir el peso corporal, la
acumulacion de grasa en el tejido adiposo, la normalizacion de los indices de
glicemia, triglicéridos y colesterol en suero. Los ensayos en humanos han

demostrado el potencial anti obesidad y la proteccién hepatica que el extracto de
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H. sabdariffa posee sin efectos adversos (Peng et al., 2011; Villalpando-Arteaga
et al., 2013; Chang et al., 2014; Si et al., 2017).

En resumen, estos resultados tienen como origen comun el contenido de
compuestos bioactivos de las diferentes matrices, ya sean polifendlicos, terpénicos,
azufrados o nitrogenados. Por ejemplo, los estudios empleando la circuma rica en
compuestos polifendlicos, han demostrado que inhibe la proliferacion vy
diferenciacion de los adipocitos, lo que sugiere un catabolismo mejorado en el tejido
adiposo. Ademas, la curcuma promueve el pardeamiento del tejido adiposo blanco
en ratones inducidos a la obesidad por dieta, por lo que existe un mayor gasto
energeético, reduciendo la deposicion de la masa grasa (Wang et al., 2014; Wang
et al., 2015; Wang et al., 2016; Tian et al., 2017).

VII. IV Evaluacién del gasto energético y del coeficiente de intercambio

respiratorio

El peso corporal y por consiguiente la composicion corporal cambian cuando la
ingesta de energia no es igual al gasto energético durante un periodo de tiempo, es
por ello que se evaluaron los pardmetros de gasto energético y coeficiente de
intercambio respiratorio (respiratory exchange ratio, RER), éste ultimo se relaciona
con el tipo de nutrimento o sustrato que se esta oxidando en el organismo como

fuente principal de energia

La evaluacion del volumen de oxigeno consumido (VO2) y el coeficiente de
intercambio respiratorio (RER) durante 24 horas en los periodos de ayuno y
posprandio se presentan en las Figuras 13A y 13B. Se determiné que los ratones
alimentados con la DAG presentaron el menor gasto energético tanto en ayuno
como en posprandio. También es importante mencionar que, independientemente
del tratamiento dietario el gasto energético fue mayor durante el periodo de

posprandio, que durante el ayuno.
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Figura 13. Gasto energético de los diferentes tratamientos dietarios a la semana 9 de estudio.

A) Volumen de oxigeno consumido (VO2) durante los periodos de ayuno y alimentacion (claro y
sombreado, respectivamente) expresado en mL/kg/h. B) Relacién de intercambio respiratorio
(CO./0O,) durante los periodos de ayuno y alimentacion (claro y sombreado, respectivamente) de
ratones alimentados con dieta Control (Control), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con
0.1% de metil galato (DAG+0.1% MG), dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de
Vachellia farnesiana (DAG+10% HFV), dieta alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachella
farnesiana (DAG+0.5% EVF), dieta alta en grasa con 1% del extracto de Vachellia farnesiana
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(DAG+1% EVF), dieta alta en grasa con 2% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+2% EVF).
Valores expresados como el promedio + EEM; n=6 ratones por grupo.

Ademas de la evaluacién del consumo de oxigeno, el RER permitid6 estimar la
contribucion relativa de las grasas y los carbohidratos al metabolismo energético.
Como se esperaba, todos los tratamientos experimentales mostraron un aumento

del RER durante el periodo de posprandio.

En el periodo de ayuno de todos los tratamientos, los valores fueron cercanos al 0.8
indicando que el sustrato energético utilizado fue diferente a la glucosa, en el
momento que comenzé la alimentacion, el grupo Control utilizé Unicamente hidratos
de carbono como fuente de oxidacion por lo que el RER fue cercano a 1; el resto de
los tratamientos experimentales no mostraron valores mayores a 0.85 indicando la

oxidacion de sustratos diferentes a la glucosa como fuente de energia.

Posteriormente, en los intervalos lineales de las Figuras 13A y 13B
(2000-4000 mL/kg/h y 0.5-1.0 CO2/0O2, respectivamente), se consideraron los
valores promedio durante los periodos de ayuno y posprandio para construir la
Figura 14. En las Figuras 14A y 14B, periodos de ayuno y posprandio, se observo
gue los ratones alimentados con la DAG presentaron el menor gasto energético
siendo estadisticamente diferentes al resto de los tratamientos en ambos periodos.
Los tratamientos que contenian harina o extracto de Vachellia farnesiana
presentaron el mayor gasto energético en ambos periodos y algunos tratamientos
fueron similares al tratamiento Control.
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Figura 14. Parametros evaluados en los periodos de ayuno y posprandio.

A) Consumo de oxigeno (VO) durante el periodo de ayuno expresado en mL/kg/h. B) Consumo de
oxigeno (VO.) durante el periodo de posprandio expresado en mL/kg/h. C) Relacién de intercambio
respiratorio (RER) durante periodo de ayuno expresado en CO2/O,. D) Relacion de intercambio
respiratorio (RER) durante el periodo de posprandio expresado en CO./O2, en ratones alimentados
con dieta Control (Control), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con 0.1% de metil galato
(DAG+0.1% MG), dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia farnesiana
(DAG+10% HFV), dieta alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+0.5%
EVF), dieta alta en grasa con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF), dieta alta en
grasa con 2% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+2% EVF). Valores expresados como €l
promedio + EEM; n=6 ratones por grupo. #"dLiterales distintas indican que existe diferencia
estadistica significativa entre tratamientos (p<0.05).

En la grafica de consumo de oxigeno (Figura 13A) el grupo de DAG mostré el menor
consumo, tanto en el periodo de ayuno como en el de posprandio, si bien el resto
de los grupos no presentaron un consumo de oxigeno muy alto, si fue mayor en
comparacion al grupo con DAG y se reflejd6 de manera adicional sobre la

composicion corporal.

Los seres humanos ingieren energia en forma de proteinas, carbohidratos y grasas;
cuando la ingesta energética supera al gasto energético, se produce un estado de
balance energético positivo, que tiene como consecuencia el aumento en la masa

corporal, de la cual del 60% al 80% es masa grasa (Hill et al., 2012).

57



El coeficiente de intercambio respiratorio muestra el tipo de nutrimento o sustrato
gue se esta oxidando en el organismo como fuente principal de energia, por lo que
a partir de, los resultados obtenidos de 0.7 y 0.8 CO2/O2z durante el periodo de ayuno
indican como principal sustrato energético a los lipidos. Es conveniente mencionar
gue en la obesidad los niveles de leptina en suero aumentan y no existe un equilibrio
entre la ingesta de alimentos y el gasto energético (Rehman Khan y Awan 2016)
por lo que se esperaba que los animales alimentados con dietas altas en grasa
mostraran un gasto energético menor al obtenido y similar al observado en el
tratamiento de DAG.

Al comenzar el periodo de alimentacion, el gasto energético se incrementa para la
oxidacion de los sustratos como fuente de energia, con esto, el consumo de oxigeno
y el RER se incrementan. Lo anterior se observo en el grupo Control que presentd
un consumo de oxigeno mayor, y un RER cercano a 1 (Figura 14B), después de la
ingesta de alimento lo que a su vez condujo a la inmediata oxidacion del sustrato
principal, que en este caso son los carbohidratos (Flatt et al., 1985; Pereira-Lancha
et al., 2010). Esto, ademas, muestra la flexibilidad metabdlica de los animales,
quienes tuvieron la capacidad de adaptar eficazmente su metabolismo dependiendo
de la disponibilidad del sustrato, es decir, de lipidos a hidratos de carbono, durante
el periodo de alimentacion (Smith et al., 2018; Delgadillo-Puga et al., 2020).

Los grupos restantes, incluyendo el tratamiento con DAG, presentaron valores de
RER por debajo del 0.85 lo que indica que utilizan acidos grasos como fuente de
energia a pesar de que se encontraban en el periodo de alimentacion. Esto refleja
la inflexibilidad metabdlica de cambiar de sustrato para la obtencion de energia; el
grupo de DAG+2% EVF fue el que presento los valores mas bajos de RER, y sibien
no presentd el mayor gasto energético, es posible afirmar que estos ratones
suplementados con el EVF tenian una alta capacidad de oxidacién de grasas,
evitando la acumulacion en el tejido adiposo y en otros 6érganos, ademas de ser
metabolicamente inflexibles, dichos cambios se relacionaron con un menor

consumo de oxigeno.
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Dichos resultados son similares a los obtenidos por Zamora-Lopez et al., 2020,
guienes observaron que al suplementar a ratones machos de la cepa C57BL/6N con
3.5 mg/g de aceite de semilla de granada presentaron inflexibilidad metabdlica,
debido a la utilizacion continua de grasas en el periodo de posprandio. El aceite de
semilla de granada estd compuesto principalmente de acido punicico y omega-5, un
potente antioxidante asociado con diversos efectos benéficos metabdlicos vy
celulares, ademas de contener antocianinas, acido elagico, taninos, acido ursalico,

elagitaninos, y esteroles, con importantes propiedades terapéuticas.

Muy probablemente los compuestos polifendlicos provenientes del EVF puedan
favorecer la expresion de genes relacionados con el gasto energético tanto en el
musculo esquelético como en el higado; ya que algunos polifenoles activan a los
receptores activados por los proliferadores de peroxisomas (peroxisome
proliferator-activated receptors, PPARs) como PPARa y PPARy que aumentan la
expresion de mRNA y proteinas como ACO, CPT1 y UCP3 elevando el gasto
energético en el musculo esquelético e higado, suprimiendo la obesidad y el higado
graso (Tanaka et al., 2003; Ikarashi et al., 2011).

VII. V Pruebaintraperitoneal de tolerancia ala glucosa (ipGTT)

Para establecer que la inflexibilidad metabdlica y la acumulacién de grasa en
distintos 6rganos conllevan a la intolerancia a la glucosa de los animales tratados
se realizé la prueba intraperitoneal (ipGTT). En la Figura 15A se presentan los
resultados de la ipGTT y se resalta que los niveles de glucosa de los ratones
alimentados con DAG fueron mayores a los niveles registrados en los animales

alimentados con el resto de los tratamientos experimentales.

Se calcul6 el area bajo la curva (AUC, Figura 15B), por cada cinética de
concentracion de glucosa, se destacé que los grupos de animales alimentados con
tratamiento Control y DAG+10% HFV fueron estadisticamente similares, se resalta
este resultado en particular dado que fue el tratamiento que mejores resultados
mostré en las evaluaciones anteriores, posteriormente se discutira si es el mejor

tratamiento dietario entre todos los evaluados.
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Figura 15. Prueba intraperitoneal de tolerancia a la glucosa.

A) Concentraciones de glucosa durante la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (ipGTT)
expresada en mg/dL. B) Area bajo la curva de la ipGTT (AUC) de ratones alimentados con dieta
Control (Control), dieta altaen grasa (DAG), dieta altaen grasacon 0.1% de metil galato (DAG+0.1%
MG), dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia farnesiana (DAG+10% HFV),
dieta alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+0.5% EVF), dieta alta en
grasa con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF), dieta alta en grasa con 2% del
extracto de Vachelliafarnesiana (DAG+2% EVF). Valores expresados como el promedio £ EEM; n=6
ratones por grupo. ®"Literales distintas indican que existe diferencia estadistica significativa entre
tratamientos (p<0.1).

60



Al realizar el andlisis estadistico (ANOVA) para el area bajo la curva (Figura 15B),
no se encontr6 diferencia estadistica significativa con p<0.05, aunque a la vista Si
se observaba diferencia entre los tratamientos, por lo que el analisis volvio a realizar
con p<0.1, en este se encontr6 que efectivamente los grupos Control y
DAG+10% HFV fueron estadisticamente iguales entre si, sin ser estadisticamente
similares al grupo tratado con DAG, como lo fueron los grupos restantes
(DAG+0.1% MG, DAG+0.5% EVF, DAG+1% EVF, DAG+2% EVF).

Con los datos obtenidos de la ipGTT es posible afirmar que la DAG produjo
intolerancia a la glucosa, dado que los valores de glucosa en sangre no
disminuyeron por efecto de la insulina endogena. Como ya se mencionoé la dieta
suplementada con la HFV (DAG+10% HFV) mostr6 valores de glucemia similares a

los del tratamiento Control siendo estadisticamente iguales entre si.

Adicionalmente a través de la prueba intraperitoneal de resistencia a la insulina
(ipITT), que se discutira en la seccion siguiente, se observo que el grupo alimentado
con HFV registrd valores de glucosa por debajo de los registrados por los animales
alimentados con la dieta Control, con esto es probable que los animales de este
tratamiento dietario no desarrollaron resistencia a la insulina en los 6érganos

insulinodependientes.

VII. VI Prueba intraperitoneal de resistencia ala insulina (ipITT)

En la prueba intraperitoneal de resistencia a la insulina, ipITT (Figura 16), también
se observd que los ratones alimentados con DAG fueron los que presentaron los
valores de glucosa en sangre mas elevados. A través de una prueba t-test, se
confirmo que los resultados obtenidos para los grupos alimentados con las dietas
Control y DAG fueron diferentes estadisticamente; este comportamiento se observo
también entre los tratamientos DAG vs DAG+10% HFV, DAG vs DAG+2% EVF.
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Figura 16. Prueba intraperitoneal de resistencia a la insulina.

A) Concentraciones de glucosa durante la prueba de tolerancia a la insulina intraperitoneal (ipITT)
expresada en mg/dL. B) Area bajo la curva de ipITT (AUC), (analizada con ANOVA unifactorial y
prueba post hoc de t-test para comparacion entre grupos), de ratones alimentados con dieta Control
(Control), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con 0.1% de metil galato (DAG+0.1% MG),
dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia farnesiana (DAG+10% HFV), dieta
alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+0.5% EVF), dieta alta en grasa
con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF), dieta alta en grasa con 2% del extracto
de Vachelliafarnesiana (DAG+2% EVF). Valores expresados como el promedio + EEM. * ** ***|ndica

gue existe diferencia estadistica significativa realizando la prueba de t-test (p<0.05).
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La resistencia a la insulina se genera por una disminucion en la secrecion de
adiponectina y un aumento en la secrecion de TNF-a. Segun lo reportado por
lkarashi et al., 2011, los compuestos polifendlicos contenidos en el género Acacia
aumentan la expresion de mRNA de PPARy lo que facilita la expresion de
adiponectina, ademas, aumentan la expresion de mRNA de GLUT4, transportador
de glucosa que se expresa en el musculo esquelético, por lo que se reduce la

resistencia a la insulina.

La adiponectina es una adipocina que mejora la sensibilidad a la insulina, ademas
de mantener la expansion del tejido adiposo saludable mientras previene la
acumulacion de lipidos ectopicos en otros tejidos. Se sabe que la forma en que la
adiponectina sensibiliza a los érganos insulinodependientes es porque favorece la
oxidacion de los lipidos, reduciendo su acumulacion, aumentando la captacion de
glucosa en el masculo y por ende, disminuye la gluconeogénesis en el higado
(Yamauchi et al., 2001; Xu et al., 2003; Berg et al., 2011).

Por otro lado, el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) se secreta en mayor cantidad
en cuadros de obesidad, ademés de disminuir la respuesta celular a la insulina en
adipocitos, hepatocitos y células musculares, tiene efectos sobre el metabolismo del
colesterol y las lipoproteinas en humanos (Ramirez Alvarado y Sanchez Roitz,
2012).

Los resultados obtenidos en la ipGTT e ipITT mostraron que al incorporar la HFV o
el EVF en concentraciones de 1% y 2% en la dieta, suprimen la hiperglucemia y la
hiperinsulinemia, no solo mitigando la obesidad, sino también posiblemente
incrementando la secrecion de adiponectina y suprimiendo la secrecion de TNF-a
en el tejido adiposo blanco, lo que posteriormente tendria que confirmarse con

estudios en suero.

Por otra parte, la leptina también es una adipocina producida en mayor cantidad por
los adipocitos, actla sobre receptores hipotalamicos para controlar la ingesta de
alimentos, el gasto energético y el peso corporal (Zhang et al., 1994; Halaas et al.,
1995; Halaas et al., 1997; Friedman y Halaas, 1998; Montez et al., 2005).
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Se sabe que los niveles circulantes de leptina son proporcionales a la masa grasa,
de tal forma que un alto contenido de masa grasa resultaria en una alta secrecion
de leptina que se expresaria negativamente en el hipotdlamo aumentando el peso
corporal y disminuyendo el gasto energético.

A continuacion (Figura 17) se presentan las imagenes de los cortes histologicos del
pancreas tefiido con hematoxilina y eosina, donde se destaca el tamafio de los
islotes pancreéaticos mas representativos de cada tratamiento dietario. Se observo
que los islotes de los tratamientos de DAG+10% HFV, DAG+0.5% EVF vy
DAG+1% EVF fueron de tamafio similar o menor a los del tratamiento Control, esto
se puede corroborar con el analisis estadistico presentado en la Figura 18.

Control DAG DAG+0.1 MG

H/E

Figura 17. Islotes pancreaticos representativos de cada dieta evaluada al término del estudio.

Islotes pancreaticos representativos tefiidos con hematoxilina y eosina de ratones alimentados con
dieta Control (Control), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con 0.1% de metil galato
(DAG+0.1% MG), dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia farnesiana
(DAG+10% HFV), dieta alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+0.5%
EVF), dieta alta en grasa con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF), dieta alta en
grasa con 2% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+2% EVF).
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En los islotes pancreaticos se localizan las células productoras de hormonas que
regulan la homeostasis de la glucosa entre las cuales se encuentran, las células 3
gue son las responsables de la produccion de insulina; la obesidad provoca una
hipertrofia de estas estructuras para compensar la demanda de insulina por los
tejidos, cuando este proceso se sostiene de manera cronica provoca la inflamacion
y Su consecuente destruccion como parte de la respuesta inmunologica, lo que
desencadena una limitante en la produccion de insulina endogena y con ello la
incapacidad de la captacion de la glucosa por los tejidos, fendmeno que resulta en
diabetes tipo Il (Sharon et al., 2019).

En este ensayo se determind el tamafio de los islotes pancreaticos, expresado en
area (um?2), identificando un area mayor (400% mas, respecto al grupo Control) en
el grupo de los animales alimentados con la DAG, que en los grupos restantes por
lo que, la hiperinsulinemia observada en los ratones del grupo DAG (Figura 16A)
podria estar asociada con el aumento de la masa de los islotes pancreaticos
(Roat et al., 2014), es por esta razon que el grupo Control y DAG+10% HFV
mostraron los valores de glucosa mas bajos durante la ipITT, asociandose con el
menor tamafio de los islotes pancreéticos presentados en la Figura 17, respecto a
los observados por el grupo de animales alimentados con DAG.

La buena respuesta en las pruebas de ipGTT e ipITT por parte del grupo de
DAG+10% HFV, fue muy similar a la del grupo Control, a lo largo de las
evaluaciones realizadas. Al observar las caracteristicas de los islotes pancreaticos
en conjunto con la supresion de la resistencia a la insulina, es posible afirmar que
los ratones no presentan diabetes. Pese a que los demés grupos (DAG+0.5% EVF,
DAG+1% EVF, DAG+2% EVF) no fueron iguales estadisticamente al grupo de DAG,
tampoco lo fueron al Control, ni se encontraron resultados tan buenos como los del
grupo adicionado con 10% de HFV y 0.5% de EVF.
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En la Figura 18, se presenta la frecuencia promedio del tamafio de los islotes
pancreaticos de muestras representativas de pancreas. Se corrobor6 lo presentado
en la Figura 17, es decir, que la mayor area de islotes pancreéaticos se encuentran
en los animales alimentados con DAG, mientras que los grupos de DAG+10% HFV

y DAG+0.5% EVF presentaron areas menores.
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Figura 18. Analisis estadistico de los islotes pancreaticos.

Tamario (um?) de los islotes pancreaticos de ratones alimentados con dieta Control (Control), dieta
alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con 0.1% de metil galato (DAG+0.1% MG), dieta alta en
grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia farnesiana (DAG+10% HFV), dieta alta en grasa
con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+0.5% EVF), dieta alta en grasa con 1% del
extracto de Vachelliafarnesiana(DAG+1% EVF), dieta altaen grasa con 2% del extracto de Vachelia
farnesiana (DAG+2% EVF). Valores expresados como el promedio + EEM; n=6 ratones por grupo.
ab| jterales distintas indican que existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos (p<0.05).
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VII. VII Pardmetros bioquimicos en suero

Los resultados de los parametros bioguimicos evaluados en el suero se presentan
en la Figura 19. La glucosa no mostro diferencia significativa (p<0.05) entre grupos.
En la evaluacion de triglicéridos, el grupo alimentado con DAG mostré el valor méas
alto (85% maés, respecto al grupo Control) y el grupo Control fue estadisticamente
similar (p<0.05) al resto de los grupos. Por otra parte, el colesterol evaluado en el
suero mostro resultados no esperados, se registré diferencia estadistica significativa

(p<0.05) entre el grupo Control y el grupo que recibi6 el tratamiento de DAG.

A
350
T T
(o]
E
[4+]
[72]
3
=
O
1
Control DAG DAG DAG DAG DAG DAG
01MG 10HFV 05EVF 1EVF 2 EVF
B
80+
b
~ 60
o
[e)]
£
&  40- ab
T
@ a
8 2
=) a
= 20— a
— —
a
0_

T
Control DAG DAG DAG DAG DAG DAG
01MG 10HFV 0S5EVF 1EVF 2 EVF




150+

Colesterol (mg/dL)

T
Control DAG DAG DAG DAG DAG DAG
01MG 10HFV O05EVF 1EVF 2 EVF

Figura 19. Evaluaciéon de parametros bioquimicos en suero.

A) Concentracion de glucosa en suero expresada en mg/dL. B) Concentracion de triglicéridos en
suero expresada en mg/dL. C) Concentracion de colesterol en suero expresada enmg/dL, de ratones
alimentados con dieta Control (Control), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con 0.1% de
metil galato (DAG+0.1% MG), dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia
farnesiana (DAG+10% HFV), dieta alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana
(DAG+0.5% EVF), dieta alta en grasa con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF),
dieta alta en grasa con 2% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+2% EVF). Valores expresados
como el promedio + EEM; n=6 ratones por grupo. *"Literales distintas indican que existe diferencia
estadistica significativa entre tratamientos (p<0.05).

En la concentracién de glucosa en suero (Figura 19A), aunque visiblemente se
observan diferencias entre tratamientos, al realizar el analisis estadistico (p<0.05)
no se encontré diferencia significativa. El contenido de triglicéridos en suero
(Figura 19B) registro resultados mas variables: el grupo con DAG mostré el mayor
contenido, mientras que el grupo de DAG+1% EVF el menor contenido. Por ultimo,
en lo que respecta al colesterol total (Figura 19C) se observd que solamente el
grupo Control y el de DAG fueron diferentes entre si y DAG fue estadisticamente

similar a los grupos restantes.
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La variabilidad y poca certeza de los resultados de los pardmetros bioquimicos
evaluados en el suero no ayudan a la clarificacion de la hipotesis planteada,
ni continlan con la tendencia de que el grupo de DAG+10% HFV fuera la mejor

alternativa dietaria para tratar la obesidad.

Es posible que estos resultados tan variables y poco certeros de la glucosa y acidos
grasos, sean resultado del ayuno prolongado al que se sometieron a los animales

el dia del sacrificio y al estrés provocado durante la espera por el mismo.
VII. VIII Histologia de tejidos

Como parte final de este proyecto experimental se realizd el analisis histolégico a
las muestras de tejidos y 6rganos. A continuacion, en la Figura 20 se presentan las
secciones de tejido adiposo pardo (TAP), tejido adiposo visceral (TAV) vy tejido
adiposo subcutaneo (TAS) representativas de cada tratamiento dietario, destacando
gue el grupo alimentado con DAG+10% HFV fue visiblemente similar al grupo
Control en los tres tejidos observados, mas adelante con el analisis estadistico se

aclarara esta afirmacion.

Asi mismo, se realiz6 el andlisis del tamafio de las vesiculas de los adipocitos
marrones y las areas de los adipocitos blancos. Estos resultados corroboraron lo
observado previamente en las imagenes, mostrando que el tratamiento dietario de

DAG+10% HFV fue el que presentdé menor area de adipocitos (Figura 21, 23y 24).

69



Control

DAG

DAG
0.1 MG

DAG
10 HFV

DAG
0.5 EVF

DAG
1 EVF

DAG
2 EVF

Figura 20. Secciones de tejido adiposo representativas de cada dieta al término del estudio.
Secciones de A) tejido adiposo pardo, B) tejido adiposo visceral y C) tejido adiposo subcutaneo
representativos tefiidos con hematoxilinay eosina de ratones alimentados con dieta Control
(Control), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con 0.1% de metil galato (DAG+0.1% MG),
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dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia farnesiana (DAG+10% HFV), dieta
alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+0.5% EVF), dieta alta en grasa
con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF), dieta alta en grasa con 2% del extracto
de Vachellia farnesiana (DAG+2% EVF).

En la Figura 21 se presenta el andlisis estadistico del TAP, en este se observé que
el grupo de DAG presentd una mayor hipertrofia de los adipocitos; siendo
estadisticamente diferente  (p<0.05) respecto a los tratamientos Control,
DAG+0.1% MG, DAG+10% HFV, DAG+0.5% EVF y DAG+1% EVF; en relacion al
grupo de DAG+2% EVF no se identificd diferencia estadistica (p<0.05).

A
8000
8 b
= 6000 ab
8
S a a a a a
@ —]—
S 4000-
o
(&)
c
[0]
3
@ 2000
L
0- T
Control DAG DAG DAG DAG DAG DAG
0.1 MG 10 HFV 0.5 EVF 1 EVF 2 EVF
B
80
—e— Control
5 -o DAG
S —o— DAG+0.1% MG
@ —o- DAG+10% HFV
Q
§40‘ o DAGH0.5% EVF
8 -o- DAG+1% EVF
b ~o DAG+2% EVF

20

T 1 ? * * * * t *
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000

Tamafio (pmz)
Figura 21. Andlisis estadistico del tejido adiposo pardo.
A) Frecuencia promedio del tamafio de los adipocitos, B) Gréafica de frecuencia respecto al tamafio

de los adipocitos (um?) de tejido adiposo pardo tefiido con hematoxilina 'y eosina de ratones
alimentados con dieta Control (Control), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con 0.1% de
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metil galato (DAG+0.1% MG), dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia
farnesiana (DAG+10% HFV), dieta alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana
(DAG+0.5% EVF), dieta alta en grasa con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF),
dieta alta en grasa con 2% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+2% EVF). Valores expresados
como el promedio + EEM; n=6 ratones por grupo. *"Literales distintas indican que existe diferencia
estadistica significativa entre tratamientos (p<0.05).

En la Figura 22 se presenta la frecuencia promedio de los adipocitos del TAV, donde
destacablemente el grupo de animales alimentados con DAG+10% HFV fue el que
obtuvo los valores mas bajos, incluso por debajo de los resultados observados por
el grupo Control.
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Figura 22. Analisis estadistico del tejido adiposo visceral.

A) Frecuencia promedio del tamario de los adipocitos, B) Grafica de frecuencia respecto al tamafio
de los adipocitos (um?) de tejido adiposo visceral teflido con hematoxilina y eosina de ratones
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alimentados con dieta Control (Control), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con 0.1% de
metil galato (DAG+0.1% MG), dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia
farnesiana (DAG+10% HFV), dieta alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana
(DAG+0.5% EVF), dieta alta en grasa con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF),
dieta alta en grasa con 2% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+2% EVF). Valores expresados
como el promedio + EEM; n=6 ratones por grupo. *"Literales distintas indican que existe diferencia
estadistica significativa entre tratamientos (p<0.05).

En la Figura 23 se presenta el andlisis estadistico (p<0.05) del TAS, en donde se
observo una tendencia similar a los resultados previamente presentados de TAP y
TAV. El grupo de los animales tratados con la dieta Control fue estadisticamente
similar (p<0.05) al grupo de DAG+10% HFV y al grupo de DAG+0.5% EVF; los
grupos restantes (DAG+0.1% MG, DAG+1% EVF y DAG+2% EVF fueron
estadisticamente similares (p<0.05) tanto al grupo tratado con dienta Control, como

al grupo tratado con DAG.
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Figura 23. Andlisis estadistico del tejido adiposo subcutaneo.
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A) Frecuencia promedio del tamafio de los adipocitos, B) Grafica de frecuencia respecto al tamafio
de los adipocitos (um?) de tejido adiposo subcutaneo tefiido con hematoxilinay eosina de ratones
alimentados con dieta Control (Control), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con 0.1% de
metil galato (DAG+0.1% MG), dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia
farnesiana (DAG+10% HFV), dieta alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana
(DAG+0.5% EVF), dieta alta en grasa con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF),
dieta alta en grasa con 2% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+2% EVF). Valores expresados
como el promedio + EEM; n=6 ratones por grupo. "Literales distintas indican que existe diferencia
estadistica significativa entre tratamientos (p<0.05).

El tejido adiposo pardo (Figura 20A y Figura 21) es el principal tejido termogénico lo
qgue lo convierte en un sitio relevante para los procesos de gasto energético
adaptativo. Diversos estudios demuestran que la termogénesis adaptativa mediada
por el TAP puede proteger contra la obesidad mediante la promocion del gasto

energético (Feldmann et al., 2009).

En comparaciéon con el tejido adiposo blanco, el pardo no es tan susceptible a
desarrollar procesos de inflamacion en respuesta a la obesidad, sin embargo,
cuando las condiciones obesogénicas son altas se induce un ambiente

proinflamatorio local en la grasa del TAP (Villarroya et al., 2018).

Tal como se observa en las Figuras 21A y 22, el grupo DAG present6 hipertrofia de
los adipocitos, pese a que todos los demas tratamientos (DAG+0.1% MG,
DAG+10% HFV, DAG+0.5% EVF, DAG+1% EVF, DAG+2% EVF) contenian la
misma cantidad de grasa no se observé hipertrofia de los adipocitos, al contrario,
hubo grupos que se observaron muy similares al tratamiento Control, como
DAG+10% HFV y DAG+1% EVF. Es importante destacar que en lo que respecta al
gasto energético (Figura 13A), ninguno de los grupos suplementados se vio

afectado por una termogénesis disminuida.

El tejido adiposo blanco (TAB), tanto subcutaneo como visceral (Figuras 21B y 21C),
es responsable del almacén de energia metabdlica, contiene adipocitos blancos que
acumulan triglicéridos para actuar como reserva de energia. El TAB se vuelve

hipertréfico y algunas veces hiperplasico, en relacién directa con el grado de
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obesidad, en consecuencia, cuando el TAB se hipertrofia se asocia con alteraciones
metabdlicas sistémicas, como la hiperglucemia, resistencia a la insulina y las
dislipidemias (Saltiel y Olefsky, 2017).

En sujetos con peso adecuado, los adipocitos pequefios participan en la
homeostasis metabodlica, principalmente en el balance energético, en el
metabolismo de lipidos, en la termorregulacion y en la funcién hormonal, pero en la
obesidad, como ya se menciond, el tejido adiposo hipertréfico esta intimamente
asociado a la resistencia a la insulina, lo que puede conducir al desarrollo del
sindrome metabdlico (Flores-Lazaro et al., 2011) Por esta razén, es que el grupo
DAG presentd hiperinsulinemia durante la ipITT, lo cual se relacion6 con la

hipertrofia del TAB observado en la Figura 20.

Por otra parte, en la Figura 24 se presentan las secciones del tejido hepatico tefiidas
con hematoxilina y eosina, donde se pudo observar que el tratamiento con la DAG
presentd una mayor infiltracion de grasa en el tejido hepatico respecto a los grupos
Control, DAG+10% HFV y DAG+2% EVF.

Control DAG DAG+0.1 MG

H/E

DAG+10 HFA DAG+0.5 EAF DAG+1 EAF DAG+2 EAF

H/E

Figura 24. Secciones de tejido hepatico representativas de cada dieta al término del estudio.
Secciones de tejido hepatico representativas tefiidas con hematoxilina 'y eosina de ratones
alimentados con dieta Control (Control), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con 0.1% de
metil galato (DAG+0.1% MG), dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia
farnesiana (DAG+10% HFV), dieta alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana
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(DAG+0.5% EVF), dieta alta en grasa con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF),
dieta alta en grasa con 2% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+2% EVF).

Después de todas las evaluaciones realizadas y con los resultados obtenidos, es
posible decir que el grupo que mejores resultados presentd fue el de
DAG+10% HFV, y la observacion de las secciones representativas de higado
comprueban lo anterior. En la Figura 24, se observa que la DAG aument6 la
acumulacion de grasa en el higado resultando en higado graso. Al administrar los
FVF, el MG, y la HFV se redujo esta acumulacion y en consecuencia estos grupos
no desarrollaron higado graso.

Estos resultados pueden ser comparables con lo reportado por Ilkarashi y
colaboradores en 2011, quienes demostraron que el extracto polifendlico de Acacia
meansii suprimio el higado graso en los grupos a los que se les alimentdé con DAG
mas extracto polifendlico.

A continuacion, se presenta el andlisis de las vacuolas de los lipidos del tejido
hepético de los diferentes tratamientos experimentales; se destaca que el grupo de
animales alimentados con el tratamiendo de DAG+10% HFV mostré el menor
porcentaje de area vacoular, 12.4% por debajo del tratamiento Control, clarificando
la afirmacion de que no habian desarrollado higado graso, como consecuencia de

la obesidad a la que se les indujo.
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Figura 25. Area vacuolar de lipidos en el tejido hepético
representativos de cada dieta al término del estudio.

Porcentaje del area vacuolar de lipidos en el tejido hepético representativas de ratones alimentados
con dieta Control (Control), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con 0.1% de metil galato
(DAG+0.1% MG), dieta alta en grasa con 10% de harina de los frutos de Vachellia farnesiana
(DAG+10% HFV), dieta alta en grasa con 0.5% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+0.5%
EVF), dieta alta en grasa con 1% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+1% EVF), dieta alta en
grasa con 2% del extracto de Vachellia farnesiana (DAG+2% EVF). Valores expresados como €l
promedio + EEM; n=6 ratones por grupo. *°Literales distintas indican que existe diferencia estadistica
significativa entre tratamientos (p<0.05).

Los tratamientos dietarios restantes fueron estadisticamente similares tanto al
tratamiento Control como al grupo de animales tratados con DAG, y como se
observé en el analisis histolégico de las secciones hepaticas (Figura 24), estos
grupos DAG+0.1% MG, DAG+0.5% EVF, DAG+1% EVF y DAG+2% EVF
presentaron vacuolas grasas en el citoplasma de los hepatocitos. Como parte de
los cambios indispensables para el diagnéstico de la Enfermedad del Higado Graso
no Alcohdlico se presenta la esteatosis localizada en la zona alrededor de la vena
central, inflamacion lobular y lesion hepatocelular de tipo balonizacién

(L6pez Panqueva, 2014).
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Dicho esto, se tendrian que analizar mas zonas del corte histolégico para dar la
conclusion definitiva de si los tratamientos dietarios administrados causaron el
desarrollo de NAFLD.

Las secciones de pancreas e higado, también proporcionaron informacién sobre el
dafo toxicolégico que se pudiera haber presentado por efecto de la HFV o el EVF

o la concentracion de los mismos.

Al observar secciones de higado y pancreas en perfectas condiciones se asume
que los ratones alimentados con los FVF no sufrieron dafio tisular, ni pérdida de la
estructura hepatica o necrosis de hepatocitos, como se observo en un estudio donde
se indujo el dafio tisular con paracetamol (500 mg/kg) y se evitd con extracto de
Morus nigra (150, 300 y 500 mg/kg) rico en compuestos polifendlicos y flavonoides
como el acido galico, el acido clorogénico y la catequina, compuestos también

presentes en los FVF.

Al someter a ratones albinos suizos machos durante 4 dias a estrés oxidativo con
paracetamol se observl en secciones de higado pérdida severa de la arquitectura
hepética, necrosis coagulativa de hepatocitos, infiltracion linfocitica masiva y venas
centrales congestionadas (Diab et al., 2020). Estos dafios no se presentaron en las
secciones hepéticas de alguno de los tratamientos dietarios administrados, por lo
que, no hubo dafio toxicolégico provocado por los FVF o la concentracion del

extracto.

Para concluir, en la Figura 26 se esquematiza una propuesta de los mecanismos
metabodlicos que fueron afectados como resultado de la incorporacion de la harina
0 un extracto metandlico:acuoso de los frutos de Vachellia farnesiana dentro de una
dieta alta en grasa, y su relacion sobre la regulacion de las alteraciones metabdlicas

derivadas de la obesidad.
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Figura 26. Propuesta de accion de los frutos de Vachellia farnesiana sobre la regulacién de las
alteraciones metabdlicas en ratones C57BL/6 con obesidad inducida por dieta.

Es posible afirmar que la harina de los FVF o el extracto en concentracion 1%
actuaron en el tejido adiposo disminuyendo la masa grasa, promoviendo la
oxidacion de lipidos, ademas de disminuir la resistencia a la insulina y aumentando

la tolerancia a la glucosa, por lo que la obesidad se ve mitigada.

El consumo de oxigeno y por consiguiente el gasto energético se favorecio, por lo
gue la masa magra se incrementd, y el peso corporal de los ratones no se
incrementd de manera drastica como en el grupo tratado con DAG. Con la
evaluacién histoldgica se tuvo una mejor vision de cémo VF previno las alteraciones

causadas por la obesidad inducida por una DAG, el tamafio de los islotes
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pancreaticos fue menor, no se observé hiperplasia e hipertrofia en los hepatocitos
ni en los adipocitos en comparacion al grupo tratado con DAG.

Cabe resaltar que este resultado no fue el que mostro el grupo de animales
suplementados con 0.1% de metil galato, aunque los resultados fueron
estadisticamente similares al grupo Control, también lo fueron al grupo de DAG, por
lo que no funcion6 como el control positivo al que se aspiraba, aunque no hay
estudios donde este compuesto puro se haya administrado como tratamiento para
la obesidad, con los resultados obtenidos es posible afirmar que la concentracion

necesita incrementarse para obtener mejores resultados.
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VIII. Conclusiones

En este trabajo de investigacion se evalué el efecto de diferentes alternativas
dietarias elaboradas a partir de los frutos de Vachellia farnesiana y como se
mitigaron las alteraciones metabdlicas en ratones machos C57BL/6 inducidos a la

obesidad por dieta.

Con los tratamientos dietarios administrados, se indujo a la obesidad y se encontré
gue la incorporacién de harina al 10%, y del extracto metandlico:acuoso al 1% de
los frutos de Vachellia farnesiana (FVF) en una dieta alta en grasa redujo la
acumulacion de grasa, aumentd el gasto energético y previno la resistencia a la

insulina.

La matriz completa de los FVF en polvo y el extracto en concentracion de 1%
mitigaron las alteraciones metabolicas que se desarrollaron como consecuencia de
la obesidad. En comparacion con el tratamiento de DAG, se redujo la masa grasa,
se aumento el gasto energético, se favorecié la tolerancia a la glucosa, se promovié
una reduccién en la resistencia a la insulina, previniendo la esteatosis hepatica, la
hipertrofia del tejido adiposo se disminuyd, observandose ademas que el tamafio de
los islotes pancreédticos de estos tratamientos dietarios fue considerablemente

menor.

Los demas tratamientos dietarios con el extracto de los FVF en concentracion 0.5%
y 2% presentaron buenos resultados, aunque no fueron tan homogéneos y

representativos como los obtenidos con el tratamiento de DAG+1% EVF.
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IX. Perspectivas

El presente ensayo es un paso importante en el estudio de los frutos de Vachellia
farnesiana como recurso vegetal no convencional para el tratamiento de la obesidad

y sus condiciones metabdlicas asociadas en humanos.

Después de los resultados obtenidos, se da la pauta para el analisis y la busqueda
de resultados mas especificos, se recomienda realizar la medicion de leptina y

adiponectina en suero.

Realizar la evaluacion inmunohistoquimica del tejido adiposo visceral buscando la
presencia de macrofagos y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) como

marcadores inflamatorios.

Tanto en el higado como en el musculo es posible realizar la amplificacion de genes
de transcripcion como los PPARSs, estos corroborarian una alta o baja actividad
lipolitica. La evaluacibn de la expresion del transportador de glucosa
insulinodependiente  GLUT 4 proporcionaria datos sobre las vias metabdlicas que
se modulan con los compuestos bioactivos presentes tanto en la harina, como en el

extracto de los frutos de Vachellia farnesiana.

Si este estudio se pretende escalar a los humanos, se requieren algunas otras
determinaciones previas, que amplien diversos conocimientos, como la dosis
adecuada que mitigara los efectos de la obesidad, sin presentar ninguna
complicacion o dafio toxicolégico.
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XI. ANexos

Anexo |. Carta de aceptacidon de proyecto.

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y
NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN

Ciudad de México, a 21 de Febrero de 2020.

Dr. Claudia Delgadillo Puga
INVESTIGADOR(A) PRINCIPAL
DEPARTAMENTO DE NUTRICION ANIMAL

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION "SALVADOR ZUBIRAN"

AV. VASCO DE QUIROGA NO. 15
COL. BELISARIO DOMINGUEZ SECCION XVI

MEXICO, D.F., C.P. 14080

PRESENTE

Por este medio, nos permitimos informarle que el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, ha revisado y dictaminado como APROBADO el Protocolo de

Investigacién Experimental, titulado:
Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabélicas en ratones machos C57BL6 con obesidad

inducida por dieta.

Con clave de protocolo CICUAL-NAN-1988-20-22-1

La vigencia de la aprobacién termina el dia 2022-02-28. Si la duracion del estudio es mayor tendra que solicitar la re-aprobacion anual
del mismo, informando sobre los avances y resultados parciales de su investigacion e incluyendo todos los datos sobresalientes y

conclusiones.

Comentarios:
Se autoriza el uso de 42 ratones macho de la cepa C57BL/6. Cabe sefialar que la entrega de los animales estara sujeta a
disponibilidad de espacio y recursos para la manutencion de los mismos en el DIEB.

Sin mas por el momento quedamos de usted.

ATENTAMENTE i < -
' ?O; r d
7

~T=4

DR. JORGE ALBERTO BARRIOS PAYAN
COORDINADOR DEL COMITE INTERNO PARA EL CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Director de Investigacion.
c¢.c.p. MVZ. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB.
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Anexo Il. Formatos de registro de peso.

Sz

Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabdlicas en ratones machos C57BL6 con obesidad
inducida por dieta.
Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto: 10

Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabélicas en ratones machos C57BL6 con obesidad

inducida por dieta.

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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2 4 29,6 29,5 | 31,0 |
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Dieta Alta en Grasa 21%

Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabdlicas en ratones machos C57BL6 con obesidad
inducida por dieta.
Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:

Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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3 R 20.1\ 22.1 J@Bol 25.3 268 2%.4
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9 S 213.2. (25,4 [25.4 23.6 | 9.6 [32.0
4 @ 21.4 |126.4 3.9 2a. 3 A1 351

Dieta Alta en Grasa 21%

Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabdlicas en ratones machos C57BL6 con obesidad

inducida

por dieta.

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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. ) %9 |3B.4 41.0 H1.3 43 .9 4s.9
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z1/opf2p | 03/09)2q| \4)0q
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3 3 39,9 “1,3 A2,3 —
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Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabdlicas en ratones machos C57BL6 con obesidad
inducida por dieta.
Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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Efecto de Ios frutos de Acac:a farnes:ana sobre las aIteracnones metabollcas en ratones machos C57BL6 con obeS|dad
inducida por dieta.
Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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Efecto de los frutos de Acacia fames:ana sobre Ias alteraciones metabﬁllcas en ratones machos C57BL6 con obesidad

inducida por dieta.

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabélicas en ratones machos C57BL6 con obesidad
inducida por dieta.
Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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Dieta Alta en Grasa con 5 mg del Extracto Polifenolico de los Frutos de Acacia farnesiana

-1

|
Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabdlicas en ratones machos C57BL6 con obesidad

inducida por dieta.
Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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0 S 4.9 (26,8 RI.I [29.0 BL3 (342 |
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31/0g) 2| 03)04/20 \ |
10 \ 28, 26,2 24 3 7 | |
20 2 35 |2%.8 352 \
(T A 42,0 (4¢3 480 7 |
1w 5 32,0 | 34,5 | 30,2 \ ‘1
\ G 41,5 42,3 | 449 A [ | 1‘.
(= Dieta Alta en Grasa con 5 mg del Extracto Polifenolico de los Frutos de Acacia farnesiana |

Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabdlicas en ratones machos C57BL6 con obesidad

inducida por dieta.

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
“Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.

Caia Ratén Fecha Ifecha Fecha Fecha \ Fecha Fecha
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1
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Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, so!re Ias alteraciones metabdlicas en ratones machos C57BL6 con obesidad

inducida por dieta.
Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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e Ratn | he oo | 15106 122/06 | 29106 |06 106720

‘2 il 2 2.1 <l 24-2 e — — — — e
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3 6 22.6 ] 224 P3.0 [24.1 56 [25.2

Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabdlicas en ratones machos C57BL6 con obesidad
inducida por dieta. :
Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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Efecto de los frutos de Acac:a fames:ana sobre Ias alteracnones metabéllcas en ratones machos C57BL6 con obesudad

inducida

por dieta.

Follo de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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Efecto de los frutos de Acacia fornesiana, sobre las alteraciones metabélicas en ratones machos C57BL6 con obesidad

__Dieta Alta en Grasa con 20 mg dei Extracto Polifenolico de los Frutos de Acacia farnesiana

-3

inducida por dieta.
Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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Anexo lll. Formatos de registo de consumo de alimento

Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabélicas en ratones machos C57BL6 con obesidad inducida por dieta.

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabélicas en ratones machos C57BL6 con obesidad inducida por dieta.

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.
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Observaciones:
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Dieta Alta en Grasa 21%

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.

Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabélicas en ratones machos C57BL6 con obesidad inducida por dieta.

Dieta Alta en Grasa 21%

Fecha Fecha Fecha | Fecha
08 06 220 10 0& 2020 1210612020 1€ 106120
Caja Inicial Final Consumo Inicial Final Consumo Inicial Final Consumo Inicial Final Consumo
3 |24.3 (83 (26 41L& ] 29.3] 13.5]|56.1 | 30.8] 25.3[S3.3 [42.8|14.5
A |295 4o [25.5]36-4 15.8]21-1(52.9|28.0]29.1 |55.434.1 [16.3
W (061210 \9/06 2020 23 62020 /06 2020 |
3 |45 |58 4.0 [SB.4I333 [24.% |61.4 |45.2 |16.Q [66.6 |42.
124 |55 4 [71.0 |55.9/22.8 [23.2 6.0 ls0. 4 8.6 62 0 [51:5 |

Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabélicas en ratones machos C57BL6 con obesidad inducida por dieta.
Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.

106

2 ¢ o’bF?Clh;lO 24 lo.,fFe;_rgzo on 'ODFEIChSG l 03 /ofﬁh;o
Caja Inicial Final Consumo Inicial Final Consumo Inicial Final Consumo Inicial Final Consumo
3 |79.2 |06 796 [50.6 %2 |1z.4[53 " [3448 [48. %612 23.2 | 28
Y 0.5 |N.2 [22.2 (4.2 | M6 [12.6 [4960 [B.2 [13.8 | 62.3 |34.5(23.8
oel/0r/ RO 8By o /20 ormi20 | 3j0a /|20
3 14449239 (469 [ 619 |47 |20 | ®.F[13.5(25.2 [ 435 [0 |[3.5
4 |34.3[(%M5 |46 (w3 |28.1 [20F[54.3 (280 |26, F151.0 [35.5 |16.3
1S /63120 9 s l20 20103120 | 221031 20
3 |$8.%(239.5 [19.3 |@.5 (190 (3.5 [4a.0 |22 16.2 ‘.iﬁ\e 3.4 |21, 2
4 |s4S [3.3 21,2 [65.3 |39.3 |26.H [393 [24.1 \ls.zjﬁi a 133.1\19 3
k ) \ 1 | |
24103 1210 /o] /20 29 | wzo& \ Kyl Alo?ma‘x l'x
3 M89 [20.\ |28.%|237.5|20.8 .6 I\S-O ] | BHJ q.2 | ]
1 [M6.8[21.3 [25.5 i\ | 228 9.3 L% \l P l.\—l.c |
| l



Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabdlicas en ratones machos C57BL6 con obesidad inducida por dieta.
Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.

08 06 2020 10 06 Fo2 12 (oel2020 Sloe 30
Caja Inicial Final Consumo Inicial Final C Inicial Final C Inicial Final C
S |2s5.5 4.5 [21.0|2*6/3.3 | 199 [55.913.1[38.8] 49.4/ 35.5 | 149.9
G |22.0] o [220126.9/0.8 | 26.1 [51.0]28.9|22-1 [ 60-5|45.1 [15.9
/06140 19/06 2o, 22/06/2020 24/0l6 /2020
S [52.8[35.%[13.1 |53.4129.3[16.1 5.6 BY-B (0.® [38.% |23.7
6 [51.0[33.6 [13.% 483 123.0 [25.3 [=3.} 9.2 [|3.8 [36.6 |13.5
2z | — |— [ — RBu\.&8.6 |46.2 @1.a [F.5 [46.3 2.4 [4.4

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:

Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabdlicas en ratones machos C57BL6 con obesidad induci!a por dieta.

Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.

Fecha Fecha Fecha Fecha
16 106/ 29 (0L 120 e\ (o1 (206 03 /63 (20
Caja Inicial Final C Inicial Final | Consumo Inicial Final C Inicial | Final | C
5 [8.C [239.4 {32 |45 357 [q,8 |37 [29 [pg |24 [26.4 45
¢ |we 2.2 23 |we|na |y93 (305 |24 466 (207 1.9 [2za
23 |33 [19.1 42,2 [ 29.1 |2.5 |45 |18 | 8.0 [138 [23.1 |44 2.0
06 /o/|z0 /oy |» 10403120 131/03 /]zo
5 36,4 |20 |46.8 [34.4 [23.9 [40.5 [".5 | 24.9 |17, [39.9]22.3 [42.4
6 129.5 |76 [219 D3 [3.7 [26.0/39.8[12.2(23.6 253+ 7 [43.3 |
28 353 [29.0 | 4.9 (290 [220/3.0 |43.8[36.9|409 |36.9 3~’>~'_t&21=_8_’
\S y®3120 Y/ l20 2010Aa 120 Zil,l;augj '
S 40.0 | B.6 |12 | 42.2 (2.4 [15.8 [26.4 |6 [403 [32.0 [21.3 [10%
¢ [0 |wo 4 lasa |P¥ |as |28 |va 96 [018 bus 3.2 |
23 | 353 |24.5 [, 2 [33.8 [P0 |12.B | Mo [M4 |66 [296 |{6.6 (7.8 |
2% | — — | = [33.9[%C |]g.3 [25.6 |\3.9% |3.8 [25-9 |43.3/84
r9-5 — s = 0 — 132 29.3 |gx |3W6 LY [IF.2

Observacione:

S:
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Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:

Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabélicas en ratones machos C57BL6 con obesidad inducida por dieta. 55
&8
X

Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.

Fecha

Fecha

Fecha Fecha

2% (062020 29 (0¢ (20 O\ (o7 /20 03/ 03/ 20
Caja Inicial Final Consumo Inicial Final C Inicial Final Consu Inicial Final Cons
7 R 3.2 4.8 | 1.3 w3 | 13D 53.8 |32.8
8 4.5 |3 391|329 N9 25.8 381 193.\
9 1.6 | M9 M. | AN M9 [34.2 4% 1 (405
21 [3%.6 |27 2.3 | M.5 B.T |04 ».9 |21.6
22 [53.5 |44.5 WS [ N6 N6 1na 3.9 1234
6 /06| 2026 oB[03 [ 20 0 101120 B[O RO
3 |43.9 | .4 5.2 | WM 3.6 |44.5 44.§ [28.4
8 [33.) [ .1 Y.y | Y% 4.8 31. 3.8 %4
q  [H0.5 [3%.5 5.5 [20.6 20.6 [23.1 23.4 {1%6.9
21 (244 |03 $5.0 |48.3 4.3 383 38.2 | 326
2a..i38.0 [21.3 518 |53.0 53.2 M. 44,0 (383

Dieta

ATt
Efecto de los frutos de Acacia farnesiana,

la en Grasa co
sobre las altera

n 10% de la

ciones metabdlicas en ratones

mach

de Acacia fa

: aeia rarmesiana
0s C57BL6 con obesidad inducida por dieta.

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto: ég;?
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga. L
Fecha Fecha Fecha Fecha
05106 10 06 20 12106120 15106 (20
Caja Inicial Final Consumo Inicial Final | Consumo Inicial Final Consumo Inicial Final Consumo
A 223 e [20.3136.6] 13.3] 22.9] $8.9] 28.6| 30.3|55.1[39.4 | 15.3
8 |26.6 |5.0 |al.6 [33.3] 11.2[22.1[51.5 |22.4[29.1(494.6(33.5| 1.1
q [29.1 12%.9(5.2 [35.5|28.9| 6.6|83.2|44.8 | B.3]46.3|39.5| 6.8
21 24491 13.11 3.8
22 = — = 24.6/19.0| 5.0
1alloel20 | \9/06/200 24[06l/2020 24/ b6 /2420
1 | 3.6/3L.5/16.] |59.334.6 [34.6 [63.] H6.6 [15.5 6.6 |3.3
8 [s0A43.2]3.5 M3.133.3 |99 B3.3 (915 | S.8 [q1.5 [20.9 .
1 |e1al598 (25 5940506 [3.8 |56 463 | 49 (463 [we |
21 145.0135.8|3.2 |45.6[36.4 |40.3 |354 [30.0| 5.9 200240 |
’[ 22 |46.6/0.1(5.9 586 419 8.3 M99 ‘13»_62_% ©-3 Tﬂﬁ_ 38.2
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[

Efecto de los frutos de Acacia far

)

Dieta Alta en Grasa con 5 mg del Extracto Polifenolico de los Frutos de Acacia famesiana

sobre las

bolicas en

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.

machos C57BL6 con obesidad inducida por dieta.

Fecha Fecha Fecha Fecha
0% 106120 \0 Op 2020 12(0¢ 12020 15106120
Caja Inicial Final C Inicial Final C: Inicial Final C Inicial Final C
10 [32.23.9 283 [39.4 [ 22-5| 6.9 [59.1 | 39.8| V4.3 |$8.9 |52.49| 6.3
M 331 [12.6 4.5 (42.6(28.9 [ 18.4 |66.4 | 3.6 | 20.8|63.3[53-1[14.6
20 s = s S2.0(45.1 | 6.4
W (06120 49106 /20 22,66 /2020 24 /g6 /2020
0 1824 (93.30 51 41,3386 | 8.3 563 H9.9 | 6.0 H9.3 | 43.9
1M [S3.1 35,5 | 1.6|54,3(28.0 | 26-3|544 [33.9 |20.5 |51.8 | 3r.¢
20 [45.1/38.6] 3.5 |46.6 3.9 4.3 (269 31.3 | S-3 (3.3 [25.6
| Dieta Alta en Grasa con 5 mg del Extracto Polifenolico de los Frutos de Acacia farnesiana

Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre las alteraciones metabélicas en ratones machos C578L6 con obesidad inducida por dieta.
Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1, Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.

Fecha Fecha Fecha Fecha

2% (06 ( 2020 20706/ 2020 01/ 07 /20 02 /03/202
Caja Inicial Final | C Inicial Final | C Inicial Final | C Inicial Final | G
10 |43 3 [35.9 3.9 |44 .1 [%0.3 203 [23.4

M |63.5 [%aY 72.1 | 9B3.4 53.4 |38.9 S61 [38.2
20 43.1 | 3.4 364 | %0.% NL (33.4 B.9 |95.5
06 /06 {2020 08401 120 0403120 1B3low /20

Lo 425 343 1.3 |28 9 @6 53 53,3 |48
’ 1l Iqe,a 29.9 63.1 | 44.M 65.4 39,1 39,\ [2S
/_&o 1.0 [55.8 55.8 144.0 6Q.1 |59,2 59.2 (39
f 15 /07120 \7 107 170 20 103 12(C 22 {03]20
f 10 | 469 |w.3 4.3 | 2.4 224 |25.9 433 |33.)
1 s [uaa W.3 |25 2.9 | 2.0 8.3 [46.%
20 [s38]we . 6|89 1.9 | 243 50.0 |4l 3
! | | |

ibservaciones:
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Efecto de los frutos de Acacio fornesiana, sobre las alteraciones meualm en ratones machos C57BL6 con obesidad inducida por dieta.

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra, Claudia Delgadillo Puga.

Fecha Fecha ha Fecha
2% /5 2020 29 /G5 (20 0l [03/20 02 101/20
Caja Inicial Final C Inicial Final C Inicial Final Consumo Inicial Final C
12 13%.6 (8.4 28.4 |21.6 45.5 | 33.3 1.3 21|
3 [38.2 |29.4 0.4 3.8 6.8 | 245 H00 |30.3
M (388 |y 0.4 [75.) 5.3 1284 40.9 (31,2
15 [43.6 |25 M5 9.4 6.9 [403 405 (3.3
%6 |25 [BA 42,3 |37 3 40.3 |32.2 22.% 93,2
13 (406 | 2.8 2.9 Q6.3 46.3 | 31 3.1 [
06/064 20 OB £02/20 0yo 120 13/03/20
12 133\ (2.5 23 |19 H.% 125.3 25.3 | 0.1
20, | 22.9 48.8 |42.3 42.3 5 33, 4./28.0
4 |31a |%8 48.6 | 43.1 43.1 34,4 3.4 (296
\s 1313 [2.8 £9.6 |43.3 W.7 (29,2 39,2 [34.0
6 462 [37 2 56.3 [v2.2 42.2 2.2 1244
13 |s5.2 [44.4 49.9 |42.5 43.5 (36,2 6.2 (209
Observaciones:
aldia X vatun . e— o

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1, Bioterio del INCMNSZ, cuarto:

Efecto de los frutos de Acacio farnesiono, sobre las alteraciones metabdlicas en ratones machos CS7BL6 con obesidad inducida por dieta.
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.

Fecha Fecha Fecha Fecha
OB 06 20201 10 06 2020 12 (0612020 S[0612
Caja lnkig Final C Inicial Final C Inicial Final Ci Inicial Final Ci

12 | 4314 [19.3 [28:) [40.2] 20-1[ 20.1]31.9 [43.1] 24.3 [43.1 | 39.3| 1.8
13 1917 [38.5/8.5 |18.:6) 12.9] 5.1 |60.0(50.3 | 9.3|8&0.3 | 44.3| ¢.0
14 |91.S [36.3 [10.8 |36.3/28.6| 8.1 |314.4|65.6| B.8|65.6 |62-1| 3.5
15 |45.1 [38.M(6.F 3a8 [32.2]| 6:2(53.6 |49.0| 8.6 [41.0|43.%|5.3

16 |2=— |— | — [38.) [20.3] 3.9 [43.3[32.0]| 1M.3 [ 3.0 [25.2|6.D
1| — | — [— [19.2[8.6 | 1.3 [40-5 |29-1[ 11-1]44.4 | 384] 5.§
1106120 l‘!/oé/zoao 22/062020 24 [ok (20206

12 |54.3 [46.4/3.9 [63.8/84.0/9.8 [54.0|8B.4(5.) [16.5] 386
13 144.3|138.316.0 499 40.3 /9.6 40,3343 |6.0 |34.3|23.9 |
M 62151348 |51.349.3 |80 MQ.3 M4\ (5.2 M4.| (3B
15 [93.31(38. 1|56 5.9 Ha.3 [90 2.3 [33.6 |43 [31.6 [320| |
16 155.9 M6.5|9.4 6.8 33.% [42.% [33.8 [23.0 |¢.» 230 (206 |
13 1384 42\ |g.2 HI.¥[38.2(2.2 [38.a.122.8 |54 [22.8| 231

l | N I

Observaciones:

110



ieta Alta en Gr:

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.

Efecto de los frutos de Acacia farnesiana, sobre !asalefaciones metabélicas en ratones machos C57BL6 con obesidad inducida por dieta.

Fecha Fecha Fecha Fecha
08 06 2020 {0 06 2020 12(06] 2020 15106 120
Caja Inicial Final C Inicial Final C ] Inicial Final C 10 Inicial Final C
18 | 42.5 [16.81232.9/43.5 | 21.0] 22.5 | 63.9/3%.8| 24.6 [86.8 | 64.3]| 22.5
19 | 81.6[356.3/16.2 [SR.B | 95-3[13.9 [954[318.8[10-94]18.§ |10.3| K.2
\afop /|20 | 18-062 22/06 L0 24 /a6 /20020
18 | @934, 2202 196.5 R6.8 (29,3 [B3.) [35.2 [21.9 |34.5 | 51.5
14 [30-3 160,310 |60 .3 4.5 [15.8 [Y4.8 34,3 [10.3 (24,3 [23.4

Efecto de los frutosde Acaca farnesiana, sab las altracns etabélicas en ratones machos C57BL6 con o

Folio de registro: CICUAL-NAN-1988-20-22-1. Bioterio del INCMNSZ, cuarto:
Investigador responsable del proyecto: Dra. Claudia Delgadillo Puga.

besidad inducida por dieta.

% /a.ch:; 29 / o0 7320 ol lo3 c/30 03 o216
Caja Inicial Final C Inicial Final C Inicial Final C Inicial Final C
B |el.o [29.0 9.3 [40.\ 64.9 | 43.2 4.2 [15.8
19 |2.2 [18.5 %3 [q0.0 50.6 | 28.3 3.3 a1
/2020 RN 120 0120 13/03 /20
/8 lgs.0 |42.0 56.3 | .8 83.6 AN coH | dr
/9 322 [54.5 59.5 |¥1.9 929 3.4 3L 22
(S 197 120 17J01120 20403120 22 107/20
© 893 |35 6.0 | 3.1 656 [43.) 431 |91,
19 |S3.0 [40.8 4.8 | 24.4 4.5 | 290 29.) [20.\
24|02 (RO | 23/01/20 2 |/01/20 % {oa)20]
8 |53.2(19.3 £8.2 |46.4 4oy |24.3 6.5 |30.3 |
1 |52.6 (32,2 .6 M. 489 |34.9 S04 334 |
1 i
)bservaciones:
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