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RESUMEN

Las hojas exteriores de la lechuga Romaine se descartan en el campo
durante la cosecha, lo que presenta una oportunidad para el reciclaje.
Anteriormente, desarrollamos un polvo de lechuga Romaine (PLR) a partir de
hojas externas desechadas con una alta capacidad antioxidante, altos niveles
de fibra y una alta concentracion de compuestos Fendlicos Solubles Totales
(FST). En este estudio, evaluamos los beneficios para la salud y los efectos
preventivos de PLR en el sindrome metabdlico (SM) inducido por una dieta
alta en grasa alimentada a ratones durante 12 semanas. La suplementacion
con PLR al 10 % en la dieta alta en grasa redujo los niveles de glucosa e
insulina y evito el desarrollo de resistencia a la insulina en ratones. Ademas,
el peso del tejido adiposo fue menor en los ratones alimentados con una dieta
alta en grasa suplementada con PLR al 10 % en comparacion con los ratones
alimentados con una dieta control alta en grasa. El peso del higado también
fue menor en los ratones alimentados con una dieta rica en grasa
complementada con un 10 % de PLR en comparacién con los grupos de dietas
bajas y altas en grasa, lo que sugiere un efecto positivo de la lechuga en polvo
en la salud del higado. También demostramos que PLR tiene un efecto
preventivo sobre el SM al regular el peso corporal, reducir los niveles de lipidos
y mejorar el metabolismo de la glucosa. Nuestros resultados indican que la
incorporacion de PLR en la dieta de ratones tiene beneficios potenciales para

la salud.
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1. INTRODUCCION
El sindrome metabdlico (SM) se describe como una serie de anomalias
asociadas con la adiposidad visceral. Este trastorno incluye resistencia a la
insulina, hipertension, dislipidemia (bajo colesterol de lipoproteinas de alta

densidad, hipertrigliceridemia) y obesidad central (Mendrick et al., 2018) .

La prevalencia de SM no esté bien definida, esto debido a la variacion
en los criterios de diagnostico que existen. Se estima una prevalencia global
de SM del 30.4 % sin heterogeneidad significativa segun los criterios de
diagndsticos (Kalan Farmanfarma et al., 2019); mientras que un estudio de
revision sistematica encontro una prevalencia de SM en poblacion mexicana
del 54 %, convirtiendo al SM en uno de los principales problemas de salud

publica en nuestro pais (Gutiérrez-Solis et al., 2018).

Dentro de los modelos animales para inducir el desarrollo de la
obesidad y el SM, estan las dietas hipercaléricas ricas en carbohidratos o en
grasas Yy las combinadas (como la dieta de cafeteria). Particularmente, estas
dietas provocan el desarrollo de la obesidad, hipertension, alteraciones en la
homeostasis de la glucosa, dislipidemia e higado graso no alcohdlico

(Escalona Mugica et al., 2021).

Actualmente muchos de los tratamientos radican en la prevencion, es
decir, contrarrestar el desarrollo de alguna condicién que afecte el estado de
salud, generando un estado de medicina proactiva eficaz. El uso de
nutracéuticos en la prevencion es una accion proactiva y ante la presencia de
alteraciones clinicas, estos pueden ser utilizados de forma exitosa en la dieta
diaria del consumidor, en un ambito que matiza el rango “mas alla de la dieta,
antes de los medicamentos”, al proporcionar propiedades nutricionales y
beneficiosas para la salud de los extractos alimentarios con propiedades

curativas de compuestos activos naturales (Santini et al., 2017)



La lechuga Romaine (Lactuca sativa L.) es una de las hortalizas de hoja
favoritas de los consumidores por su aspecto crocante, fresco y verde,
agradable aroma, asi como por la presencia de importantes fitoquimicos
bioactivos como los compuestos fendlicos (Salemi et al., 2021). A pesar de
que contiene aproximadamente un 95 % de agua, la lechuga es también una
fuente de carotenoides como luteina, zeaxantina y B-caroteno, vitaminas E y
C y una variedad de metabolitos secundarios no vitaminicos (fitoquimicos),
gue pueden ayudar a reducir la incidencia de enfermedades cronicas. Algunos
de sus fitonutrientes han sido reconocidos por sus beneficios para la salud,
incluida una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares y

neurodegenerativas, cancer y obesidad (Damerum et al., 2020).

Durante la cosecha de la lechuga, las hojas exteriores se desechan en
el campo de cultivo. Este desecho no es menor ya que se desecha mas del
total del peso que se termina comercializando, convirtiendo esto en un
problema de desperdicio alimentario. Ademas, las hojas exteriores que son
retiradas y desechadas contienen hasta seis veces mas antioxidantes,
vitaminas y clorofila, que las hojas de los corazones que se terminan
comercializando, por lo cual representan una oportunidad unica de reciclaje.
Por lo anterior, previamente nuestro grupo de investigacion desarrollé un polvo
de lechuga Romaine de hojas exteriores con una alta capacidad antioxidante,
altos niveles de fibra y una alta concentracion de compuestos fendlicos
solubles totales. En este trabajo, evaluamos el efecto preventivo de este
producto en polvo de desechos agricolas de lechuga Romaine en la induccion

de sindrome metabdlico en un modelo murino con dieta alta en grasa.

Por lo tanto, un polvo elaborado a partir de desechos agricolas que no
se utilizan actualmente y que conserven estas propiedades nutricionales

podria tener un efecto preventivo de SM.

Por todo esto, es necesario que se realicen mas investigaciones en

torno al efecto preventivo mediante el consumo de polvo de desechos



agricolas de lechuga Romaine ante sindrome metabdlico con el fin de generar

evidencia cientifica que sustente este posible efecto benéfico.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas del sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico (SM) se describe como una serie de anomalias
metabdlicas asociadas con la adiposidad visceral. Este trastorno incluye
resistencia a la insulina, hipertension, dislipidemia (bajo colesterol de
lipoproteinas de alta densidad, hipertrigliceridemia) y obesidad central
(Mendrick et al., 2018). Existen diferentes definiciones propuestas y los
criterios de diagndstico varian, aungque presentan similitudes entre si. Para el
diagnostico de SM acorde a la organizacion Mundial de la Salud (OMS) se
deben presentar tres o mas de cualquiera de los criterios (Ramirez-Lopez
et al., 2021).

. Relacion cintura/cadera (RCC) > 0.90 en hombres; > 0.85 en mujeres o

indice de masa corporal > 30 kg/m?

. Aumento de los triglicéridos plasmaticos (> 150 mg/dl) o colesterol HDL

bajo (< 35 mg/dl en hombres y < 40 mg/dl en mujeres)

. Aumento de la tension arterial (>140/90 mm Hg) o medicacion

antihipertensiva
. Dos horas poscarga de glucosa > 140 mg/dl.

T Glucemia plasmatica en ayunas > 110 mg/dl o 2 horas poscarga de glucosa
> 200 mg/dl

. Excrecion urinaria de albumina > 20 pg/min o relacion albumina:

creatinina > 30 mg/g

2.1.1 Prevalencia de SM

La prevalencia de SM no esta bien definida, ya que se presentan
variaciones en los criterios de diagndstico alrededor del mundo. Sin embargo,
se estima una prevalencia global de SM del 30.4 % sin heterogeneidad
significativa segun los criterios diagnosticos (Kalan Farmanfart alma et al.,



2019); mientras que en un estudio de revision sistematica encontré una
prevalencia de SM en poblacion mexicana del 54 %, convirtiendo al SM como
uno de los principales problemas de salud publica en nuestro pais (Gutiérrez-
Solis et al., 2018).

2.1.2 Hipertension arterial
La Presion Arterial (PA) estd regulada por varios sistemas
neurohormonales y se encarga de asegurar la adecuada perfusion de tejidos

y organos (Litwin & Kutaga, 2020).

La hipertension en SM puede deberse a distintos mecanismos
fisiopatoldgicos que se han propuesto. En general, la presencia de resistencia
a la insulina, la obesidad, la activacion del sistema nervioso simpatico y la
retencion de sodio pueden ser los mecanismos predominantes. La resistencia
a la insulina activa al sistema nervioso simpatico, aumenta los receptores de
angiotensina Il y reduce la sintesis de 0xido nitrico, lo que conduce a aumentos
en la frecuencia cardiaca y presion arterial. Ademas, el aumento de las
acciones de leptina, la activacion del eje hipotdlamo-hipdfisis-suprarrenal, la
presencia de apnea obstructiva del suefio y barorreflejo disfuncibn en SM
contribuyen aun mas a la activacion del sistema nervioso simpatico.
Finalmente, en pacientes con obesidad se produce un aumento de la
reabsorcion tubular renal y retencion de sodio, contribuyendo aiun mas al

desarrollo de hipertension (Katsimardou et al., 2019).

Se ha estimado que a nivel mundial la prevalencia de hipertension
arterial en adultos de 30 a 79 afios es de 35.4 %, y en América la prevalencia
estandarizada por edad esté entre 20.7- 56.4 %. Por otro lado, en México, la
prevalencia estandarizada para el afio 2019 fue de 32.1%, debido a que la
aparicion de esta condicion puede llegar a ser asintomatica o la sintomatologia
confundirse con otra enfermedad, resultando tardio el diagndstico apropiado
de la hipertension. En México, durante el afio 2020 el 70 % de los adultos con

HTA desconocia su diagndéstico (Campos-Nonato et al., 2023).



2.1.3 Hiperglucemia

En los ultimos afios, se ha observado un notable aumento en la
incidencia de diabetes, junto con un crecimiento en el nimero de individuos
gue presentan intolerancia a la glucosa, lo que aumenta el riesgo de
desarrollar la enfermedad. Las estadisticas mundiales muestran que
aproximadamente 537 millones de personas padecen diabetes, mientras que
alrededor de 316 millones estan en riesgo debido a la intolerancia ala glucosa.
DM2 se caracteriza por una hiperglucemia cronica y un trastorno en el
metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas, principalmente debido
a la insuficiente produccion de insulina, una hormona vital producida por las
células B del pancreas. La insulina desencadena una serie de procesos que
regulan los niveles de glucosa en sangre, facilitando su conversién en energia
en células y tejidos. La falta de insulina o su ineficacia conduce a una
acumulacion de glucosa en la sangre, manifestando los sintomas

caracteristicos de diabetes (Tavares et al., 2023).

La prevencion de la hiperglucemia se centra en mantener los niveles de
glucosa en sangre dentro de los limites normales, evitando la hipoglucemia, a
través de medidas como la dieta, el ejercicio y el uso adecuado de
medicamentos. Ademas de los enfoques convencionales, la medicina
alternativa, incluidos los nutracéuticos, ofrece prometedores métodos para
regular la glucosa plasmatica y prevenir diabetes, lo que puede reducir tanto
el costo del tratamiento como sus complicaciones. Estas alternativas también
representan una opcién para aquellos que presentan reacciones adversas a

los medicamentos tradicionales para diabetes (Bumrungpert et al., 2020).

Dentro de los compuestos antidiabéticos presentes en los nutraceuticos
se encuentra la presencia de flavonoides, alcaloides, fenoles y taninos, los
cuales se han encontrado que ayudan al pancreas a funcionar mejor al
aumentar la produccion de insulina o restringir la absorcion de glucosa a través

del tracto intestinal (Hassan Almalki et al., 2021).



2.1.4 Sobrepeso / Obesidad

La obesidad es un trastorno metabdlico asociado a la acumulacion
elevada o excesiva de grasa corporal, esto como resultado del desequilibrio
entre la ingesta y el gasto calorico. En la actualidad los indices de obesidad se
encuentran en aumento de forma generalizada en todo el mundo como reflejo
de los cambios del estilo de vida de la sociedad (Payab et al., 2020). Segun
los datos de Ensanut 2018-19, la prevalencia de sobrepeso y obesidad
continda en aumento en la poblacion. A nivel nacional, se observa que el 74.2
% de los adultos presentan sobrepeso (39.1 %) u obesidad (36.1 %), y el 81.6
% muestran adiposidad abdominal (Barquera et al., 2020).

La obesidad representa una condicion cronica de gran preocupacion
para la salud publica a nivel mundial, surgida de una combinacién de factores
como la ingesta excesiva de alimentos, la falta de ejercicio fisico, influencias
ambientales, patrones dietéticos occidentales y predisposicion genética. Este
trastorno se identifica como un mediador fundamental en el desarrollo de
diversos sindromes metabdlicos, incluyendo cancer, insuficiencia cardiaca
congestiva, accidente cerebrovascular, hipertension, artritis reumatoide,
hiperlipidemia, DM2, resistencia a la insulina, entre otros (Nijhawan & Behl,
2020).

2.1.5 Higado graso no alcohdélico

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) es un espectro
de enfermedades hepaticas asociadas con trastornos metabodlicos y
cardiovasculares, como la obesidad, la resistencia a la insulina (RI), la
hipertension, la dislipidemia y DM2. Con frecuencia se reconoce como la
manifestacion hepatica del SM y constituye la afeccion hepatica mas frecuente

en todo el mundo.

La EHGNA se caracteriza por un aumento del contenido de grasa
hepatica, con un umbral > 5 %, en ausencia de un consumo significativo de

alcohol u otra causa secundaria de esteatosis, incluido el consumo de alcohol



(caracterizado como 30 g/dia para hombres y 20 g/dia para mujeres) (Godoy-
Matos et al., 2020).

La dieta occidental actual, densa energéticamente, alta en productos
procesados que aportan grasas trans, grasas saturadas y colesterol, asi como
la presencia de bebidas azucaradas incrementa la adiposidad visceral y
estimula la acumulacion hepética de grasas y la consiguiente progresion de la
esteatohepatitis no alcohdlica. Dentro del tratamiento se ha evidenciado el
consumo de fibra al modular la microbiota, reducir el peso y descender las
transaminasas, asi como, mejorar en el control glicolipidico (de La Fuente
et al., 2019).

2.1.6 Tratamiento del SM

Hasta la fecha, no se ha desarrollado una estrategia de tratamiento
Unica para el SM. La presencia en los pacientes de una amplia gama de
factores de riesgo no modificables, como el género, factores genéticos, la edad
y la etnia, combinados con factores modificables como el sobrepeso u
obesidad abdominal, el estilo de vida sedentario, la hipertension arterial, la
dislipidemia y la intolerancia a la glucosa y/o alteracion de la glucosa en
ayunas, contribuyen a una variedad de fenotipos del SM. Esto exige un
enfoque personalizado para seleccionar la terapia adecuada para los
componentes individuales. Sin embargo, segun los expertos de la OMS, el uso
del concepto de SM tiene limitaciones tanto en el diagnostico como en el
tratamiento. Por lo cual, el manejo del sindrome metabdlico se enfoca en
multiples areas, que abarcan desde la reduccién del peso y la adiposidad
mediante cambios en la dieta, el incremento de la actividad fisica, hasta el
tratamiento especifico de sus componentes (Fragozo-Ramos, 2022; G.
Razhabova, et al., 2020).

Dentro del tratamiento nutricional del SM, una ingesta elevada de
carbohidratos de alto indice Glucémico (IG) causa directamente resistencia a

la insulina y tiene un impacto en el desarrollo de DM2. Por lo tanto, se



recomiendan las dietas con I1G bajo, mas abundantes en fibra ya que aumentan
la saciedad, disminuyen la resistencia a la insulina y el riesgo de desarrollar
DM, asi como también un patron saludable que limita grasas trans, grasas

saturadas, azucares afadidos y sodio (Hoyas & Leon-Sanz, 2019).

2.2 Lechuga Romaine

La lechuga es una de las verduras mas consumidas en todo el mundo,
pero su valor nutricional ha sido subestimado debido sobre todo a su alto
contenido de agua (95 %). Se considera ser baja en calorias, grasas y sodio.
Es una excelente fuente de fibra, hierro, folato y vitamina C. También es una
buena fuente de otros compuestos bioactivos beneficiosos para la salud.
Estudios in vitro e in vivo han demostrado actividades antiinflamatorias,
reductoras del colesterol y antidiabéticas atribuidas a los compuestos
bioactivos de la lechuga. Sin embargo, la composicién nutricional y los

compuestos bioactivos varian segun el tipo de lechuga (Kim et al., 2016).

La lechuga es, con mucho, el cultivo mas importante. Se cultiva
comercialmente en unos 15 estados de los Estados Unidos y en jardines
domésticos. California produce la mayor cantidad de lechuga, es un cultivo de
estacion fria y crece mejor a una temperatura relativamente fresca de
alrededor de 12 °C a 15 °C. Se cultiva durante los veranos en los estados del
norte en altitudes mas altas, o a lo largo de la costa (por ejemplo, Salinas
Valley) en California, Oregoény Washington. En Florida, Texas, Arizona, Nuevo
México y los valles desérticos de California (Imperial Valley) se cultiva lechuga
durante los meses de invierno (Ibrahim et al., 2021). El &rea cosechada de
lechuga Romaine en EE. UU. en 2020 fue de 91 500 hectéreas (USDA, 2021).
Las propiedades saludables han sido atribuidas al gran contenido de
compuestos antioxidantes (por ejemplo, vitaminas C y E, carotenoides,
polifenoles) y a su contenido en fibra. También, se han atribuido por su aporte
de otros fitoquimicos con propiedades sensoriales y saludables como son las

antocianinas y las clorofilas. Ademas, el contenido de nutrientes de este



vegetal incluye cantidades utiles de minerales como el calcio y el hierro
(Baslam etal., 2013). Algunos de sus fitonutrientes presentes han sido
reconocidos por sus beneficios para la salud, incluida una menor incidencia de
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, cancer y obesidad
(Damerum et al., 2020). Los tratamientos adecuados pueden hacer posible
alcanzar altos niveles de compuestos bioactivos en los cultivos de lechuga y
aumentar los limites superiores tanto de calidad como de rendimiento (Yang
et al., 2022).

2.3 Producto en polvo de desechos agricolas de lechuga Romaine

En la actualidad las hojas exteriores de la lechuga Romaine son
desechadas en el campo durante el periodo de cosecha, conservando solo los
corazones (parte central) del producto. Este desperdicio implica una gran
pérdida alimentaria, asi como también, las hojas exteriores desechadas
pueden representar una desventaja en términos de manejo de nitrégeno en
los suelos agricolas. Por lo tanto, nuestro equipo de investigacion encontré en
las hojas exteriores de la lechuga Romaine una excelente oportunidad para la

reduccion y valorizacion del desperdicio de alimentos.

Para la realizacion del PLR se obtuvieron muestras de hojas exteriores
de lechuga Romaine Vindicate organica recolectadas en el Valle de Salinas en
California, EE. UU. Las hojas de lechuga enteras fueron introducidas a un
deshidratador de alimentos y se secaron durante 22 h, se almacenaron a 2 °C
inyectando N2 gaseoso para desplazar el aire de las bolsas y reducir la
oxidacion durante el almacenamiento en frio. Posteriormente se molieron
utilizando un molino ultra centrifugo durante aproximadamente 20 segundos
(Aleman-Hidalgo et al, 2022).

En las pruebas evaluativas realizadas previamente, destacaron una alta
capacidad antioxidante, niveles elevados de fibra y alta concentracion de FST
(Avena-Bustillos et al., 2022). Dandole un enfoque nutricional y terapéutico, el
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polvo de lechuga Romaine (PLR) podria contribuir a una mayor ingesta de

antioxidantes naturales, contribuyendo asi a la salud del consumidor.

Dentro de los componentes del PLR la fibra dietética es uno de los mas
predominantes, es un ingrediente importante de una dieta saludable. La
evidencia sugiere que la ingesta de fibra dietética puede reducir los riesgos de
enfermedad cardiovascular, DM2 y algunos tipos de cancer. Asi también, la
fibra dietética tiene efectos saludables en los componentes individuales del
SM, incluida la regulacién del peso corporal, la reduccion de lipidos, la mejora
del metabolismo de la glucosa y el control de la PA (Wei et al., 2018). Por otro
lado, varias lineas de evidencia han sugerido que los polifenoles, en ciertas
dosis, podrian retrasar o prevenir la aparicion de SM al disminuir el peso
corporal, la presion arterial, la glucosa en sangre y a mejorar el metabolismo
anormal de los lipidos (Liu et al., 2019). Segun diversos estudios realizados en
modelos animales in vitro y en humanos, se ha observado que los polifenoles
presentes en la dieta provenientes de vegetales y productos ricos en estos
compuestos pueden modular el metabolismo de los carbohidratos y lipidos.
Ademas, tienen la capacidad de mitigar la hiperglucemia, dislipidemia y
resistencia a la insulina, asi como mejorar el metabolismo del tejido adiposo.
(Bahadoran et al., 2013) En especifico la luteina y su isbmero zeaxantina son
potentes secuestrantes de radicales libres debido a su polaridad y enlaces
dobles, lo que retrasa el desarrollo de enfermedades metabdlicas al aumentar
la expresion de ARNm de enzimas antioxidantes y disminuir las citocinas
proinflamatorias. Ademas, son transportadas principalmente por particulas de
HDL, y las investigaciones muestran que se correlacionan con el tamafnoy la
concentracion del "colesterol bueno” (Y. Zhang et al., 2021). Se ha sugerido
gue la vitamina C es beneficiosa para revertir las anomalias asociadas con el
SM en funcion de varias consideraciones. La concentracion de vitamina C en
plasma se asocié inversamente con el indice de masa corporal (IMC), el
porcentaje de grasa corporal y la circunferencia de la cintura. La
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suplementacion con vitamina C resulté en disminuciones significativas en la
glucosa en sangre, asi como un potente antioxidante porque actia como

agente reductor evitando que otros compuestos se oxiden (Wong et al., 2020).

Se han realizado diversos estudios sobre los diferentes tipos de lechuga
y el efecto terapéutico en la salud, tal es el caso del estudio realizado por Han
y colaboradores en el 2018 donde investigo el efecto protector de un tipo de
lechuga morada (Lactuca sativa L.) contra los factores de riesgo metabdlicos
tratados en ratones de la cepa C57BL/6J. Los resultados mostraron que la
lechuga morada atenud efectivamente muchos factores de riesgo metabdlicos
en ratones con en obesidad inducida por dieta. Por lo general, la lechuga
morada impidio el aumento de peso corporal al reducir la acumulacion de tejido
adiposo y aumentar el gasto de energia. Ademas, el consumo de lechuga
morada mejord la homeostasis de la glucosa, aumenté la sensibilidad a la
insulina 'y mejor6 el perfil de lipidos en los ratones al disminuir
significativamente las concentraciones séricas de triglicéridos y acidos grasos
libres, asi como la lipoproteina de baja densidad. Esto se debid, al menos en
parte, a su abundancia de moléculas bioactivas como la esculina y el acido
clorogénico. El alto consumo de lechuga morada modulé la composicién de la
microbiota intestinal al igual que la disminuciébn de Lachnospiraceae (Han
et al., 2018). Por otro lado, Wijaya y colaboradores en el 2022 determinaron
gue el extracto etandlico de Ulva lactuca (lechuga de mar) en una dosis de 200
mg/kg de peso previene el desarrollo de la enfermedad del higado graso,
evitando el incremento de triglicéridos y malondialdehido (como marcador de

estrés oxidativo) en ratas Wistar macho (Wijaya et al., 2022).
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3. HIPOTESIS
El consumo de un producto en polvo de desechos agricolas de lechuga

Romaine con alto contenido de fibra y antioxidantes tiene efecto preventivo en

el desarrollo de sindrome metabdlico inducido con dieta alta en grasa.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto preventivo de un producto en polvo de desechos
agricolas de lechuga Romaine en la induccion de sindrome metabdlico en un

modelo murino con dieta alta en grasa.

4.2 Objetivos especificos
Estimar el andlisis proximal y fibra dietética en las dietas altas en grasa
con diferentes concentraciones de polvo de lechuga Romaine obtenidos a

partir de subproductos agricolas.

Cuantificar los niveles de glucosa, insulina y perfil lipidico (colesterol
total, colesterol libre, colesterol HDL y LDL/VLDL) en ratones de la cepa
C57BL/6N con dieta alta en grasa alimentados con diferentes concentraciones

de polvo de lechuga Romaine obtenidos a partir de subproductos agricolas.

Investigar el efecto de diferentes concentraciones de polvo de lechuga
Romaine obtenidos a partir de subproductos agricolas en la ganancia de peso
corporal, asi como el peso de higado, tejido adiposo, rilones y corazén en

ratones con sindrome metabdlico inducido con dieta alta en grasa.

Analizar cambios histopatologicos con tincion de hematoxilina y eosina
en tejido hepatico, renal y cardiaco en ratones de la cepa C57BL/6N con dieta
alta en grasa alimentados con diferentes concentraciones de polvo de lechuga

Romaine obtenidos a partir de subproductos agricolas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Sedes del proyecto de investigacion

El proyecto fue realizado en el Laboratorio 2 “Francisco Cabrera
Chavez” de la Facultad de Ciencias de la Nutricion y Gastronomia; el
Laboratorio en Investigacion en Farmacia, Farmacobiologia y Toxicobiologia
pertenecientes a la Universidad Auténoma de Sinaloa; el Centro de
investigacion y Docencia en Ciencias de la Salud del Hospital Civil de Culiacan
y el Centro de Investigacibn Regional de Occidente del Departamento de

Agricultura de los Estados Unidos en Albany, California.

5.2 Tipo de estudio
Estudio descriptivo, comparativo, experimental, longitudinal vy

cuantitativo.

5.3 Preparacion del polvo de lechuga Romaine

Las hojas exteriores de la variedad de lechuga Romaine organica
Vindicate se recolectaron en el Valle de Salinas en California, EE. UU., en el
verano de 2022. Las hojas exteriores de lechuga se colocaron en una sola
capa en nueve bandejas de malla de plastico en un deshidratador de gabinete
modelo 3,900 de 600 W. (Excalibur Products, Sacramento, CA), se sec6 a 62.8
°C durante 22 h y luego se envaso en bolsas metalizadas con N2 para reducir
la oxidacion durante el almacenamiento en frio a 2 °C. Posteriormente, se
molieron en un molino ultracentrifuga Retsch ZM 200 (Retsch GmbH,
Alemania), durante aproximadamente 20 segundos hasta un tamafio de

particula de 500 micras.

5.4 Ratones y dietas
El protocolo de estudio para el uso de animales fue aprobado por el
Comité Institucional y de Uso Animal (Facultad de Ciencias de la Nutricion y

Gastronomia, Universidad Autbnoma de Sinaloa, Sinaloa, México).
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Ratones macho C57BL/6N (CIRCULO ADN SA DE CV, Iztapalapa,
CDMX) (15-21 g), de 4-5 semanas de edad, se alojaron en jaulas de
policarbonato en un cuarto con temperaturay humedad controladas (20-22 °C,
60 %HR) bajo ciclos de luz-oscuridad de 12 h. Después de una semana de
aclimatacion con la dieta estandar (LabDiet #5001, PMI International,
Redwood, CA, EE. UU.), los ratones se asignaron por rango de peso a los
grupos de tratamiento. Las caracteristicas de las cuatro dietas diferentes se
muestran en la Tabla 1. La dieta estandar baja en grasa (DE) fue LabDiet
#5001 (PMI International, Redwood, CA, EE. UU.); La dieta alta en grasa
(DAG) fue DE suplementada con manteca de cerdo (39.5 % del total de kcal);
Dieta Alta en grasa con PLR al 5 % (DAG5) fue DE suplementada con manteca
de cerdo y PLR al 5 %; Finalmente, el grupo Dieta Alta en Grasa con PLR al
10 % (DAG10) fue DE con manteca de cerdo afiadida y 10 % de PLR.

5.5 Estimacion del peso corporal, el consumo de alimentos y la ingesta
de calorias

Los pesos corporales de los ratones se registraron una vez por semana
con una balanza electrénica de precision (BAPRE-3, Rhino, CDMX, México).
Para medir el peso corporal, los ratones se colocaron individualmente dentro
de una canasta metédlica colocada sobre una balanza tarada, los resultados se

expresaron en gramos (g).

El consumo de alimentos se midié diariamente con una balanza
electronica de precisién (BAPRE-3). Para calcular el consumo de alimento se
registro la cantidad de alimento colocado en la jaulay al dia siguiente se midio
el alimento sobrante en la bascula previamente tarada. Para determinar la
cantidad consumida, se resto la cantidad de comida dada inicialmente de la

cantidad de comida sobrante.

Las calorias de la dieta se estimaron con la informacién proporcionada

por el fabricante de cada macronutriente, la cantidad de manteca afiadida a
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las dietas altas en grasa y el analisis proximal realizado para la lechuga en
polvo (DAG5 y DAG10)

5.6 Andlisis proximal de polvo de lechuga Romaine

El contenido de proteinas se midié utilizando un analizador FP-628
TrueSpec N (Leco Corp., St. Joseph, MI, EE. UU.). Se analizaron las muestras
de PLR y se multiplicé el contenido de nitrégeno de las muestras de la dieta
por un factor de 6.25 para convertirlo en contenido de proteina.

Para el andlisis de grasa se utilizaron celdas de extraccion de acero
inoxidable, donde se mezclaron 2 g de cada mezcla con arena de Ottawa.
Cada medicion se realiz6 en un extractor de solventes acelerado (Dionex ASE
350, Thermo Scientific, MO, EE. UU.). La extraccion con solvente de cada
muestra se realizé en éter de petroleo a 125 °C y 1,034 MPa de presion con
gas nitrégeno. El calentamiento para iniciar el ciclo tomé un minuto, seguido
de calentamiento durante 6 min, 25 min de tiempo estatico y 120 s de purga.
El volumen de lavado fue el 60 % del volumen de la celda de extraccion.

Para medir el contenido de cenizas, la muestra se coloco e introdujo en
un horno de caja Lindberg/Blue M (Thermo Fisher Scientific) a 550 °C durante
16 h. Antes del pesaje final, los crisoles que contenian la ceniza se reubicaron
cuidadosamente en un desecador para que alcanzaran la temperatura

ambiente.

El contenido de fibra dietética soluble e insoluble fue medido por
Medallion Labs (Medallion Laboratories, Minneapolis, MN, EE. UU.) basado en
el método de fibra AOAC 991.43 con modificaciones.

5.7 Recoleccion de sangre y 6érganos de ratones

Después de 12 semanas de alimentacidbn con las cuatro dietas
diferentes, los ratones estaban preparados para la eutanasia. Las muestras de
sangre se recogieron por puncion cardiaca en tubos. El suero se separ6 por

centrifugacion a 2,500 rpm durante 8 min y luego se almacend a -80 °C en un
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congelador de temperatura ultra baja (Forma 900 Series, Thermo Fisher,
Waltham, MA, EE. UU.) hasta su analisis. El tejido adiposo abdominal y
organos como el higado, el corazdn y los rifiones se extrajeron de los ratones

para pesarlos posteriormente.

5.8 Andlisis de sangre y érganos de ratones.

La glucosa se midioé una vez por semana a partir de la sangre obtenida
de las colas de los ratones utilizando una tira reactiva de glucosa (tiras
reactivas Accu-Chek Performa, Roche, Basilea, Suiza) y un glucometro en
sangre (Accu-Chek Performa Il, Roche, Basilea, Suiza). Las concentraciones
de insulina plasmatica se determinaron utilizando un kit ELISA de insulina
ultrasensible de raton (80-INSMS-EO1, E10; Alpco, Salem, NH, EE. UU.),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El tejido adiposo abdominal y los
organos se pesaron mediante Balanza Analitica Sartorius TE64 Talent
(Sartorius, Gottingen, Alemania) y un vidrio de reloj, previamente se tar6 la
balanza con el vidrio de reloj y posteriormente se pesaron los 6rganos y se
obtuvieron resultados expresados en gramos. Los analisis de colesterol se
realizaron con un kit de ensayo de colesterol (ab65390; Abcam, Cambridge,
Reino Unido), siguiendo las instrucciones del fabricante para determinar el
colesterol libre, el colesterol total, el colesterol HDL y la fraccion de
lipoproteinas LDL/VLDL.

5.9 Procesamiento de muestras histoldgicas

El higado, corazén vy rifiones fueron los 6rganos recolectados una vez
gue se realizé el sacrificio, los cuales se almacenaron en tubos Eppendorf de
15 mL con formalina al 5 % y resguardados en un ambiente de oscuridad y
temperatura 23 + 2 °C. La preparacion de las muestras se llevd a cabo
mediante la fijacibn e inclusion de los tejidos en parafina siguiendo las
instrucciones establecidas en el manual de métodos histotecnoldgicos del

Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas de los Estados Unidos de
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América (Prophet E. B. & Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas
(Wash). & Prophet, 1995).

Posteriormente fueron realizados cortes longitudinales y después cada
una de las muestras se coloco en un cassette de fijacion para parafina. Se dio
inicio al proceso de deshidratacion/aclaramiento al sumergir primero en alcohol
absoluto (J.T. Baker) por 14 h, después se pasaron por Xilol absoluto (J.T.
Baker) por 2 h y finalmente, 2 h en parafina a 65 °C. Al concluirse el proceso
de deshidratacién/aclaramiento, los cassettes de fijacion para parafina con
muestra se llevaron al incluidor de tejidos (Leica EG-1160); donde se le agreg6
parafina (Leica Paraplast) en estado liquido a 65 °C hasta que se logro cubrir
todo el interior y exterior del cassette. Ya incluidos completamente en parafina,
se colocaron en una superficie fria a 4 °C con la finalidad de solidificar la
parafina. Ya solidificada se retiré el bloque de parafina del interior del cassette
y se realizd el corte de la muestra con un grosor de 3 micras utilizando un
micrétomo (Leica RM 2145). Al terminarse los cortes, las tiras de las muestras
se colocaron en un bafio de flotacion (Leica HI-1210) con agua destilada para
su extension, posteriormente fueron recolectadas las muestras utilizando un
portaobjeto y se llevaron a un horno BINDER® a 60 °C para eliminar el exceso
de parafina. Después del desparafinado, las muestras fueron tefiidas con

Hematoxilina y Eosina (H&E).

5.10 Tincion de muestras con tincion de Hematoxilinay Eosina

Para la tincion con H&E de los drganos recolectados se utilizé la
metodologia establecida en el manual de métodos histotecnolégicos del
Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas de los Estados Unidos de
Ameérica (Prophet E. B. & Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas
(Wash). & Prophet, 1995). La muestra en parafina fue desparafinada e
hidratada mediante soluciones de Xileno, alcohol absoluto, alcohol al 96 % y
agua destilada. Se hizo una tincién en solucion de hematoxilina de Mayer [50

g de alumbre de potasio, 1 g cristales de hematoxilina, 0.2 g yodato de sodio,
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1 g de acido citrico, 50 g hidrato de cloral, 1000 mL de agua destilada] por 8
minutos. Se lavo con agua corriente tibia durante un minuto, después con agua
destilada y luego se colocé en etanol al 80 % con solucion de eosina-floxina 1
g floxina B, 100 mL agua destilada; 780 mL etanol al 96 %, 4 mL acido acético
glacial) por 2 min. Se contrastdé en soluciébn de eosina-floxina por 3 min,
posterior al contraste se deshidraté y aclaré a través de dos cambios de 2 min
cada uno en etanol al 96 %, etanol absoluto y Xileno, finalmente se monté en
un medio resinoso y se observaron las muestras empleando el microscopio
ZEISS Primo Star LED.

5.11 Andlisis histolégico de higado, rifién y corazén

El analisis histolégico fue realizado por duplicado con la participacion
de dos expertos en analisis histopatolégico mediante el andlisis de al menos
40 campos a 10X y acorde a lo reportado por (Plazas Guerrero et al., 2019) y
(Quifionez-Bastidas et al., 2022) con algunas modificaciones. Los resultados
se presentaron como imagenes fotograficas a 10X y 40X indicando las
alteraciones histoldgicas mas relevantes que se observaron en la mayoria de
las muestras de tejido por grupo.
5.12 Analisis estadistico

Todos los datos se presentan como media + SEM. La significacion
estadistica de las diferencias se analizé mediante ANOVA unidireccional
seguido de pruebas de comparacion multiple post hoc de Tukey, t de Student
o prueba H de Kruskal-Wallis usando GraphPad Prism versién 8 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA). Se consideraron datos
estadisticamente diferentes cuando p < 0,05.

20



6. RESULTADOS

6.1 Andlisis proximal de la dieta de los ratones

En el andlisis proximal de las dietas se observo que el grupo DE tuvo la
concentracion de proteina mas alta (24.1 %) en comparacion con los otros
grupos DAG (20.19 %), DAG5 (20.02 %) y DAG10 (19.85 %). Como se estimo,
la grasa fue menor en grupo DE (5.1 %) que en DAG (20.5 %), DAGS5 (19.77
%) y DAG10 (19.03 %). Por otro lado, el grupo DAG10 present6 la mayor
concentracion de fibra total (7.48 %), seguido del DAG5 (5.96 %), el DE (5.3
%) y finalmente el DAG (4.44 %). El contenido de cenizas en cada dieta fue
para DE (7.2 %), DAG (6.03 %), DAG5 (6.55 %) y DAG10 (7.07 %). Las
concentraciones de humedad fueron méas altas en la DE (12 %), luego en
DAGS5 (9.1 %), posteriormente DAG (8.6 %) y finalmente DGA10 (6.5 %). Para
los carbohidratos, el porcentaje menor en DAG5 (44.56 %), y DAG (44.68 %),
luego DGA10 (47.55 %) y con mayor concentracion la dieta DE (51.6 %).
(Tabla 1).
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Tabla 1. Componentes nutricionales estimados de las dietas.

Componente DE DAG DAG5 DAG10

nutricional (%) (%) (%) (%)

Proteina 24.1 20.19 20.02 19.85

Grasa 5.1 20.5 19.77 19.03

Fibra total 5.3 4.44 5.96 7.48
Ceniza 7.2 6.03 6.55 7.07
Humedad 12 8.6 9.1 6.5

Carbohidratos (por 51.6 44.68 44.56 47.55

diferencia)
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6.2 Ingesta alimentaria 'y peso corporal

Después de 12 semanas de alimentacibn con las cuatro dietas
diferentes, se midi6 el peso corporal y la ingesta de alimentos de cada grupo.
Los ratones alimentados con DE tuvieron el mayor consumo de alimento, en
comparacion con los grupos DAG, DAG5 y DAG10 (p < 0,05). Los ratones
alimentados con DAG mostraron un consumo de alimento en gramos mas bajo
gue los grupos DE y DAG10, pero mas alto que el grupo DAG5. DAGS5 fue el
grupo con el consumo de alimentos mas bajo, en comparacioén con los otros

tres grupos (Figuras 1y 2).

En cuanto a la ingesta cal6rica, el grupo DE tuvo mayor ingesta caldrica
gue los grupos DAG y DAG5 (p < 0,05) y niveles similares de ingesta cal6rica
gue el grupo DAG10 (p > 0-05). El grupo DAG reporté la ingesta calérica mas
baja en comparacién con los tres grupos restantes y el DAG5 tuvo una ingesta
calérica mas baja que el DAG10 (Figuras 3 y 4). Curiosamente, aunque el
grupo DE consumié mas alimentos y tuvo una mayor ingesta calérica, fue el
grupo con el menor aumento de peso corporal semanal a lo largo del estudio,
mostrando un aumento de peso final del 25,8 %. Los grupos DAG, DAG5 y
DAG10 no mostraron diferencias entre si en los incrementos semanales de
peso corporal (34.5, 34.8 'y 33.6 %, respectivamente) (p > 0.05). Sin embargo,
si mostraron niveles significativamente mayores que el DE (p < 0.05) (figura
5).
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Alimentacion semanal a través del tiempo

35
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Figura 1. Alimentacion semanal a través del tiempo. Diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta
en grasa; DAGD5, dieta alta en grasa con 5 % de PLR; DAG10, dieta alta en
grasa con 10 % PLR; g, gramos. Los resultados se muestran como medias +
EEM. * p < 0.05.
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Ingesta alimenticia promedio semanal

30=
a
25=
ab
b [
o 20= |
15+
10 1 1
DE DAG DAG5 DAG10

Grupo

Figura 2. Ingesta alimenticia promedio semanal. Diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05). DE: dieta estdndar; DAG, dieta alta en grasa; DAG5, dieta alta
en grasa con 5 % de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR; g, gramos. Los
resultados se muestran como medias + EEM. * p < 0.05.
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Ingesta calorica semanal a través del tiempo
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Figura 3. Ingesta calorica semanal a través del tiempo. Diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta
en grasas; DAGS5, dieta alta en grasa con 5 % de PLR; DAG10, dieta alta en

grasa con 10 % PLR. Los resultados se muestran como medias = EEM. * p <
0.05.
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Ingesta calorica promedio semanal

110+
a
100 ab
1
b
90+ b
©
(&)
X
80+
70+
60 T T
DE DAG DAGS5 DAG10

Grupo

Figura 4. Ingesta caldrica promedio semanal. Diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAG5,
dieta alta en grasa con 5 % de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR.
Los resultados se muestran como medias + EEM. * p < 0.05.
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Incremento de peso corporal en porcentaje
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Figura 5. Incremento de peso corporal en porcentaje. Diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta
en grasa; DAG5, dieta alta en grasa con 5 % de PLR; DAG10, dieta alta en
grasa con 10 % PLR. Los resultados se muestran como medias + EEM. * p <
0.05.
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Incremento de peso corporal en gramos
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Figura 6. Incremento de peso en porcentaje. Diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAG5,
dieta alta en grasa con 5 % de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR.
Los resultados se muestran como medias + EEM. * p < 0.05.
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6.3 Andlisis de glucosa

Al final del estudio, el nivel de glucosa sérica del grupo DE fue mas bajo
gue el del grupo DAG (p < 0,05). El grupo DAG mostro niveles de glucosa
sérica similares a los de DAG5 y superiores a los de los grupos DE y DAG10
(p < 0,05). Interesantemente, el nivel de glucosa en suero de DAG10 fue méas
bajo que el resto de los grupos (p < 0,05). Estos resultados indican un efecto
positivo del PLR en los niveles de glucosa sérica cuando se incorpora a la dieta

a una concentracion del 10 %.

Ademas, se compararon las muestras de glucosa inicial y final, donde el grupo
DE mostré una concentracion de glucosa similar al principio y al final del
estudio (P > 0,05). En el caso del grupo DAG5, también mostré niveles de
glucosa similares al inicio que al final (P > 0,05). El grupo DAG, fue el Gnico
gue mostro diferencias significativas al final del estudio en comparacién con la
medicion inicial de glucosa (p < 0,05). DAG10 fue el grupo con menor
concentracion de niveles de glucosa al final, en comparacion con los otros tres
grupos, y mostré niveles similares en los niveles de glucosa inicial y final (p >
0,05), lo que confirma atn mas el efecto protector del PLR en el aumento de

los niveles de glucosa en sangre.
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Glucosa semanal
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Figura 7. Glucosa semanal. Diferencia estadisticamente significativa (p <
0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAGD5, dieta alta en grasa
con 5% de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR. Los resultados se
muestran como medias + EEM. * p < 0.05.
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Figura 8. Glucosa inicial y final. Diferencia estadisticamente significativa (p <
0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAGD5, dieta alta en grasa
con 5% de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR. Los resultados se

muestran como medias + EEM. * p < 0.05.
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6.4 Analisis de insulina e indice HOMA-IR

El grupo DE mostré6 menores niveles de insulina comparado con los
grupos DAG y DAGS5 (p > 0.05) pero no fueron estadisticamente significativas.
Curiosamente, el grupo DE mostro mayores niveles de insulina que el grupo
DAG10, lo cual sugiere un efecto positivo del PLR en la sefalizacion de
insulina. El grupo DAG tuvo niveles similares que el grupo DAG5 y mayores
niveles que el DAG10 (p < 0.05). De forma similar, el grupo DAG5 mostré
mayores niveles que el grupo DAG10 (p < 0.05) (figura 9). Los resultados del
indice HOMA fueron similares a los arrojados en el analisis de los niveles de
insulina, los cuales indican resistencia a la insulina acorde al indice HOMA en
los grupos DAG y DAGS. Sin embargo, la suplementacién con PLR al 10 %
evitd el desarrollo de resistencia a la insulina, presentando un indice HOMA

similar al grupo DE (p > 0.05) (figura 10).
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Figura 9. Niveles de insulina. Diferencia estadisticamente significativa (p <
0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAG5, dieta alta en grasa
con 5% de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR. Los resultados se
muestran como medias £ EEM. * p < 0.05.
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Figura 10. indice HOMA-IR. Diferencia estadisticamente significativa (p <
0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAGD5, dieta alta en grasa

con 5% de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR. Los resultados se
muestran como medias + EEM. * p < 0.05.
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6.5 Niveles de colesterol libre y total, HDL y LDL/VLDL

El grupo DE mostré niveles mas bajos de colesterol libre que los otros
grupos (p < 0.05). El grupo DAG tenia un nivel de colesterol libre mas alto que
ambos grupos alimentados con PLR (DAG5 y DAG10) (p < 0.05). El grupo
DAG5 mostro niveles aumentados de colesterol libre en comparacién con el
grupo DAG10 (p < 0.05) (Figura 11). Estos resultados logran mostrar un efecto
del PLR en los niveles de colesterol libre en el suero, ya que cuanto mas PLR
se afiadia a la dieta, menos colesterol libre se encontraba en los sueros

analizados.

Como se esperaba, el grupo alimentado con una dieta DE tenia una
concentracion mas baja de colesterol total que los grupos DAG, DAGS5 y
DAG10 (p < 0.05). Curiosamente, el grupo DAG tenia niveles similares de
colesterol total al grupo DAG5 y niveles mas altos que el grupo DAG10 (p <
0.05). Del mismo modo, el grupo DAG5 mostré niveles mas altos de colesterol
total que el grupo DAG10 (p < 0.05) (Figura 12).

El grupo DE mostré niveles mas bajos de HDL que los otros tres grupos
(p<0.05). En el grupo DAG, se observaron niveles similares de colesterol HDL
al grupo DAG5 (p > 0.05). Contrariamente, se observaron niveles mas altos de
HDL en el grupo DAG en comparacion con los grupos DE y DAG10 (p < 0.05).
El grupo DAG10 tenia un nivel de HDL mas alto que el DE, pero mas bajo que
los grupos DAG y DAGS5 (p < 0.05) (Figura 13).

En el andlisis de la fraccién de LDL/VLDL de las lipoproteinas, no se
encontraron diferencias estadisticas entre los grupos analizados (p > 0.05).
Sin embargo, se encontré una concentracion mas baja en el grupo DE en
comparacion con los grupos DAG y DAG10. El grupo DAG tenia niveles
ligeramente mas bajos de LDL/VLDL que el grupo DAG10 y mas altos que los
grupos DE y DAGS5. El grupo DAG5 era méas bajo que el grupo DAG10, pero
sin diferencias estadisticas (p > 0.05) (Figura 14).
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Colesterol libre
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DE DAG DAG5 DAG10
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Figura 11. Colesterol libre. Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAG5, dieta alta en grasa con 5

% de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR. Los resultados se
muestran como medias + EEM. * p < 0.05.
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Figura 12. Colesterol total. Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05).
DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAG5, dieta alta en grasa con 5
% de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR. Los resultados se
muestran como medias £ EEM. * p < 0.05.
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Figura 13. Colesterol HDL. Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05).
DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAG5, dieta alta en grasa con 5
% de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR. Los resultados se
muestran como medias £ EEM. * p < 0.05.
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Figura 14. Colesterol LDL/VLDL. Sin diferencia estadisticamente significativa
(p < 0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAG5, dieta alta en
grasa con 5 % de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR. Los
resultados se muestran como medias + EEM. * p < 0.05.
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6.6 Peso higado, tejido adiposo, corazén y rifiones

El grupo DE tuvo un peso hepético similar a los grupos DAG y DAG5 (p
> 0.05), pero interesantemente tuvo un peso hepatico mayor que el grupo
DAG10 (p < 0.05). El grupo DAG mostré un aumento en el peso hepéatico en
comparacion con el grupo DAG10 (p < 0.05). Los grupos DAG5 y DAG10
tuvieron niveles similares de peso hepatico (p > 0.05). Fue interesante
observar que los grupos con dietas suplementadas con PLR presentaron un
peso hepatico mas bajo que el grupo DE y el grupo DAG, lo que sugiere un

efecto positivo de la PLR en acumulacion de grasa hepética (Figura 15).

Como se esperaba, el grupo DE tuvo un peso inferior en tejido adiposo
en comparacion con el grupo DAG (p < 0.05), a pesar de ser el grupo con
mayor consumo de alimento. El aumento en el peso del tejido adiposo fue mas
evidente en el grupo DAG en comparacién con el resto de los grupos. El grupo
DAG5 tuvo un ligero aumento no significativo en el tejido adiposo en
comparacion con el grupo DE. Finalmente, en el grupo DAG10 se observo
menor incremento del tejido adiposo, ya que presenté niveles mas bajos de
peso de tejido adiposo que el grupo DAG y niveles similares al grupo DE. Estos
resultados sugieren que PLR puede inhibir, parcialmente, la generaciéon de

tejido adiposo a pesar del consumo de una dieta alta en grasa (Figura 16).

El peso del corazon fue similar en los grupos DE, DAG y DAGS5 (p >
0.05), pero el grupo DAG10 mostré un peso ligeramente menor en el corazon

en comparacion con los grupos DAG y DAG5 (Figura 17).

Finalmente, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el peso de los rifiones en los grupos experimentales (p > 0.05),
sin embargo, el grupo con DAG10 present6 una tendencia a reducir el peso de

los rifilones (Figura 18).
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Figura 15. Peso en higado. Diferencia estadisticamente significativa (p <
0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAGD5, dieta alta en grasa
con 5 % de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR; g, gramos. Los
resultados se muestran como medias + EEM. * p < 0.05.
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Figura 16. Peso en tejido adiposo. Diferencia estadisticamente significativa (p
< 0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAG5, dieta alta en
grasa con 5 % de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR; g, gramos.
Los resultados se muestran como medias + EEM. * p < 0.05.
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Figura 17. Peso en corazon. Sin diferencia estadisticamente significativa (p <
0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAGD5, dieta alta en grasa
con 5 % de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR; g, gramos. Los
resultados se muestran como medias £ EEM. * p < 0.05.
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Figura 18. Peso en rifiones. Sin diferencia estadisticamente significativa (p <
0.05). DE: dieta estandar; DAG, dieta alta en grasa; DAG5, dieta alta en grasa
con 5 % de PLR; DAG10, dieta alta en grasa con 10 % PLR; g, gramos. Los
resultados se muestran como medias + EEM. * p < 0.05.
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6.7 Andlisis histopatologico de tejido hepético

6.7.1 Andlisis histopatoldgico hepatico de parénquima.
El grupo de DE mostr6 una distribucion uniforme de hepatocitos, tanto

el ndcleo como el citoplasma se encontraba sin alteraciones relacionadas a
estrés o dafio celular. No se observé necrosis ni apoptosis, tampoco se
observaron alteraciones metabdlicas asociadas a inflamacion (Figura 19A y
20A).

Por otra parte, el parénquima hepético de los ratones del grupo DAG en
el cual se encontré la presencia microvacuolas de grasa y vasodilatacion, lo
cual podria ser asociado con indicios de alteraciones metabdlicas (Figura 19B
y 20B).

Finalmente, en los grupos experimentales DAG5 y DAG10 al observar
el parénquima hepatico se encontré una menor presencia de vasodilatacion
comparado con el grupo DAG, ademas, no se encontraron vacuolas de grasa
en el citoplasma semejante al grupo DE, lo cual podria indicar que, a pesar del
alto consumo de grasa presente en la dieta, los ratones que ingirieron el PLR
tuvieron menor afectacion a nivel celular que los ratones que solo ingirieron
DAG (Figura 19C, 19D, 20C y 20D).
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Figura 19. Micrografias de parénquima hepatico en los grupos
experimentales. A, dieta estandar; B, dieta alta en grasa; C, dieta alta en grasa
con5 % de PLR; D, dieta alta en grasa con 10 % PLR. Tincién con hematoxilina
y eosina. Aumento 10X.
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Figura 20. Micrografias de parénquima hepéatico en los grupos
experimentales. A, dieta estandar; B, dieta alta en grasa; C, dieta alta en grasa
con 5 % de PLR; D, dieta alta en grasa con 10 % PLR. Flecha, vasodilatacion;
cuadros de linea discontinua, microvacuolas de grasa. Tincion con
hematoxilina y eosina. Aumento 40X.
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6.7.2 Andlisis histopatoldgico hepético de vena central

Se observo que en las venas centrales del grupo DE mantuvieron su
estructura la cual estaba correctamente definida por la placa limitante,
ademas, no se observaron alteraciones en los hepatocitos periféricos a la vena
central (Figura 21A 'y 22A).

Durante la examinacion de la vena central del grupo DAG se observé la
presencia de vasodilatacion y de microvacuolas de grasa (Figura 21B y 22B).
En los grupos DGA5 y DAG10 solo se encontré la presencia de una leve
vasodilatacién, ademas, las venas centrales se encontraban bien definidas por
su placa limitante y hepatocitos sin alteraciones alrededor (Figura 21C, 21D,
22Cy 22D).

6.7.3 Andlisis histopatoldgico hepatico de estructura porta

Se logr6 observar que la estructura porta del grupo DE se mantuvo
delimitada y rodeada por hepatocitos acorde a la morfologia normal, no se
encontraron irregularidades estructurales con los elementos de la triada
hepatica (Figura 23A 'y 24A).

En contraste, al examinar la estructura portal en el grupo DAG, se
observd la presencia de vasodilatacion, asi como la acumulacion de

microvacuolas lipidicas (Figura 23B y 24B).

Finalmente, en el estudio de los grupos DAG5 y DAG10 muy poca
presencia de vasodilatacion comparado con el grupo DAG, también se observé
una morfologia sin irregularidades estructurales, por lo que la estructura porta
y los hepatocitos que la rodean se encontraban sin alteraciones aparentes
alrededor (Figura 23C, 23D, 24C y 24D).
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Figura 21. Micrografias de venas centrales hepaticas en los grupos
experimentales. A, dieta estandar; B, dieta alta en grasa; C, dieta alta en grasa
con 5 % de PLR; D, dieta alta en grasa con 10 % PLR. VC, vena central.
Tincién con hematoxilina y eosina. Aumento 10X.
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Figura 22. Micrografias de venas centrales hepaticas en los grupos
experimentales. A, dieta estandar; B, dieta alta en grasa; C, dieta alta en grasa
con 5 % de PLR; D, dieta alta en grasa con 10 % PLR. Flecha, vasodilatacion,
Cuadro de linea discontinua, microvacuolas de grasa; VC, vena central.
Tincién con hematoxilina y eosina. Aumento 40X.
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Figura 23. Micrografias de estructuras porta hepaticas en los grupos
experimentales. A, dieta estandar; B, dieta alta en grasa; C, dieta alta en grasa
con 5 % de PLR; D, dieta alta en grasa con 10 % PLR. EP, estructura porta.

Tincion con hematoxilina y eosina. Aumento 10X.
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Figura 24. Micrografias de estructuras porta hepaticas en los grupos
experimentales. A, dieta estandar; B, dieta alta en grasa; C, dieta alta en grasa
con 5 % de PLR; D, dieta alta en grasa con 10 % PLR. EP, estructura porta;
circulo, conducto biliar, cuadro de linea continua, arteriola hepatica; flecha,

vasodilatacion; cuadro de linea discontinua, microvacuolas de grasa. Tincion
con hematoxilina y eosina. Aumento 40X.



6.8 Andlisis histopatoldgico de rifiones
6.8.1 Andlisis histopatoldgico de corteza renal

En el analisis de corteza renal en el grupo DE se observé una apariencia
granulada, una distribucion normal de corpusculos renales y tubulos
contorneados (Figura 25A), se aprecié una morfologia sin alteraciones en la
capsula de Bowman, el glomérulo, el polo urinario, el polo vascular y en los
tubulos proximales y distales (Figura 26A), mostrando rasgos caracteristicos
de un estado normal. También fueron analizados los grupos con DAG, DAG5
y DAG10 en los cuales las observaciones fueron similares a las del grupo DE,
las imagenes histoldégicas no mostraban alguna apariencia anormal o algan
tipo de alteracion en la conformacion de la corteza, por lo que no fueron
detectadas alteraciones como atrofia glomerular, engrosamiento de la capsula
de Bowman o necrosis celular (Figura 25B, 25C, 25D, 26B, 26C y 26D).

6.8.2 Analisis histopatoloégico de médula renal

Se observo también la médula renal, en donde para en grupo de DE se
encontrd un tejido sin alteraciones aparentes dado a que se observaba una
conformacién como era lo esperado, en condiciones normales, se observaron
tubulos proximales, tubulos proximales transversales, tubulos distales y
tubulos distales transversales con buena composicion, mostraban una

definicion bien establecida y no mostraba alteracion alguna (Figura 27A 'y 28A).

Estos resultados fueron similares para el resto de los grupos
experimentales, grupo DAG, DAG5 y DAG10, en los cuales los hallazgos
encontrados en el grupo DE también fueron observados, por lo cual, tampoco
hubo alteracién en la morfologia de la medula renal de dichos grupos (Figura
27B, 27C, 27D, 28B, 28C y 28D).

54



Figura 25. Micrografias de corteza renal en los grupos experimentales. A,
dieta estandar; B, dieta alta en grasa; C, dieta alta en grasa con 5 % de PLR;
D, dieta alta en grasa con 10 % PLR. G, glomérulo. Tincion con hematoxilina

y eosina. Aumento 10X.
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Figura 26. Micrografias de corteza renal en los grupos experimentales. A,
dieta estandar; B, dieta alta en grasa; C, dieta alta en grasa con 5% de PLR;
D, dieta alta en grasa con 10% PLR. G, glomérulo; flecha, capsula de Bowman;
PU, polo urinario; PV, polo vascular; TP, tubulo proximal; TD, tubulo distal.
Tincion con hematoxilina y eosina. Aumento 40X.
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Figura 27. Micrografias de medula renal en los grupos experimentales. A,

dieta estandar; B, dieta alta en grasa; C, dieta alta en grasa con 5 % de PLR;
D, dieta alta en grasa con 10 % PLR. Tincidn con hematoxilina y eosina.

Aumento 10X.
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T e @ A& X i < .
Figura 28. Micrografias de medula renal en los grupos experimentales. A,
dieta estandar; B, dieta alta en grasa; C, dieta alta en grasa con 5 % de PLR;
D, dieta alta en grasa con 10 % PLR. TP, tubulos proximales rectos; TD,
tdbulos distales rectos; TPT, tdbulo proximal transversal; TDT, tdbulo distal
transversal. Tincion con hematoxilina y eosina. Aumento 40X.



6.9 Andlisis histopatologico de tejido cardiaco

La evaluacién del tejido cardiaco en el grupo de DE mostro la presencia
de estructuras morfolégicamente definidas, en donde se evidencio la presencia
de fibras musculares largas y ramificadas, con la forma cilindrica esperada,
también se observo la presencia del ndcleo sin alteraciones (Figura 29A).
Estas caracteristicas morfologicas fueron observadas también en los grupos
experimentales DAG, DAG5 y DAG10, los cuales, presentaban una estructura
integra sin presencia de alteraciones como hemorragias o apoptosis (Figuras
29B, 29C y 29D).

6.9.2 Andlisis histopatoldgico cardiaco de pericardio

Se analizo el pericardio del tejido cardiaco con un corte transversal del
grupo DE en el cual se observdé un nuacleo definido, sin presencia de
alteraciones como hemorragia, inflamacién, necrosis o vacuolizacién durante

la exploracion realizada (Figura 30A).

Por otro lado, en el pericardio del grupo experimental DAG fueron
encontradas microvacuolas de grasa, mismas que fueron observadas también
en los grupos DAG5 y DAG10, no obstante, la presencia de dichas
microvacuolas era mas dispersa en el tejido analizado y el diametro de estas
era menor, en cuanto a otras alteraciones como hemorragia 0 necrosis no
fueron observadas (Figura 30B, 30C y 30D).
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Figura 29. Micrografias de miocardio cardiaco en los grupos experimentales.
A, dieta estandar; B, dieta alta en grasa; C, dieta alta en grasa con 5 % de
PLR; D, dieta alta en grasa con 10 % PLR. Fecha, nudcleo. Tincion con

hematoxilina y eosina. Aumento 40X.
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Figura 30. Micrografias de pericardio cardiaco en los grupos experimentales.
A, dieta estandar; B, dieta alta en grasa; C, dieta alta en grasa con 5 % de
PLR; D, dieta alta en grasa con 40 % PLR. Fecha, nucleo; cuadro de linea
discontinua, microvacuolas de grasa. Tincion con hematoxilina y eosina.
Aumento 10X.
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7. DISCUSION

Los resultados del andlisis proximal de las dietas de los ratones
revelaron diferencias significativas en la composicion nutricional entre los
grupos experimentales. Como se esperaba, la dieta del grupo DE se destaco
por tener la concentracion més alta de proteinay una menor cantidad de grasa
en comparacion con los grupos DAG, DAG5 y DAG10. Ademas, el grupo
DAG10 presentd la mayor concentracion de fibra total, mientras que el grupo
DE tuvo el contenido méas alto de carbohidratos. Estas variaciones en la
composicion de la dieta pueden influir en los resultados observados en la

ingesta alimentaria, peso corporal y analisis de glucosa.

7.1 Ingesta alimentaria y peso corporal.

En cuanto a la ingesta alimentaria y peso corporal, es interesante
observar que, a pesar de que el grupo DE tuvo el mayor consumo de alimentos
y la mayor ingesta calorica, mostro el menor aumento de peso corporal
semanal. Esto podria sugerir que la dieta DE podria tener un efecto diferente
en el metabolismo o la utilizacion de energia en comparacion con las otras
dietas. Los grupos DAG, DAG5 y DAG10 mostraron mayores aumentos de
peso, lo que puede ser atribuido a las diferencias en la composicion de la dieta,

especialmente en términos de grasas y carbohidratos.

En un estudio similar de Roopchand y colaboradores en el 2015
investigaron el efecto de la ingesta Polifenoles de Uva Concord (PU) y una
matriz alimentaria rica en proteinas, como el Aislado de Proteina de Soya
(APS) en la induccion de sindrome metabdlico a través de una dieta alta en
grasaratones C57BL/6J, analizaron la ingesta alimentaria durante 12 semanas
y el aumento de peso corporal, encontraron que el consumo de calorias fue
similar entre los grupos de dieta alta en grasa, por lo cual concluyeron que el
consumo de la dieta fue estable y no obtuvieron diferencias significativas para

ninguno de sus grupos por lo que atribuyeron que las dietas tenian una
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palatabilidad equivalente. No obstante, encontraron que la dieta alta en grasa
con 10 % PU-APS reduce el peso Yy la adiposidad en ratones, pero no la ingesta

de alimento ni la masa magra (Roopchand et al., 2015).

Por su parte Lee y colaboradores realizaron en estudio en el 2009 con
ratones C57BL/6J alimentados con una dieta rica en grasas y colesterol
suplementada con o sin lechuga de hojas pigmentadas de rojo (Lactuca sativa)
en el cual pudieron observar que después de 4 semanas de DAG y colesterol
con 8 % de hoja de lechuga pigmentada roja liofilizada, la ingesta de alimentos
no fue significativamente mayor al compararlo con los grupos control (Lee et
al., 2009), en contraste con lo analizado con la DAG sin o con 5 % de PLR, en
la cual la ingesta de alimento fue estadisticamente menor que la DE, sin
embargo, no se encontraron diferencias entre la ingesta de alimento entre los
grupos DE y DAG10.

Asi mismo Cheng y colaboradores en el 2016 abordaron la capacidad
de la lechuga Escarlata Rutgers con alto contenido fendlico para atenuar el
sindrome metabdlico en ratones alimentados con una Dieta Muy Ata en Grasa
(DMAG) durante 13 semanas, en la cual encontraron que con la DMAG
complementada con lechuga Escarlata Rutgers o verde, los ratones
consumieron inicialmente mas calorias en comparacion con los ratones con la
DE, pero la ingesta calorica promedio fue similar durante la duracion del
experimento (Cheng et al., 2016). Estos resultados tienen cierta semejanza a
los del presente estudio, debido a que inicialmente la ingesta calérica era
similar entre los grupos y al final del estudio no se encontré diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos DE y DAG10.

Cho y colaboradores durante el 2010 realizaron un estudio experimental
en el cual estudiaron la eficacia del acido clorogénico en ratones con obesidad
inducida con una DAG en comparacion con el &cido cafeico, en el cual después
de 8 semanas encontraron que el peso corporal final de los ratones

alimentados con una dieta rica en grasas fue significativamente mayor que el
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de los ratones alimentados con una dieta normal. Sin embargo, los
suplementos de acido cafeico y acido clorogénico redujeron significativamente
el peso corporal en comparacion con el grupo de control alto en grasa (Cho et
al., 2010). Si bien en el presente estudio los grupos alimentados con DAG con
y sin PLR presentaron mayor aumento de peso en comparacion con el grupo
DE, se observo que en cuanto al tejido adiposo los grupos suplementados no
mostraban diferencias estadisticamente significativas con el grupo DE. Lo cual
podria sugerir que la suplementacién con PLR ejerce un efecto protector ante
el desarrollo de tejido adiposo y que el aumento de peso puede asociarse al
aumento de otros componentes corporales como masa muscular o agua, por

mencionar algunos ejemplos.

Acorde Hariri y Thibault en 2010, la energia proveniente de grasas
ejerce una influencia mas significativa en el aumento de peso corporal en
comparacion con la energia derivada de fuentes no grasas. La termogénesis
inducida por la dieta representa el gasto energético asociado con la digestién,
absorcion y almacenamiento de nutrientes, resultando en una pérdida
energética del 2—3 % para las grasas, del 25—-30 % para las proteinas y del 6—
8 % para los carbohidratos. Por lo tanto, la eficiencia en la utilizaciéon de
nutrientes puede variar segun los macronutrientes, siendo las grasas las méas
eficientes con un rendimiento del 97-98 %, mientras que las proteinas
presentan una eficiencia del 70-75 % y los carbohidratos del 92-94 %.
Ademas de esto, se requiere un gasto energético adicional para sintetizar
acidos grasos de cadena larga a partir de glucosa o aminoacidos, a diferencia
de las grasas dietéticas que contienen &cidos grasos de cadena larga ya
formados (Hariri & Thibault, 2010).

7.2 Andlisis de glucosa, insulina y resistencia a la insulina.
El analisis de glucosa revela resultados interesantes, donde el grupo
DE muestra niveles mas bajos de glucosa sérica en comparacion con el grupo

DAG. Ademas, el grupo DAG10 muestra niveles de glucosa sérica mas bajos
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gue los demas grupos, lo que sugiere un efecto positivo del componente
dietético (PLR) incorporado a una concentracién del 10%. Estos resultados
son respaldados por la comparacion de las muestras de glucosa inicial y final,
donde el grupo DE y DAG10 muestran niveles similares al principio y al final,

indicando cierta estabilidad en los niveles de glucosa.

En cuanto al andlisis de insulina e indice HOMA-IR, se observa que el
grupo DE tiene niveles mas bajos de insulina en comparacién con los grupos
DAG y DAGS5, lo cual puede indicar una mejor sensibilidad a la insulina en el
grupo DE. El grupo DE también muestra niveles mas altos de insulina que el
grupo DAG10, lo que sugiere un efecto beneficioso del PLR en la sefializacion
de insulina. Los resultados del indice HOMA-IR son consistentes con los
niveles de insulina, indicando resistencia a la insulina en los grupos DAG,
DAGS5 y DAG10.

En un estudio similar Cheng y colaboradores en 2014 desarrollaron un
modelo de ratén con Obesidad Inducida con Dieta (OID) en el cual los ratones
fueron alimentados con DMAG para generar obesidad, hiperglucemia y
resistencia a la insulina, mediante una prueba aguda de glucosa en sangre en
ayunas observaron que el tratamiento con Lechuga Escarlata Rutgers (LER)
liofilizado y en polvo en dosis alta y baja, redujo la glucosa en ayunas y mejora
de la respuesta a la insulina medida por la prueba de tolerancia a la insulina,
esto comparado con el grupo control que no tuvo ingesta de LER (Cheng et al.,
2014). Estos resultados fueron similares a los observados con el PLR donde
los ratones con DAG5 y DAG10, tuvieron resultados de glucosa como los del

grupo DE.

Por otro lado, en 2017 Sampath y colaboradores encontraron que una
DAG con catequina de té verde en alta concentracion mostré una disminucion
significativa en los niveles de glucosa en sangre en comparacion con el grupo
DAG solamente (Sampath et al., 2017). Mientras que Jeong y colaboradores

en 2021 en ratones con diabetes inducida y DAG, el indice HOMA-IR en
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ratones que se alimentaron con extracto de lechuga fermentada se redujo
significativamente en comparacion con los ratones que se alimentaron con el

estandar (Jeong et al., 2021).

En un estudio realizado en 2016 por Chadchan y colaboradores en el
cual estudiaron los efectos antidiabéticos de hojas de lechuga espinosa
(Lactuca Scariola Linn.) en ratas macho con diabetes inducida por aloxano y
tratadas con niquel (Il), encontraron que las hojas de lactuca scariola en
suplementacion aguda o subcrdénica mostraron una mayor tolerancia a la
glucosa y una mayor regulacién hipoglucemiante del azlcar en sangre en ratas
diabéticas, esto fue asociado a los componentes bioactivos presentes
(Chadchan et al., 2016).

7.3 Perfil de lipidos.

En lo que concierne a los resultados obtenidos a niveles séricos, el
consumo del PLR en una dieta alta en grasa, se observé que hubo una menor
concentracion de colesterol libre en el grupo DAG10 que en el grupo DAGS5,
aungue ambos presentaban menor concentracion que el grupo DAG.
Asimismo, el colesterol total también fue menor en el grupo DAG10
contrastado con los grupos DAG5 y DAG10. Estos resultados asocian que el
consumo del PLR inhibe las concentraciones de colesterol libre y total siendo

relacionada la cantidad del consumo del PLR para mejores resultados.

Un estudio publicado por Kim y colaboradores en 2009 reporté que el
colesterol total en plasma disminuy6 significativamente en los ratones
alimentados con mezcla de vegetales de hoja (espinacas, lechuga, acelgas)
en comparacion con los ratones de control (DAG y colesterol), sugiriendo que
el consumo regular de una combinacion de vegetales altamente antioxidantes
puede mejorar los perfiles de lipidos plasmaticos (M. Y. Kim et al., 2009).
Ademas, en el 2016 Abid y colaboradores, observaron que el fruto de la planta
Cassia fistula L. (Caesalpiniaceae) presentaba propiedades hipolipidemicas y
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antioxidantes en ratones alimentados con una DAG, esto al presentar una

disminucion en el colesterol total (Abid et al., 2016)

Por otro lado, Veeramani y colaboradores estudiaron el efecto protector
contra la acumulacion de lipidos de la Lavatera critica (LC), un vegetal verde,
en ratones macho C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasas durante
10 semanas, donde observaron que este vegetal verde (Lavatera critica)
lograba presentar una disminucién en los niveles de colesterol toral y la
prevencion de un mayor aumento en el peso corporal comparado con ratones
gue solo habian sido alimentados con una DAG (Veeramani et al., 2017), estos
resultados presentando similitudes con los del PLR y mostrando los efectos de
la suplementacion de vegetales verdes en la disminucion del colesterol total

en ratones alimentados con DAG.

Por su parte, Inzunza-Soto y colaboradores en un estudio donde se
observaron los beneficios para la salud del orujo de oliva (OO) al 10% y 20%
ante DAG. Analizaron el colesterol VLDL, LDL y HDL en ratones alimentados
con DAG y OO al 10% y 20%, también se usaron dietas DBG y DAG como
controles, no obstante, no encontraron diferencias estadisticas significativas
(Inzunza-Soto et al., 2021)

7.4 Ganancia de peso en Organos.

En los resultados obtenidos en el presente estudio no se encontro
diferencia alguna entre el peso del corazén entre los cuatro grupos
observados, asi mismo, el peso en riflones no demostré diferencias entre
grupos, por su parte, el peso en higado si present6 diferencias en donde se
observd una menor ganancia de peso en higado en el grupo DAG10
comparado con los grupos DAG y DE. También se encontré una menor
ganancia de tejido adiposo en los ratones que fueron alimentados con el PLR,
sin embargo, estos resultados no obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas comparados con los grupos control.
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En un estudio realizado por Lee y colaboradores en 2018, se
examinaron los mecanismos subyacentes en ratones con obesidad inducida
mediante DAG y los efectos antiobesidad de la suplementacién de Tetragonia
tetragonoides (Pall.) Kuntze, también llamada espinaca de Nueva Zelanda
(ENZ). Los ratones fueron alimentados con una dieta normal en grasas (DNG);
DAG; DAG con 75, 150 o 300 mg/kg de extracto de ENZ; o 245 mg/kg de
extracto de Garcinia cambogia (GC). Encontraron que después de 8 semanas
el peso del higado fue significativamente menor en el grupo DNG, los tres
grupos DAG + NZS y el grupo GC en comparacion con el grupo DAG. El peso
del rifion fue significativamente menor en el grupo NFD, pero no difiridé en los
grupos DAG + ENZ y el grupo GC en comparacion con el grupo DAG (Y. S.
Lee et al., 2018).

Asimismo, Seo y colaboradores, cuando estudiaron los efectos de una
DAG suplementada con harina de semilla de uva Chardonnay durante 6
semanas. Encontraron que logro reducir significativamente del peso del higado
y del tejido adiposo en comparacién con ratones que consumieron DAG como
grupo control. Estos resultados fueron asociados por el autor al efecto que
ejerce la harina de semillas de uva Chardonnay sobre la obesidad inducida
mediante DAG est4 estrechamente relacionado con la modulacion de la

microbiota intestinal (Seo et al., 2017).

En el estudio de Inzunza-Soto y colaboradores, previamente
mencionado, donde se observaron los beneficios para la salud del orujo de
oliva al 10 % y 20 % ante DAG los resultados no mostraron diferencias
significativas en el peso del higado ni en rifiones. A pesar de que el peso del
tejido adiposo fue mayor para la DAG en comparacion con las DAG 10 %y 20
% OO y la DE, no hubo diferencias significativas para la DE y las DAG con 10
% orujo de oliva. La ganancia de tejido adiposo fue més baja con las dietas
con 20 % de orujo de oliva, estos resultados fueron asociados acorde a los

autores, con la alta concentracion de fibra y fenoles presentes en el OO
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(Inzunza-Soto et al., 2021). Estos resultados presentan similitudes con los
obtenidos con el PLR donde fue observado menor ganancia de tejido adiposo,
aungue no presenta diferencias significativas, lo que da pie a seguir analizando

los efectos de dicho producto en la ganancia de tejido adiposo.

7.5 Andlisis histopatologicos
Mediante el analisis histologico de los 6érganos de los ratones tratados
con las diferentes dietas se busc6 observar aquellos cambios o alteraciones

gue pudieran generarse a nivel celular.

Los riflones son reconocidos por varias funciones, tales como excrecion
de desechos metabolicos, regulacion del pH, osmolaridad y presion cardiaca,;
mediante el cuadro clinico que se presenta con el SM estas funciones pueden
verse comprometidas. En el analisis del tejido renal no se encontraron
alteraciones con las dietas experimentales; sin embargo, en un estudio
realizado por Momoh y colaboradores en 2022, el grupo de control obeso de
ratas Winstar mostro inflamacion aguda, lo que indicaba lipotoxicidad aguda a
las 12 semanas de intervencion con DAG. Ademas, se incluyeron 2 grupos
mas los cuales eran alimentados con DAG suplementada con 10 % y 20 % de
hojas molidas de Allium cepa, conocida comunmente como cebolla, los cuales
mostraron una inflamacion moderada y leve (Momoh et al., 2022). Por lo
anterior, es importante mencionar que, en las condiciones evaluadas, el
consumo de PLR es seguro en un consumo de hasta 12 semanas, incluso en

combinacion con DAG.

Durante el estudio del tejido cardiaco ante la respuesta a las dietas
experimentales se observd que la DAG generaba una acumulacion de
vacuolas de grasa en el pericardio dispersas en el tejido, presente en
aproximadamente el 20 % de los ratones con DAG. Algunos autores
mencionan la existencia de teorias que describen la relacion entre la DAG y la

generacion de enfermedades cardiovasculares, esto lo asocian al aumento de
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inflamacién durante la ingestas de DAG la cual genera cambios estructurales
y metabdlicos. Dichos cambios los han atribuido a la intensificacion del estrés
oxidativo durante la ingesta de la DAG y la posterior activacion del complejo
inflamatorio, que conduce a la activacion y secrecion de citoquinas (IL-1B e IL-
18) (Pakiet et al., 2020). Por otro lado, los ratones suplementados con el PLR
desarrollaron mucho menor concentracibn de microvacuolas de grasa,
sugiriendo que, a pesar de que la DAG favorece la acumulacion lipidica en el
tejido, el PLR puede ejercer una especie de reaccion protectora y podria
contribuir a la prevencion del desarrollo de enfermedades cardiovasculares
como disfuncion cardiaca, infarto de miocardio o insuficiencia cardiaca(Tune
et al., 2017).

En los resultados obtenidos a partir del analisis histolégico de tejido
hepéatico se puede sugerir que el PLR ante una ingesta de DAG genera un
efecto protector al inhibir la formacion y desarrollo de esteatosis, esto al
encontrar una mayor concentracion de microvacuolas de grasa en el grupo de
DAG sin ingesta de PLR, ademas de, una mayor presencia de vasodilatacion,
estos resultados podrian dilucidar el comienzo de la formacion de EHGNA.
Deng y colaboradores realizaron un estudio en el cual introdujeron un modelo
de alimentacion intragastrica para la induccion de esteatohepatitis, donde los
ratones fueron alimentados con DAG por 9 semanas por via intragastrica, lo
gue no solo resulté en la generacion esteatohepatitis con fibrosis inicial sino
también en sobrepeso, aumento de grasa visceral, intolerancia a la glucosa y
aumento de la expresion de adipocitocinas en el tejido adiposo blanco (Deng
et al., 2005), lo cual asevera los resultados del presente estudio, ya que los
ratones a pesar de ingerir una DAG, el PLR le brinda una proteccion de dafio

hepatico.

En un estudio por Tan y colaboradores demostraron que con diez
semanas de DAG indujeron enfermedad de higado grado en ratas SD. las

ratas con DAG generaron caracteristicas para la determinacion del SM vy el
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HGNA, incluido el desarrollo de hiperinsulinemia y aumento en el indice
HOMA. Mientras que a partir de histologia observaron lesiones de HGNA
incluida la esteatosis, la inflamacion lobulillar y portal, la lesion de hepatocitos

en forma de globo y la fibrosis (Tan et al., 2013).

Acorde a lo estudiado por Zhang y colaboradores la acumulacion de
grasa en el higado puede ser un fuerte indicador de la desregulacion
metabdlica inducida por una DAG, por lo tanto, en su estudio se investigaron
los parametros fisioldgicos, histolégicos y bioquimicos en ratones mediante
seis grupos de intervencion: grupo de control (Con), DAG, grupo de dieta baja
en grasa (DBG), DAG +8 % Fibra Funcional (FF), DAG +12 % FF y DAG +12
% FF + antibidticos. Encontraron mediante tincion H&E del tejido hepatico que
la suplementacion con 8 % o0 12 % de fibra funcional podria aliviar la esteatosis
hepatica (Zhang et al., 2022).

Por su parte, Xiao y colaboradores en el 2013 estudiaron los efectos del
acido chicérico para la prevencién de la obesidad y atenuar la esteatosis
hepatica en ratones con DAG. Observaron que mediante un examen
histologico que las secciones de higado de ratones del grupo DAG mostraron
una vacuolizacion intracelular visible y una marcada acumulacion de lipidos,
pero el grado de esteatosis hepatica se alivid significativamente con el
tratamiento con acido chicérico de una manera dependiente de la dosis. Dicho
acido es encontrado generalmente en diversas plantas y vegetables
comestibles y se ha informado que presenta propiedades funcionales como

antioxidantes, antivirales e inmunorregulacién (Xiao et al., 2013).

En resumen, estos resultados sugieren que la composicion nutricional
de la dieta, en particular la presencia del componente dietético PLR, tiene un
impacto significativo en la ingesta alimentaria, el peso corporal, los niveles de
glucosa y la sensibilidad a la insulina en ratones, asi como menor dafio a nivel

celular en érganos como rifion, corazon e higado. Sin embargo, se requieren
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estudios adicionales para comprender completamente los mecanismos

subyacentes detras de estos efectos y su relevancia para la salud metabdlica.
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8. CONCLUSIONES
Las dietas altas en grasa suplementadas con diferentes
concentraciones de polvo de lechuga Romaine presentan mayores
concentraciones de fibra que las dietas control.
El consumo de una dieta alta en grasa suplementada con polvo de
lechuga Romaine disminuye los niveles de glucosa en sangre.
El consumo de una dieta alta en grasa suplementada con 10 % de
polvo de lechuga Romaine inhibe las concentraciones de insulina en
sangre.
La suplementacion de polvo de lechuga Romaine al 10 % propicia
menor concentracion de colesterol total en sangre, asi mismo, en
concentraciones de 5 % o 10 % disminuye el colesterol libre en
sangre en sujetos alimentados con dieta alta en grasa.
El consumo de una dieta alta en grasa suplementada con 5 % o 10
% de polvo de lechuga Romaine no genera cambios en el peso de
corazén y rifiones, pero si disminuye el peso en higado y la
acumulacién de tejido adiposo en relacion con la ingesta.
Laingesta del polvo de lechuga Romaine no genera dafio histologico
en higado, corazon y rifidn. Ademas, en higado y corazén inhibié la
formacion de microvacuolas de grasa en relacion con la ingesta, en

sujetos con dieta alta en grasa.
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9. RECOMENDACIONES
Los resultados obtenidos en el presente estudio son prometedores, sin
embargo, se pueden generar mayores resultados y mas evidencia que ayude
a elucidar el efecto del PLR sobre los componentes del SM. Para esto se

podria;

Analizar el efecto del PLR en diferentes concentraciones, mayores a las
ya estudiadas para observar si hay efectos mas potentes, como menores

ganancias de peso corporal o menor generacion de tejido adiposo.

Estudiar el efecto del PLR en la microbiota intestinal, con finalidad de
observar si hay un aporte beneficioso de la suplementacion con PLR y un
efecto protector ante el desarrollo de SM. Asi como posibles efectos en

patrones conductuales.

Observar los efectos del PLR suplementado con otros modelos
alimenticios, como en la dieta de cafeteria, la cual asemeja la dieta habitual de

consumo humano o una dieta alta en sacarosa.
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INTRODUCCION

En la actualidad las hojas exteriores de la lechuga
Romaine son desechadas en el campo durante el periodo
de cosecha, conservando solo los corazones (parte
central) del producto. Este desperdicio implica una gran
pérdida alimentaria. A partir de estas hojas se realizé un
polvo el cual, en las pruebas evaluativas realizadas
previamente, destacaron una alta capacidad antioxidante,
niveles elevados de fibra y alta concentracion de Fenoles
Solubles Totales (FST) (Avena-Bustillos et al, 2022),
dandole un enfoque nutricional y terapéutico.

Se ha investigado acerca de los tratamientos mas
favorecedores para el Sindrome Metabdlico (SM), el cual
se describe como una serie de anomalias metabdlicas
asociadas con la adiposidad visceral. Estos trastornos
incluyen resistencia a la insulina, hiperglicemia,
dislipidemia y obesidad (Mendrick et al., 2018).

Tanto la fibra como los polifenoles presentes en la dieta
han destacado en el tratamiento de SM, mismos que se
encuentran presentes y en alta concentraciones en el
polvo de desechos agricolas de lechuga Romaine
(PDALR). b

-

OBJETIVO

Evaluar el efecto preventivo de un producto en polvo de
desechos agricolas de lechuga Romaine en la induccion
de sindrome metabdlico en un modelo murino con dieta
alta en grasa.

METODOLOGIA

Se asignaron ratones por rango de peso en cuatro grupos
con 6 ratones cada uno durante 12 semanas.

Se registrd la ingesta alimentaria 5 veces por semana, asi
como peso corporal y glucosa una vez por semana. Al
final se midi6 la glucosa sérica y tras el sacrificio, se
obtuvo peso en higado y tejido adiposo.
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Figura 1. Consumo alimentario promedio semanal
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Figura 5. Concentraciones de glucosa al inicio y

al final del estudio. *, P < 0.05, **, P < 0.005.
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Figura 5. Peso promedio de higado expresado en

gramos. *, P < 0.05.
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Figura 2. Ganancia de peso corporal semanal
expresado en porcentaje.
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Figura 4. Concentraciones de insulina por grupo.
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Figura 6. Resistencia a la insulina determinada a
partir del indice HOMA. *, P < 0.05. Resistencia a
la insulina = HOMA 2 3,8.
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Figura 6. Peso promedio de tejido adiposo
expresado en gramos. **, P < 0.005.

Los hallazgos del presente estudio sugieren que la suplementacién dietética con un producto en polvo de desechos agricolas de lechuga Romaine reduce las
concentraciones de insulina, niveles de glucosa, peso de higado y tejido adiposo.
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ANEXO 4. Presentacion Virtual “Health Benefits of Upcycled Romaine
Lettuce Powder Against mice’s Metabolic Syndrome”

USDA
=
_ United States Department of Agriculture

Research, Education, and Economics
Agricultural Research Service

February 23, 2023
To Whom It May Concern:

| hereby certify that Karla Fernanda Garcia Rocha, Master of Sciences candidate at the Faculty of Nutrition
and Gastronomy of the Autonomous University of Sinaloa (UAS) gave a virtual presentation through Teams
on February 23, 2023 from 10:00-11:00 AM PST on “Health benefits of upcycled Romaine lettuce powder

against mice’s metabolic syndrome” for an audience of 9 participants from UAS and 7 participants from
Agricultural Research Services at Western Regional Research Center Healthy Processed Foods Research

unit at Albany CA, and Crop Improvement and Protection Research Unit at Salinas CA.

Health benefits of upcycled Romaine lettuce powder against mice’s metabolic syndrome.
Abstract

Romaine lettuce outer leaves are discarded in the field during harvesting, presenting a great opportunity
for upcycling. We previously developed a Romaine lettuce powder (RLP) from discarded outer leaves with o
high antioxidant capacity, high levels of fiber, and a high concentration of total soluble phenolics. In this
study, we evaluated health benefits and preventive effects of RLP in induction of metabolic syndrome in
high-fat diet fed ta mice. Supplementation with 10% RLP in the high-fat diet lowered glucose and insulin
levels and prevented the development of insulin resistance in mice. Moreover, adipose tissue weight was
lower in mice fed with a high-fat diet supplemented with 10% RLP compared to mice fed with a control
high-fat diet. Liver weight also was lower in mice fed with a high-fat diet supplemented with 10% RLP
compared to low-fat diet and high-fat diet groups, suggesting a positive effect of lettuce powder on liver
health. Qur results indicate that incorporating RLP inta mice diet has significant health benefits against
metabolic syndrome.

Sincerely,

COID

Roberto de Jesus Avena-Bustillas, PhD, CFS
Research Agricultural Engineer
Healthy Processed Foods Research

Westemn Regional Ressarch Center
200 Buchanan 5t., Albamy, CA 84710
Woice 510.550.5854 Fax 510.559.5851 Cell 530.383.2792 E-mail roberto.avenaffusda.gov
USDA is an Equal Opportunity Employer
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ANEXO 5. Publicacion de articulo cientifico “Upcycled Romaine Lettuce
Powder as a Dietary Supplement for Control o f Metabolic Syndrome”
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Upcycled Romaine Lettuce Powder as a Dietary Supplement for
Control of Metabolic Syndrome

Karla Garcia-Rocha, Andrea Capaceta-Osuna, Alicia Ochoa-Acosta, Roberto J. Avena-Bustillos,
Ulises Osuna-Martinez, Feliznando Isidro Cardenas-Torres, Wallace H. Yokoyama, Tara H. McHugh,
and Eli Teran-Cabanillas*

Cite This: httpsy/doiorg/ 101021/ acsfoodscitech. 3000204 E Read Online
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ABSTRACT: Romaine lettuce outer leaves are discarded in the field during harvesting, presenting an opportunity for upcycling. We
previously developed a romaine lettuce powder (RLP) from discarded outer leaves with high antioxidant capacity, high levels of
fiber, and high concentration of total soluble phenolics. In this study, we evaluated the health benefits and preventive effects of RLP
in metabolic syndrome (MS) induced by a high-fat diet fed to mice for 12 weeks. Supplementation with 10% BLP in a high-fat diet
lowered glucose and insulin levels and prevented the development of insulin resistance in mice. Moreover, adipose tissue weight was
lower in mice fed with a high-fat diet supplemented with 10% FLP compared to mice fed with a control high-fat diet. Liver weight
was also lower in mice fed with a high-fat diet supplemented with 10% RLP compared to those fed with low-fat and high-fat diet
groups, suggesting a positive effect of lettuce powder on liver health. Here, we show that BLP has a preventive effect on MS by
regulating body weight, lowering lipid levels, and improving glucose metabolism. Our results indicate that incorporating RLP into
mice’s diet has potential health benefits.

KEYWORDS: romaine letfuce, upcycling, metabolic syndrome, dictary supplement, fiber, antioxidants, phenolics

B INTRODUCTION chronic diseases. Phytonutrients present in lettuce leaves have
Global food waste is 2 complex issue that arises during different been IHOE“'_'I’“:I for their health benefits, including a lower
stages of agricultural production, particularly during processing incidence of cardic:r:ascular and neorodegenerative diseases,
and postharvesting. Shockingly, about 14% of the world's food cancer, and obesity.

production is lost between the harvest and retail 5tages_' Metabolic syndrome (MS) is described as a series of
Consumer demand for aesthetically perfect fruits and vegetables anomalies associated with an increased level of visceral white
leads to the disposal of products that do not meet these adipose tissue. These disturbances include insulin resistance,

standards, which could have been used as food > Additionally, hypertension, and dyslipidemia."’ The prevalence of MS is not
the outer parts and extremities of fruits and vegetables, which are well-defined, as varistions in criteria and diagnosis between
often discarded during processing and cutting, contain valuable organizations or authors are often observed. To induce the
binactive compounds that can be used in the production of development of obesity and MS within an animal modl,

ical I =% The disposal of such prod
nutraceutical supplements @ cispossl of such procucts hypercaloric diets rich in carbohydrates or fats are wtilized.

leads to environmental issues.” To address this problem, the : * ) l
United Nations signed Agenda 2030 and its 17 Sustainable These diets cause the development of obesity, hyperiension,
Development Goals (SDGs) in 2015, Objectives 2 and 9 of the alterations in glucose hom;:ustasis, dyslipidemia, and non-
SDGs focus on sustainability in agriculture and industry and alcoholic fatty liver disease.'”

provide solutions to issues concerning waste disposal and food Currently, romaine lettuce outer leaves are discarded in the
waste. Therefore, there is a growing emphasis on adopting a field during the harvest period, keeping only the produect’s hearts
circular economy approach that promotes sustainability and for commercial trade. This waste implies significant food and
reduces the environmental impact of various materials, including economic loss. The discarded outer leaves also represent a

food 'I:l].l'pron:lucu_'_"'s

Romaine lettuce (Lactuca sativa L.) is one of the most
consumed vegetables around the world due to its crunchy, fresh
green appearance, and pleasant aroma, as well as the presence of
bioactive phytochemicals, such as phenalic compounds.”
Despite being approximately 95% water, lettuce is 2 source of
carotenoids such as lutein, zeaxanthin, and f-carotene, vitamins
E and C, and a variety of nonvitamin secondary metabolites
(phytochemicals), which are thought to reduce the incidence of

disadvantage in terms of nitrogen management in agricultural
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