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RESUMEN

La nuez pecana (Carya illinoinensis) es una especie endémica del Norte del pais en
donde es cultivada con fines comerciales principalmente en el estado de Chihuahua.
La porcion comestible de la nuez estda compuesta en su mayoria por aceite, pero la
composicion del aceite se ve afectada por factores como la localizacion geografica y
otras mas, y que en conjunto hacen que la concentracion de fitoquimicos presente
variaciones. Entre los fitoquimicos en el aceite de la nuez se encuentran acidos
grasos mono y poliinsaturados, fitoesteroles, vitamina E y polifenoles, los cuales se
consideran compuestos bioactivos con capacidad de ejercer diversos efectos sobre
la salud. Entre estos efectos destacan la disminucion de colesterol sérico y la
prevencion del estrés oxidante. De acuerdo a esto se caracterizé el aceite nueces
cultivadas en tres diferentes regiones del estado de Chihuahua (Ricardo Flores
Magon, Delicias y Jiménez). Se encontré que la composicion de acidos grasos
presenta diferencias estadisticas entre region, al igual que los fitoesteroles vy
tocoferoles; mientras que no hubo diferencia entre los compuestos polifendlicos. La
capacidad antioxidante también se vio afectada y la estabilidad oxidativa se relaciona
con la presencia de acidos grasos insaturados.

Se evaluo también la actividad biologica del aceite de la nuez, polifenoles de nuez y
la nuez completa en ratas que consumieron dietas altas en grasa por un periodo de
nueve semanas. Se encontré que la nuez completa disminuy6 la concentracion de
lipidos séricos (principalmente LDL), lo cual fue probablemente mediado por el
aumento en la expresién del mMRNA de la apolipoproteina B y el receptor de LDL en
el higado. La nuez completa también previno la hiperleptinemia, estimul6 el sistema
antioxidante endogeno en el higado y redujo la peroxidacion lipidica en ese mismo
organo. Los polifenoles de la nuez impidieron que los lipidos séricos se elevaran.
También ejercieron una proteccién al tejido hepatico y cardiaco al estimular al
sistema antioxidante endogeno y disminuir la peroxidacion lipidica. El aceite de la
nuez disminuyo la concentracion de triacilgliceroles séricos. Los mayores efectos se

presentaron cuando la nuez se administro completa.



ABSTRACT

Pecan nuts (Carya illinoinensis) are an important crop endemic to the north of Mexico
where it is cultivated mainly in the state of Chihuahua. The edible portion of the nut is
mostly oil, but the composition of the oil is affected by factors such as geographic
location and others which will produce variations in the phytochemical compounds
present therein. The phytochemicals in pecan oil are mono and polyunsaturated fatty
acids, phytosterols, vitamin E and polyphenols, all of which are considered bioactive
because they are able to exert a number of effects on the health of the organism that
consumes them. Some of those effects are a reduction in serum cholesterol and
preventing oxidative stress. Because of this we characterized the oil extracted from
pecans cultivated in three different regions of the state of Chihuahua (Ricardo Flores
Magon, Delicias and Jiménez). We found that the fatty acid composition was different
within growing location as were phytosterols and tocopherols. There was no
difference in the concentration of polyphenolic compounds. Antioxidant capacity was
affected, the oxidative stability was related to the presence of unsaturated fatty acids.

Pecan oil, pecan polyphenols and whole pecan bioactivity was also analyzed in rats
that were fed high fat diets during a nine week period. It was found that whole pecan
lowered serum cholesterol (mainly LDL), which was probably mediated through an
increase in the mRNA expression of apolipoprotein B and the LDL receptor in the
liver. The endogenous antioxidant system was stimulated by the whole pecan while
also decreasing lipid peroxidation and preventing hyperleptinemia. Pecan
polyphenols prevented an increase in serum lipids. Pecan polyphenols also were also
hepatoprotective and cardioprotective by producing an increase in the endogenous
antioxidant system and preventing lipid peroxidation. Pecan oil decreased serum
triacylglycerol concentration. The strongest effects were seen when pecan was

administered whole.
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1 INTRODUCCION

1.1 Nueces y sus compuestos bioactivos

Los compuestos energéticos y no energéticos obtenidos a partir de la dieta tienen un
papel importante sobre la salud y bienestar del organismo que los consume, ya sea
positivo o negativo. Existe por lo tanto la rama de los alimentos funcionales, la cual
tiene como objetivo utilizar a los alimentos no solamente para saciar el hambre y
proporcionar energia metabdlica, sino que promuevan un estado de salud,
prevengan la aparicion de algunas enfermedades y mejoren la calidad de vida
(Roberfroid, 2000). Entre los posibles alimentos funcionales se encuentran las
nueces, las cuales son alimentos que aportan una gran variedad de compuestos a la
dieta del ser humano, incluso a algunas de ellas se les ha atribuido un efecto
benéfico sobre la salud (St-Onge, 2005). Se ha establecido de manera clara la
relacion entre el consumo de frutas y vegetales con una disminucién en el riesgo de
padecer diversas enfermedades (Maynard, Gunnell, Emmett, Frankel, & Davey
Smith, 2003), sin embargo el consumo de nueces no han sido resaltado sino hasta
épocas mas recientes en paises como Estados Unidos, Canada y Espaina en donde
se han establecido guias de alimentacion que incluyen nueces. Mas aun la FDA (del
inglés Food and Drug Administration) de Estados Unidos permite a fabricantes de
alimentos etiquetar en ciertos productos que el consumo diario de una onza (28.3 gr)
de nuez es capaz de reducir el riesgo de enfermedades cardiacas en la poblacion
general (FDA, 2003).

El consumo de diversos tipos de nueces parece estar relacionado con una
disminucién en el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 (Casas-Agustench et al., 2009;
Kris-Etherton, Hu, Ros, & Sabate, 2008) y enfermedades cardiovasculares (Cortes et
al., 2006) posiblemente debido a su capacidad de impactar sobre el estado oxidante
de las células y modificar vias inflamatorias, las cuales pueden ser consideradas
como un factor clave para el desarrollo de estos padecimientos (Jiang et al., 2006).
El efecto de las nueces también puede ser agudo, ya que su consumo en seres

humanos tiene un efecto inmediato después de su ingesta cuando se administra una
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comida en donde el 75 % de las calorias provienen de nueces, observandose un
aumento en la concentracion sérica de polifenoles y una disminucién en la
peroxidacion lipidica plasmatica (Torabian, Haddad, Rajaram, Banta, & Sabate,
2009).

La nuez C. illinoinensis es conocida como nuez pecan o pecanera, pertenece a la
familia Junglandaceae y es nativa del Sur de los Estados Unidos y Norte de México
(Prado, Aragao, Fett, & Block, 2009a). Actualmente se han extendido las regiones en
donde se cultiva debido a intereses comerciales, llegandose a encontrar en Australia,
Sudafrica, Israel y Sudamérica (Prado, Aragéo, Fett, & Block, 2009b). El nombre de
pecan proviene de pacaan, una palabra del idioma Indio Algonquino que se refiere a
“todas las nueces que se necesita una piedra para quebrarlas” (Venkatachalam et
al., 2007). En nuestro pais la nuez es un producto comercial de alta importancia
nutritiva asi como econdmica, en particular para el estado de Chihuahua ya que es
ahi en donde se produce la mayor parte de la nuez del pais. La estadistica mas
reciente indica que en el afo de 2008 se produjeron aproximadamente 79,000
toneladas en todo el pais; 54,000 de las cuales fueron producto del estado de
Chihuahua, lo cual se tradujo en un valor comercial de $2,922,000,000 (SAGARPA,
2010, 2011). En la Figura 1 se presenta una imagen ilustrativa de la nuez C.

illinoinensis con y sin cascara.

Figura 1. La nuez C. illinoinensis con y sin cascara
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Dentro de los compuestos presentes en la nuez con posible actividad biolégica se
encuentran los acidos grasos, fitoesteroles, vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles) y
polifenoles. Sin embargo la concentracion de estas moléculas se puede afectar por
diversos factores en donde crece el arbol (clima, practicas de cultivo, caracteristicas
del suelo, edad del arbol, entre otras) las cuales en conjunto afectaran la calidad
alimenticia de la nuez (Ronald & Ronald, 2008).

1.1.1 Acidos grasos

El contenido de lipidos de las nueces fluctua entre aproximadamente 50 y 75 g/100 g
segun el tipo de nuez, siendo la mayoria lipidos monoinsaturados o MUFAs (del
inglés, Mono Unsaturated Fatty Acids) y poliinsaturados o PUFAs (del inglés,
PolyUnsaturated Fatty Acids). En la mayoria de los casos se suelen atribuir los
efectos benéficos del consumo de nueces a los acidos grasos insaturados ahi
presentes, ya que existe abundante literatura que relaciona el consumo de MUFAs y
PUFAs con una gama de efectos a la salud. Entre estos efectos se encuentran
estudios que relacionan al consumo de PUFAs con una eliminacion de las
lipoproteinas de baja densidad o LDL (del inglés, Low Density Lipoprotein), a través
de un proceso receptor-dependiente en el higado, asi como en la reduccion en la
produccion de colesterol LDL entre otros (Woollett, Spady, & Dietschy, 1992).

1.1.2 Fitoesteroles

La nuez C. illinoinensis contiene esteroles y estanoles vegetales a los que se les
nombra de forma colectiva como fitoesteroles. Estos son compuestos bioactivos
presentes en aceites no refinados, legumbres, semillas y nueces (Awad & Fink,
2000). Se conocen aproximadamente 200 tipos de fitoesteroles, siendo el B-
sitoesterol (90 %), campesterol y estigmasterol los mas abundantes (Delgado-
Zamarreno, Bustamante-Rangel, Martinez-Pelarda, & Carabias-Martinez, 2009).
Cabe mencionar también que aunque el colesterol es predominantemente animal,
puede formar de un 1 a un 2 % de los esteroles vegetales totales, y hasta un 5 % o
mas en algunas plantas, especies, 6rganos o tejidos. A pesar de esto la cantidad de

colesterol vegetal en la dieta es despreciable cuando se compara con las cantidades
11



ingeridas a través del consumo de productos de origen animal (Moreau, Whitaker, &
Hicks, 2002). Su estructura molecular es similar a la del colesterol, es decir, la
mayoria de ellos contienen un nucleo esteroideo y un grupo hidroxilo en posicion 3,
mientras que las diferencias estan dadas por sustituciones en la cadena lateral en el
carbono 24, dobles enlaces entre los carbonos 22 y 23 y/o saturaciones en el nucleo
esteroideo (Hovenkamp et al., 2008). El p-sitoesterol difiere del colesterol solamente
por la presencia de un grupo etilo en la cadena lateral, el cual esta ausente en el
colesterol.

Se sabe que algunos tipos de esteroles son capaces de inhibir la descomposicion de
aceites (Abidi, 2001), reducir la concentracion sérica de LDL (Rochfort & Panozzo,
2007) y aumentar su resistencia a la oxidacion (Jenkins et al., 2002). Los esteroles y
estanoles vegetales son capaces de disminuir la absorcion intestinal de colesterol
desplazandolo de las micelas intestinales y reduciendo su migracion transluminal,
mecanismo por el cual se puede producir un efecto de hipocolesterolemia (Devaraj &
Jialal, 2006). Se ha mencionado también que los fitoesteroles presentan una ventaja
frente a los farmacos reductores de colesterol debido a que carecen de toxicidad
para el hombre (De Graaf et al., 2002). Se ha reportado que un consumo diario de 2
a 3 g de fitoesteroles es capaz de disminuir el colesterol LDL de un 7 a un 11 % en
seres humanos, mientras que un consumo elevado de 8.6 g/dia no representa un
riesgo a la salud al no haber evidencia de toxicidad, genotoxicidad o teratogenicidad
(Lugasi, 2009). Debido a esto en la Union Europea se permite que los alimentos
enriquecidos con fitoesteroles muestren en su empaque la leyenda “se ha
demostrado que los esteroles/estanoles vegetales bajan/disminuyen colesterol
sanguineo. La disminucion de colesterol sanguineo puede reducir el riesgo de

enfermedades coronarias” (Jean-Louis Bresson, 2008).

1.1.3 Tocoferoles y tocotrienoles
La vitamina E es esencial para la dieta humana y de mamiferos; ésta se compone

por el conjunto de 4 isdbmeros de tocoferoles (a, 3, v y 6 tocoferoles) y 4 isbmeros de
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tocotrienoles (a, B, v y & tocotrienoles) (Atkinson, Epand, & Epand, 2008; Halliwell,
Rafter, & Jenner, 2005). La estructura molecular de los tocoferoles consiste de un
nucleo cromanol y una cola de 15 carbonos, por lo que tienen caracter lipidico. Su
sintesis esta limitada a organismos fotosintéticos, es decir, plantas, algas y la
mayoria de las cianobacterias (Maeda & DellaPenna, 2007). Ya que como el a-
tocoferol es el mas abundate en plasma y en tejidos es la molécula que ha sido mas
investigada tanto in vivo como in vitro (Dietrich et al.,, 2006). Resulta importante
aclarar que el a-tocoferol no es necesariamente el compuesto con mayor actividad,
ya que algunos estudios reportan efectos debidos a la vitamina E cuando ésta es
adquirida de alimentos y no de suplementos alimenticios ya que estos generalmente
contienen soélo a-tocoferol; por lo tanto sus efectos pueden deberse a otro isémero

del tocoferol, o bien a una sinergia entre ellos (Morris et al., 2005).

Existe una abundante literatura acerca de la vitamina E en donde para el afio de
2006 solamente existian alrededor de 200 articulos indexados en PubMed que
describian especificamente a los tocotrienoles (Sen, Khanna, & Roy, 2006), por lo
tanto estos han sido menos estudiados en comparacién con los tocoferoles. Entre la
evidencia reportada se menciona que los tocotrienoles son capaces de inhibir a la
HMG-CoA reductasa, la cual regula la sintesis de colesterol (Pearce, Parker,
Deason, Qureshi, & Wright, 1992). Sin embargo la actividad predominante de estas
moléculas son las de tipo antioxidante; funcién que desempefia a través de su
capacidad de reducir radicales libres, y ya que los tocotrienoles son de caracter
lipidico, estos se incorporan en las membranas biologicas protegiendo a los lipidos
insaturados de oxidacién (Rimbach et al., 2002).

1.1.4 Polifenoles

La estructura general de los polifenoles se caracteriza por tener un anillo aromatico y
uno o mas sustituyentes hidroxilo, aunque pueden ir desde estructuras simples hasta
compuestos altamente polimerizados (Balasundram, Sundram, & Samman, 2006).

Se ha reportado un contenido importante en alimentos de origen vegetal como la
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manzana, cebolla y té verde, asi como en el vino tinto (Manach, Scalbert, Morand,
Remesy, & Jimenez, 2004). En las nueces se pueden encontrar polifenoles en la
fraccion lipidica o aceite, sin embargo la mayor concentracion de éstos se presenta
en la fraccidon no lipidica. Su principal y mas estudiada funcién es la antioxidante,
aunque se han reportado también una amplia gama de efectos sobre los organismos
que los consumen, por ejemplo producen saciedad (Molan, Lila, & Mawson, 2008),
estimulan genes de excrecidon de colesterol (Farras et al., 2013) y ejercen efectos
sobre la homeostasis de glucosa (de Bock, Derraik, & Cutfield, 2012). Debido a estos
efectos se les han atribuido a los polifenoles habilidades como la proteccion frente a
enfermedades coronarias (Reiterer, Toborek, & Hennig, 2004). Las nueces vy
almendras pueden ser fuentes de polifenoles para el humano, ya que su consumo en
una comida es capaz de elevar la concentracion de polifenoles en circulacion y por lo
tanto elevar la capacidad antioxidante del plasma y reducir su peroxidacion lipidica
(Torabian et al., 2009).

1.2 Alimentacién y obesidad

Actualmente uno de los problemas de salud mas prominentes a nivel nacional y
mundial es la obesidad. Este fenbmeno esta ligado a diversos factores como son el
consumo de alimentos caléricamente densos, bajos en fibra y altos en azucares, esto
combinado con un estilo de vida de baja actividad fisica o sedentario (Doak,
Visscher, Renders, & Seidell, 2006). La OMS ha estimado que el para el afio de 2005
habian 1,600 millones de personas en el mundo mayores de 15 afios con sobrepeso
y por lo menos 400 millones de ellos son obesos, estas cifras indican que la
obesidad es una epidemia a nivel mundial (Low, Chin, & Deurenberg-Yap, 2009). La
obesidad se define por presentar un indice de masa corporal (IMC) 2 30 kg/m?
(Ogden et al., 2006), aunque otros investigadores consideran a un individuo como
obeso cuando presenta un IMC = 25 kg/m? (Saito et al., 2010). En los Estados
Unidos se ha demostrado que en los ultimos 30 afos la obesidad se ha convertido
en un problema de salud publica, en donde se reporta que mas de 2 terceras partes

de los adultos y aproximadamente una tercera parte de los nifios y adolescentes
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padecen de sobrepeso u obesidad, atribuyéndose como ya se menciond
anteriormente a una ingesta caldrica excesiva combinada con una baja actividad
fisica (Y. Wang & Beydoun, 2007). La esperanza de vida del ser humano ha ido
aumentando de forma gradual en los ultimos 1,000 afos, aunque se estima que en
los Estados Unidos este aumento se vera interrumpido a causa de la obesidad,
mientras que puede revertirse si la poblacién en general es capaz de disminuir su
IMC a 24 kg/m? o menos, con lo cual pudiera alcanzarse una esperanza de vida de
100 afios para el 2060 en éste y en otros paises desarrollados (Olshansky et al.,
2005). En nuestro pais no estamos ajenos a este problema, y de hecho se observa
un fendmeno que Rivera et al. (2002) nombran polarizacién, en donde se distingue
que los estados mas desarrollados e industrializados en el Norte presentan un
comportamiento epidemiolégico similar a paises industrializados, mientras que los
estados menos desarrollados localizados en el Sur presentan perfiles que reflejan

mas un periodo de pre-transicion epidemiolodgica.

En general se considera que una dieta rica en grasas contribuye al desarrollo de
obesidad. En un estudio epidemiolégico se demuestra que el consumo de grasas
saturadas se correlaciona con una alta concentracion de insulina en el ayuno, lo cual
se considera un marcador de resistencia a la insulina, hiperlipidemia y otros
(Marshall, Bessesen, & Hamman, 1997). A pesar de esto no todos los lipidos
contribuyen al desarrollo de obesidad; por ejemplo la ingesta de aceite de pescado y
de aceite vegetal de Argania spinosa (los cuales son ricos en acidos grasos mono y
poliinsaturados) son capaces de ejercer un efecto benéfico sobre el metabolismo de
ratas sometidas a una dieta rica en grasas y sacarosa, normalizando la respuesta a
la insulina y disminuyendo la concentracion de glucosa sérica, entre otros efectos
(Samane et al., 2009).

1.3 Dislipidemia
Algunos de los efectos del alto consumo de lipidos son el incremento en la
concentracion sérica de colesterol total (hipercolesterolemia), colesterol LDL y

triacilgliceroles (hipertriacilglicerolemia), asi como wuna disminucion en la
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concentracion de HDL, lo cual se conoce en conjunto como dislipidemia. La sintesis
de las lipoproteinas involucradas en la dislipidemia involucra varias proteinas y
factores de transcripcién de origen hepatico, por lo tanto resulta importante describir
aquellos que pueden ser blancos importantes para disminuir o prevenir el desarrollo

de la dislipidemia.

Las lipoproteinas de colesterol no HDL contienen en su estructura una copia de la
apolipoproteina B como principal componente estructural (Sundaram & Yao, 2010).
La secrecion y catabolismo de estas particulas, y por lo tanto su concentracion en
circulacion, se regula por diversas proteinas como el receptor de LDL (LDLR). El
LDLR hepatico regula el ensamblaje de la particula de LDL antes de ser excretada,
ademas de reconocer a las particulas que contienen APOB ya en circulacidén para
internalizarlas y eliminarlas. Al haber mutaciones en este gen se presenta
hipercolesterolemia familiar, la cual se caracteriza por una concentracion elevada de
particulas que contienen APOB (Twisk et al, 2000). En conjunto con el LDLR el
receptor X del higado alfa (LXRa, del inglés Liver X Receptor a) es un factor de
transcripcion que se encarga de favorecer el transporte reverso de colesterol y la
sintesis de sales biliares, contribuyendo asi a la excrecion de colesterol. Esta
actividad se realiza al dimerizarse con el receptor X de retinoides (RXR, del inglés
Retinoid X Receptor) y estimular la transcripcién de los genes apropiados para estos
procesos (Zhao & Dahlman-Wright, 2010). La proteina de unién al elemento de
respuesta a esteroides 1c (SREBP1c, del inglés Steroid Regulatory Element Binding
Protein 1c) es un factor de transcripcidn que estimula la sintesis de novo de acidos
grasos en respuesta a insulina. Este es regulado por el LXRa y por lo tanto se ve
también involucrado en la sintesis de lipoproteinas hepaticas (Cagen et al., 2005). La

Figura 2 muestra una relacion simplificada entre las proteinas mencionadas.
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Figura 2. Relacién simplificada de los factores de transcripciéon y proteinas
hepaticas que regulan la concentracion de lipoproteinas y colesterol en sangre.
El receptor de LDL (LDLR) regula la secrecién e internalizacion de las
particulas que contienen apolipoproteina B (APOB). La excrecion de colesterol
por via biliar es favorecida por el receptor X del higado a (LXRa); éste a su vez
estimula su propia transcripcion, la de la proteina de unién al elemento de
respuesta a esteroides 1c (SREBP1c) y a otras enzimas que pueden llevar a
cabo lipogénesis de novo.

En conjunto estas proteinas de origen hepatico regulan directamente la sintesis,
secrecion y catabolismo de las particulas circulantes de colesterol no HDL, sin
embargo se encuentran también hormonas que se ven involucradas de manera
indirecta sobre estos procesos. La adiponectina es una hormona peptidica secretada
por el tejido adiposo blanco (TAB) y cuya concentracion en sangre es inversamente
proporcional a la masa de este tejido. Entre sus funciones se encuentra que favorece
la sensibilidad a la insulina en tejidos periféricos y es por lo tanto considerada una
hormona antidiabética (Kadowaki et al., 2006). La leptina es otra hormona peptidica
secretada por el TAB. Esta inhibe el apetito e ingesta energética a nivel de sistema
nervioso central, ademas de favorecer el gasto de energia en los tejidos periféricos
(Sweeney, 2002). La concentracion de leptina es proporcional a la adiposidad del

organismo, por lo tanto al presentarse obesidad se incrementara su concentracion
17



(hiperleptinemia) y a su vez se disminuira la concentracion de adiponectina
(hipoadiponectinemia). Ambas hormonas y la proporcion entre ellas se consideran
marcadores importantes de obesidad. En la Figura 3 se esquematiza la accion de

ambas hormonas.

(-) apetito

(-) ingesta energética SNC
lepting €T TTTTTooC TAB =—, | sonectina
i (+) gasto de glucosa
+) gasto energetico
Mg 8 (+) B-oxidacion
musculo esquelético (+) sensibilidad a insulina
TAB

Figura 3. El tejido adiposo blanco (TAB) secreta leptina y adiponectina. La
leptina inhibe el apetito e ingesta calérica desde el sistema nervioso central
(SNC), mientras que favorece su gasto en tejidos periféricos. La adiponectina
favorece el gasto de glucosa y acidos grasos (por B-oxidacion) en los tejidos
periféricos, favoreciendo asi la sensibilidad a la insulina. En un organismo no
obeso se secreta adiponectina en mayor proporcion que leptina, esto se
invierte cuando existe obesidad. Figura modificada de (Ukkola & Santaniemi,
2002) y de (Wolf, 2012).

1.4 Estrés oxidante

El estrés oxidante es una condicion que también ha sido ligado a la obesidad (Okada
et al., 2010) y que puede ocurrir de forma paralela a ésta. Este se refiere a la
generacion de pequefas moléculas conocidas en forma general como especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) como son el peréxido
de hidrogeno (H20>), el anidn superoxido (O2-7), radicales hidroxilo (OH-), radicales
alcoxilo (RO-) y peroxiradicales (ROO-) (Bouayed & Bohn, 2010; Halliwell, 1992);
también se han documentado especies reactivas de nitrégeno (RNS, del inglés
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reactive nitrogen species). La producciéon de estas moléculas ocurre de manera
normal dentro de la célula, principalmente en las mitocondrias debido al metabolismo
celular aerobio que ahi ocurre (Apel & Hirt, 2004) y tiene repercusiones sobre el
estado redox de la célula (Murphy, 2009). Se pueden producir también por efecto del
metabolismo de células del sistema inmunoldgico, ejercicio, radiacion ionizante,
consumo de etanol, entre otros. Se ha reportado que el estrés oxidante se
correlaciona con el IMC y la circunferencia abdominal en seres humanos y con la
obesidad en ratones (Furukawa et al., 2004), asi como con ateroesclerosis,
hipertension y diabetes mellitus tipo Il (Okada et al., 2010).

Ya que la generacion de moléculas oxidantes ocurre aun en condiciones de salud a
partir de la mitocondria, la célula cuenta con mecanismos de defensa tanto
enzimaticos, como no enzimaticos que le permiten mantener la concentracion de
estos compuestos dentro de un rango tolerable. Dentro de los sistemas no
enzimaticos se encuentran moléculas de origen endégeno como el glutatién, asi
como moléculas de origen exdgeno como las vitaminas C y E, carotenoides y
polifenoles (Bouayed & Bohn, 2010; van Duynhoven et al., 2010). Dentro del sistema
enzimatico se encuentran la catalasa (CAT; E.C. 1.11.1.6), superdxido dismutasa
(SOD; E.C. 1.15.1.1), glutation peroxidasa (GPX; E.C. 1.11.1.9) y glutation
tiotransferasa (GST; E.C. 2.5.1.18) entre otras. La SOD se encarga de dismutar al
anion superoxido para transformarlo en H202, el cual es convertido a agua y oxigeno
molecular por la accion de la CAT, o bien la GPX lo convierte igualmente en agua
consumiendo glutation reducido (GSH) y convirtiendo a este ultimo en glutation
oxidado (GSSG), el cual es reducido nuevamente por medio de la glutation reductasa
(Turkseven et al., 2005). La GST consta de una superfamilia (o, u, ®, w, 6, y ) de
enzimas consideradas parte del metabolismo de fase Il; ésta afiade una molécula de
GSH a compuestos electrofilicos potencialmente toxicos (algunos de ellos productos
del estrés oxidante), para asi transformarlos en conjugados xenobidtico-glutation y
asi excretarlos con mayor facilidad (Burmeister et al., 2008; Townsend & Tew, 2003).
En la Figura 4 se presenta un esquema simplificado del sistema antioxidante

endogeno.
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Figura 4. Esquema de la accién de las enzimas antioxidantes. SOD: superéxido
dismutasa; CAT: catalasa; GPX: glutation peroxidasa; GSH: glutatién reducido;
GSSG: glutation oxidado; GR: glutation reductasa; GST: glutation
tiotransferasa; X: xenobiético.

Uno de los mecanismos a través de los cuales se puede regular la expresion vy
actividad del sistema antioxidante es el factor de transcripcion Nrf2. Este se encarga
de mediar la respuesta antioxidante y de supervivencia celular en respuesta a
diferentes tipos de estrés como son las ROS y algunos otros (Kensler, Wakabayashi,
& Biswal, 2007). Al haber moléculas oxidantes en la célula el factor Nrf2 se transloca
al nucleo en donde estimula la expresion de varias enzimas antioxidantes como las
anteriormente mencionadas, por lo tanto suele ser de interés cuando se valora el
estado antioxidante de la célula. Cabe mencionar también que Nrf2 no actua
unicamente sobre respuesta antioxidante sino sobre otras vias de sefializacion con

efectos diversos.
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2 JUSTIFICACION

La obesidad es un problema de salud nacional y mundial, la cual se desarrolla en
parte por un consumo excesivo de alimentos ricos en lipidos, bajos en fibra y en
compuestos fitoquimicos. Al haber obesidad se suele presentar también dislipidemia
y estrés oxidante, las cuales se caracterizan por un incremento en la concentracion
de lipidos séricos y moléculas oxidantes. Las nueces son alimentos funcionales que
se distinguen por un alto contenido de aceite cuya composicion esta sujeta a las
caracteristicas en donde se cultiva el arbol. El consumo de nueces ha sido ligado a la
prevencion o reduccion de la dislipidemia y el estrés oxidante. Ademas de los lipidos
de la nuez también se encuentran fitoquimicos en la fraccion no lipidica
(principalmente polifenoles) con potencial bioactivo, sin embargo no existe
informacion acerca del efecto del consumo del aceite y los polifenoles por separado.
Por lo tanto en el presente estudio se caracterizara la composicion de fitoquimicos
presentes en el aceite de la nuez C. illinoinensis cultivada en tres diferentes regiones
del estado de Chihuahua y se determinara qué fraccidon de la nuez es la que tiene la
mayor actividad biolégica sobre parametros de dislipidemia y estrés oxidante, o bien
si sus efectos son evidentes unicamente cuando se ingiere la nuez completa. En la
literatura se encentran articulos que reportan estudios de intervencion y de tipo
epidemiologicos, aunque pocos utilizan a la nuez C. illinoinensis, la mayor parte se
centran sobre otros tipos de nueces como almendras, avellanas y otras. Tampoco se
ha descrito claramente cuales son los mecanismos bioquimicos a través de los

cuales se producen estos efectos.
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3 HIPOTESIS
La nuez C. illinoinensis contiene compuestos en su aceite y en su fraccion no lipidica
que pueden mitigar la dislipidemia y el estrés oxidante producido por una dieta alta

en grasa en un modelo animal.
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4 OBJETIVO GENERAL
Identificar y cuantificar los fitoquimicos presentes en el aceite de nuez C. illinoinensis
y valorar su contribucion en la dislipidemia y el estrés oxidante en ratas sometidas a

dietas altas en grasa

5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.1 Cuantificar los fitoquimicos (acidos grasos, fitoesteroles, tocoferoles y polifenoles
totales) presentes en el aceite de la nuez C. illinoinensis obtenida de tres diferentes
regiones del estado de Chihuahua, asi como la capacidad antioxidante de los
mismos.

5.2 Evaluar marcadores de dislipidemia y estrés oxidante en ratas sometidas a una
dieta alta en grasa con y sin la adicion de diferentes fracciones de la nuez C.
illinoinensis.

5.3 Evaluar la modulacion de la expresion génica hepatica ejercida por la nuez C.
illinoinensis, asi como fracciones de la misma, en ratas sometidas a dietas altas en

grasa.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Caracterizacion quimica
6.1.1 Muestras de nueces

Las muestras fueron donadas por productores de tres diferentes ciudades del estado
de Chihuahua: Ricardo Flores Magon en el Norte (muestra N), Delicias en el Centro
(muestra C) y Jiménez en el Sur (muestra S), todas de variedad Western aun con
cascara. Se almacenaron a 4 °C hasta su uso. Para la extraccion del aceite se
removid la cascara de las muestras de forma manual hasta obtener 25 g de nuez,
esta cantidad se mezclé con 250 mL de hexano (relacién 1:10 p/v) y se homogenizé
en una licuadora comercial durante 3 min. Las nueces molidas se filtraron y se repitio
el proceso de extraccion por triplicado juntando el aceite después de cada
extraccion. La materia solida fue guardada al vacio a -20 °C para realizar una
posterior extraccién de polifenoles. La fraccion lipidica fue rotoevaporada a 50 °C
hasta eliminar el hexano. El aceite libre de hexano fue secado con sulfato de sodio y
filtrado para eliminar restos de agua contaminante. Por ultimo se guardaron las
muestras en contenedores ambar bajo una atmosfera inerte de nitrégeno y se
almacenaron a -20 °C hasta que fueron procesadas (L. A. de la Rosa, Alvarez-
Parrilla, & Shahidi, 2011).

6.1.2 Acidos grasos

El perfil de ésteres de metilo de acidos grasos o FAMEs (del inglés fatty acid methyl
esters) del aceite de la nuez de determind por cromatografia de gases masas
(Villarreal-Lozoya, Lombardini, & Cisneros-Zevallos, 2007) realizando inicialmente
una derivatizacion de los acidos grasos (Misir, Laarveld, & Blair, 1985). Se diluyeron
200 pL de aceite en 3 mL de dietil éter y 200 uL de hidroxido de tetrametil amonio al
25 % en agua y se dejo reaccionar por 5 min, después se anadieron 500 uL de
metanol y se mezclé en vértex por 1 min. Luego de la separacion de fases se tomo
una alicuota de la fase organica superior y se diluyéo 1:100 en hexano para su
posterior inyeccion al cromatégrafo de gases. El volumen de inyeccion fue de 1 ulL.

El equipo utilizado fue un cromatégrafo de gases Saturn 2100D acoplado a un
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detector de masas, la columna fue Varian CP Select FAME (100 m x 0.25 mm). La
temperatura del horno se establecié a 185 °C de 0 a 30 min, con una temperatura del
inyector de 250 °C. Se utilizé helio como gas acarreador con un flujo de 1.0 mL/min.
La identificacidn y cuantificacion de FAMEs se realiz6 comparando los tiempos de
retencion y pesos moleculares de la muestra con los de los estandares apropiados
(Supelco GLC-10 FAME Mix).

6.1.3 Fitoesteroles

Estos compuestos se determinaron basandose en la metodologia propuesta por
Toivo (Toivo, Phillips, Lampi, & Piironen, 2001). Se adicionaron 500 uL de HCl-etanol
6 M a 100 mg de aceite de nuez para después colocar la mezcla en bafio de agua
durante 60 min a 80 °C. Posteriormente se enfriaron y se afiadieron 5 mL de KOH
1.3 % en etanol, luego se colocaron en bafo de agua a la misma temperatura
durante 30 min. Las muestras se enfriaron y se les adicionaron 2 mL de aguay 5 mL
de hexano para extraer la fase organica, realizando este procedimiento por
duplicado. Los extractos se mezclaron, se concentraron por rotoevaporacion a 40 °C
y se reconstituyeron en 0.5 mL de hexano para su analisis por cromatografia de
gases. El volumen de inyeccién fue de 1 uL. La temperatura del inyector fue 280 °C,
el gradiente de temperatura de la columna se programé a 75 °C por 1 min
incrementando 30 °C/min hasta llegar a 275 °C, manteniéndose 25 min a esta
temperatura. Se compararon las muestras contra los estandares apropiados de cada
fitoesterol para identificarlos y con las curvas de calibracion para cuantificarlos.

6.1.4 Tocoferoles

La concentracion de tocoferoles se determin6 de acuerdo a la metodologia propuesta
por Rodas (Rodas Mendoza, Morera Pons, Castellote Bargallo, & Lopez-Sabater,
2003) y modificada por Villarreal (Villarreal-Lozoya et al., 2007). Se pesaron 0.5 g de
aceite y se les afiadieron 2 mL de metanol, la mezcla se agité por vortex durante 1
min, se agregaron 500 uL de hexano y se agité por vortex nuevamente durante 1
min. Se centrifugd brevemente para separar la mezcla en dos fases y se tomé 1 mL
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de la fase superior, la cual fue filtrada utilizando un filtro de nylon de 0.2 p
(Fisherbrand). Una vez filtrada la muestra se inyectaron 10 uL en un equipo de HPLC
Perkin Elmer Series 200 con un detector de fluorescencia (Aex 295 nm, Aem 330 nm),
la elucion fue isocratica con metanol absoluto a un flujo de 1 mL/min durante 20 min
utilizando una columna Phenomenex Luna C18 de 250 mm x 4.6 mm con un tamafo
de particula de 5 um. La identificacion de los compuestos se realizé comparando con
los estandares apropiados (é-tocoferol y y-tocoferol, Sigma Aldrich), mientras que la
cuantificacion se hizo realizando rectas de calibracion con los compuestos

previamente identificados.

6.1.5 Cuantificacion de polifenoles totales

La concentracion total de polifenoles presentes en el aceite se determiné utilizando el
reactivo de Folin-Ciocalteu (L. A. de la Rosa et al., 2011). Inicialmente se hizo una
extraccion de los polifenoles del aceite, pesando 1.5 g del mismo y afadiendo 500
uL de hexano y 1 mL de metanol:H2O (6:4), la mezcla se agitdé en vortex durante 2
min y se centrifugd brevemente para separar la fase organica y acuosa. A la fase
organica recuperada se le repitié el mismo procedimiento por triplicado para después
obtener 2 extractos distintos, uno de metanol y otro de hexano, determinandose las
concentraciones de polifenoles en la fraccion alcohdlica. Para ello se colocaron 250
uL de muestra, agua (blanco) y diluciones de 6.25 x 103 mg/mL hasta 0.2 mg/mL de
acido galico (como estandares) en tubos de ensayo y se les afiadido 1 mL de Na>COs
al 7.5 %, se mezclé y se incubd a temperatura ambiente por 2 min, luego se
agregaron 1.25 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu previamente disuelto 1:10 en agua
destilada. Las reacciones se mezclaron e incubaron 15 min en bafio de agua a 50
°C, luego se enfriaron 5 min a temperatura ambiente y cargaron 200 uL de cada
reacciéon en un pozo de microplaca para realizar una lectura a 760 nm. Con las
absorbancias de los estandares se construyeron curvas de calibracion con la
absorbancia en el eje Y, y la concentracion de acido galico en el eje X, las
absorbancias de las muestras se convirtieron a equivalentes de acido galico
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utilizando la ecuacion de la recta. Los resultados se expresan como equivalentes de
acido galico (GAE)/100 g de aceite.

6.1.6 Capacidad antioxidante

Para determinar la capacidad antioxidante de los aceites se realizé un extracto previo
de forma similar al realizado para la determinacion de polifenoles, sustituyendo la
mezcla de metanol:H2O (6:4) por metanol absoluto. Con este extracto se realizaron
las técnicas de ABTS (también conocida como TEAC, del inglés Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) y la de DPPH. La técnica de ABTS (acido 2,2’-azinobis-[3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico]) se realiz6 de acuerdo con lo propuesto por Arts (Arts,
Dallinga, Voss, Haenen, & Bast, 2004). Inicialmente se prepara el radical ABTS 7
mM con persulfato de potasio 2.45 mM en PBS 0.1 M pH 7.4 (en condiciones de
oscuridad), los compuestos se mezclan y se dejan incubar a temperatura ambiente
en oscuridad durante 16 h previo a realizar las mediciones. Transcurrido el tiempo se
tomo una alicuota del radical y su absorbancia fue ajustada a 0.70 a una longitud de
onda de 734 nm utilizando PBS. Para las mediciones se colocaron en una
microplaca de 96 pozos: 31 uL de la muestra, de PBS (como blanco) o de trolox
(acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxilico) a concentracion de 25
hasta 400 uM para la curva estandar. Para iniciar la reaccién se afnadieron 285 nL
del radical ABTS cuya absorbancia fue previamente ajustada y las absorbancias se
comienzan a medir inmediatamente en el lector de microplaca a 734 nm. Se
realizaron 20 lecturas cada 30 s con agitacién de 5 s, transcurrido el tiempo se
tomaron los valores de absorbancia a los 6 min y con ellos se calcul6 la capacidad
antioxidante de las muestras. La absorbancia de cada muestra se convirtid en

porcentaje de inhibicion del radical de acuerdo con la siguiente formula:

Abs blanco — Abs muestra
Abs blanco

% inhibicién = < )X 100

Se elabora una recta de calibracion con los porcentajes de inhibicion de los

estandares de trolox graficando este valor en el eje Y contra concentracion de trolox
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en el eje X, con la ecuacion de la recta se convirtieron los porcentajes de inhibicion
de las muestras a equivalentes de trolox (TE) y los resultados se expresaron como
TE/100 g de aceite. La reaccion se basa en que el radical ABTS oxidado tiene una
coloracion azul con una Amax @ 734 nm, cuando se agregan moléculas antioxidantes
éste se reduce y pierde su coloracién, por lo tanto el decremento en absorbancia a
esta longitud de onda indica la capacidad antioxidante de la muestra, la reaccién

termina después de transcurridos 6 min.

La técnica de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) es similar a la de ABTS. Inicialmente
se cargaron 25 uL de muestra, metanol (como blanco) o trolox (para la curva
estandar) en un pozo de microplaca de 96 pozos, para iniciar la reaccidn se
agregaron 200 pL del radical DPPH a una concentracion de 190 uM en metanol
(preparado en condiciones de oscuridad). Inmediatamente después se hicieron 24
lecturas cada 30 s a 517 nm con agitacion de 5 s, después de este tiempo se
tomaron las absorbancias a los 10 min y con ellas se realizaron los calculos de la
misma manera que en ABTS. Los resultados se expresan como TE/100 g de aceite
(Schwarz et al., 2001). La reaccidon se fundamenta en que el radical DPPH pierde su
coloracién al ser reducido por un compuesto antioxidante, lo cual se puede

determinar espectrofotométricamente.

6.1.7 Estabilidad oxidativa

La estabilidad oxidativa de los aceites se determin6 por medio de calorimetria
diferencial de barrido (DSC, del inglés differential scanning calorimetry) utilizando un
equipo Netzsch 200 PC DSC (Pereira & Das, 1990). Primero se prepar6 un blanco
utilizando dos crisoles de aluminio vacios con tapa perforada y se calentaron de 298
a 600 K (25 a 327 °C) a una velocidad de calentamiento (también llamada ) de 20,
15, 10 y 5 K/min purgando el equipo con 20 mL/min de oxigeno. Después se pesaron
5 mg de aceite en un crisol de aluminio con tapa perforada y se calentaron bajo las
mismas condiciones que el blanco y con el mismo flujo de oxigeno. La Te se

determiné como la temperatura extrapolada en la cual se comienza a detectar una
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reaccion exotérmica debido a la liberacion de calor por la oxidacion térmica del
aceite. La energia de activaciéon (Ea) se calcul6 de acuerdo a la metodologia
propuesta por Ulkowski (Ulkowski, Musialik, & Litwinienko, 2005) en donde se grafica
el logaritmo natural de la velocidad de calentamiento () contra 1/Te de acuerdo con

la siguiente ecuacion:

En donde:

Ea: energia de activacion (kJ/mol)

R: constante de los gases (8.314 J/mol K)

B: velocidad de calentamiento

Te: temperatura extrapolada del inicio de la oxidacion térmica o exoterma de

oxidacion

6.1.8 Extraccién de polifenoles

Se extrajeron polifenoles de la materia no lipidica de la nuez que se obtenia después
de haber separado el aceite con hexano. Para ello se pesaron 4.5 g de materia
sélida libre de lipidos y se diluyeron en 45 mL de acetona al 80 %, la mezcla se
sonico durante 30 min, se centrifugé 10 min a 1200 g y se recupero el sobrenadante.
Este proceso se repitid tres veces y los sobrenadantes fueron combinados. La
acetona se elimind por rotoevaporacion a 50 °C y el remanente se congelo vy liofilizd
durante 48 h para eliminar el agua restante. El producto resultante fue guardado al
vacio y protegido de la luz a — 80 °C para su posterior administracién en la dieta de
las ratas.

6.2 Actividad biolégica
6.2.1 Animales y dietas

Una vez que se determin6 la composicion de fitoquimicos presentes en el aceite de

la nuez se utilizaron el aceite, los polifenoles y la nuez completa para determinar su
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actividad biologica en ratas. Los experimentos se realizaron siguiendo la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 para el bienestar de animales de laboratorio.
Se utilizaron 30 ratas Wistar macho con un peso promedio de 148 g divididas al azar
en 5 grupos experimentales (6 ratas por grupo). Se utilizaron jaulas individuales de
polipropileno en un ambiente con una temperatura promedio de 23 a 26 °C y ciclos
de luz oscuridad de 12 h (07:00 — 19:00). Se prepararon dietas al inicio del
experimento y fueron congeladas en porciones de 120 g a -80 °C, descongelandose
antes de ser proporcionadas a los animales. Los tratamientos se administraron por

un periodo de 63 dias (9 semanas), después de una semana inicial de aclimatacion.

El primer grupo fue el control cuyo alimento contenia las proporciones adecuadas de
macro y micronutrientes (Tabla 1). El segundo grupo (llamado AG, alto en grasa)
consumié una dieta alta en grasa, en donde la mayoria de la energia provenia de
lipidos (manteca y aceite de maiz). La dieta del tercer grupo (lamado AG+AN, alto
en grasa + aceite de nuez) se prepard con las mismas condiciones que la del grupo
de grasa, excepto que la mitad de los lipidos provenian del aceite de la nuez, y la
otra mitad de manteca y aceite de maiz. Al cuarto grupo (llamado AG+PN, alto en
grasa + polifenoles de nuez) se le alimenté con una dieta alta en grasa adicionada
con polifenoles extraidos de la nuez (1 mg/g de dieta), los cuales se extrajeron de la
fraccion soluble recuperada de la nuez. Al quinto grupo (llamado AG+NC, alto en
grasa + nuez completa) se le alimenté con una dieta alta en grasa que contenia
suficiente nuez para proveer el 50 % de lipidos y 1 mg/g de polifenoles (mismas
cantidades que los grupos AG+AN y AG+PN respectivamente). Todas las dietas
contenian concentraciones adecuadas de micronutrientes (fibra, sales, colina, etc.).
Se permitié un libre acceso a alimento y agua durante el transcurso del experimento,
la temperatura se mantuvo constante (22 - 25 °C) con ciclos de luz oscuridad de 12 h
(7:00 am — 7:00 pm). En la Tabla | se detallan los porcentajes de cada nutriente en

las dietas. La metodologia esta basada en la propuesta por Samane et al. (2009).

30



Tabla I. Porcentaje energético de las dietas control y tratamientos

% de energia de: fuente de lipidos (%)
Dieta . - ] . . aceite polifenoles
carbohidratos lipidos proteina kcal/g aceite de maiz manteca de de nuez nuez
nuez
Control 59.5 253 151 3.5 50 50
AG 30.1 547 15.0 4.5 50 50
AG+AN 30.1 547 15.0 4.5 25 25 50
AG+PN 30.1 547 15.0 4.5 50 50 1 mg/g
AG+NC 32.0 514 164 4.5 25 25 50

La energia de la dieta del grupo control es mayormente de carbohidratos
complejos, mientras que en las dietas restantes la mayoria de la energia
proviene de lipidos, aumentandose también la densidad calérica. Ademas de la
cantidad de lipidos, la fuente de éstos también difiere entre grupos, en
particular en AG+AN y AG+NC.

En la Tabla | se observa que en la dieta control el porcentaje de carbohidratos
representa la mayor parte de las calorias ingeridas, mientras que para las demas
dietas son los lipidos los que predominan. En el anexo A se detallan las cantidades
exactas de cada ingrediente utilizado en la elaboracion de las dietas.

Los animales fueron pesados diariamente a lo largo del experimento para monitorear
su desarrollo. El alimento consumido cada dia fue también registrado, lo que no fue
consumido de un dia al siguiente fue desechado y reemplazado por una nueva

porcion.

6.2.2 Bioquimica sanguinea y eutanasia

Se extrajo sangre de la vena safena de la rata utilizando agujas Vacutainer ® y tubos
Microtainer ® con gel separador de suero (Becton Dickinson) al dia 0 y al final del
experimento; la extraccion final fue por puncién cardiaca. La sangre se centrifugo a
1,000 g a temperatura ambiente durante 10 min para separar el suero, éste fue
congelado a -80 °C hasta ser analizado. Las concentraciones de colesterol total
(CT), HDL vy triacilgliceroles (TAG) fueron determinadas mediante los kits adecuados
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de la marca Stanbio (numero 1010-430, 0590-040 y 2100-430 respectivamente)
escalados para ser leidos en microplaca y realizando las mediciones por triplicado.
Se utilizd6 como referencia de CT, HDL y TAG el estandar SER-T-FY | ® de la marca
Stanbio (G427L-005). La concentracion de colesterol no HDL se calculé como la
diferencia entre el CT y la fraccion HDL, el colesterol LDL se calcul6é de acuerdo a la
siguiente formula (Friedewald, Levy, & Fredrickson, 1972):

LDL = CT - HDL - (TAG/5)

Se determinaron también las concentraciones séricas de las hormonas insulina,
adiponectina y leptina al dia final del experimento por medio de kits de ELISA
apropiados (insulina: CaymanChemical 589501; adiponectina: Abcam, ab108784;
leptina: CaymanChemical 10007609) siguiendo las instrucciones del proveedor.

La glucosa sérica fue medida con un glucémetro comercial (OneTouch Mini™) para
utilizar ese valor en la determinacion de la “evaluacion del modelo homeostatico —
resistencia a la insulina” (HOMA — IR, del inglés homeostatic model assessment —
insulin resistance) y del “indice cuantitativo de sensibilidad a la insulina” (QUICKI, del
inglés quantitative insulin sensitivity check index” en conjunto con los valores de

insulina sérica (Muniyappa, Lee, Chen, & Quon, 2008):

HOMA-IR = [insulina (ulU/mL) x glucosa (mmol/L)] + 22.5
QUICKI =1 + (log [insulina (ulU/mL)] + log [glucosa (mg/dL)])

Al final del experimento (dia 63) los animales fueron anestesiados por inyeccion
intramuscular de Zoletil 50 ® (50 mg/mL de zolazepam y tiletamina HCI). Una vez
anestesiados se realizd una incisidn toracica para la obtencion de sangre por
puncion cardiaca, inmediatamente después se extrajeron y pesaron el higado y el
corazon. Tanto la eutanasia del animal como la extraccidn inicial de sangre se

realizaron después de un ayuno de por lo menos 4 h.
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6.2.3 Lipidos corporales y hepaticos

Se extrajeron el estomago e intestinos del cadaver para eliminar interferencia de
materia no digerida. La mayor parte del higado que no se utilizé para otras
determinaciones (9.0 + 0.3 g) fue extraido y pesado. Tanto el higado como el
cadaver completo fueron secados en un horno de aire seco a 105 °C, el higado se
secO por un periodo de 24 h mientras que el cadaver completo se secd 72 h.
Después del tiempo de secado se pesé nuevamente el higado y se calculo el
porcentaje de agua mediante la diferencia de peso inicial y final. La materia seca fue
colocada en un dedal de celulosa previamente pesado vy los lipidos se extrajeron por
un aparato soxhlet durante 4 h utilizando hexano como solvente. El hexano se
eliminé de los lipidos recuperados por rotoevaporacion y el matraz fue secado a peso
constante en un horno de aire seco a 105 °C. La cantidad de lipidos extraidos se
cuantific6 mediante la diferencia de peso entre el matraz vacio y el matraz después
de extraer los lipidos. Para la determinacion de lipidos corporales totales se
determind el contenido de agua de forma similar al higado, sin embargo después de
secar el cadaver, éste fue triturado en un molino manual. 2 g (por triplicado) del
homogenado total fueron utilizados para calcular el porcentaje de lipidos corporales
totales mediante la misma técnica de soxhlet utilizada para el higado. Los pesos del
dedal y la cristaleria utilizada en esta metodologia se tomaron después de
mantenerse a peso constante en un horno de aire seco a 105 °C.

6.2.4 Expresion relativa de mRNA de genes de metabolismo de lipidos y
respuesta antioxidante

A partir de una muestra de tejido hepatico se extrajo el RNA total utilizando Reactivo
TRI (Sigma-Aldrich, T9424) siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente
se dio un tratamiento con DNAsa libre de RNAsa (Promega, 9PIM610) para eliminar
posibles contaminantes de DNA gendmico. Con el RNA libre de DNA se sintetiz6
cDNA (Promega, A5001) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. A partir del
cDNA se evaluo la expresidon de transcritos en el tejido hepatico por medio de PCR

en tiempo real utilizando los oligonucleétidos mencionados en la Tabla Il.
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Tabla Il. Oligonucleétidos utilizados para evaluar la expresién génica

Gen Secuencia (5 - 3’) Arrggl{i)c);én Genebank  Referencia
wos [ SSCTeACTOTeTeR TR0 o nwowsre  Ogese
LDLR E %gg?ggfggéfgﬁégggﬁ 136 NM_175762.2 Primer3 Plus
| SASCASCTOCMGTACAASACTOO g wwovterre (Yapperal
SREBP1c E ’éﬁg;gg%ﬂg%gﬁggc 148 AF286470.2 Primer3 Plus
Nrf2 E Triggﬁéggmggg%zﬁcc 85 NM_031789.2 Primer3 Plus
mntss [ SOSACOTACTORCOMAMATANCIAT 101 wniss (S0 Wee
F TGGATGGCAAGCATGTGGTCTTTG (Botolin, Wang,

Ciclofiina o TTCTTGCTGGTCTTGCCATTCCT 101 M_017101.1 ﬁr‘:;,“ggbg‘)

Las referencias marcadas como Primer3 Plus fueron disefiadas mediante el
uso de esa herramienta: http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi

Para cada reaccion de PCR se afiadieron 5 uL de mastermix (Qiagen, 204074), 3 uL
de agua libre de nucleasas, 1 uL de la mezcla de oligonucleétidos F y R para cada
gen (10 mM de cada uno para obtener 1 mM en la reaccion) y 1 uL de cDNA (50
ng/uL) para un volumen final de 10 uL en cada reaccién de PCR tiempo real. El
protocolo consistio en una desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 min una vez, una
desnaturalizacion a 95 °C por 10 s, alineacion por 15 s a 60 °C, una extension a 72
°C por 20 s; repitiendo los ultimos 3 pasos por un total de 40 ciclos. Al final de cada
reaccion se realiz6 también una curva de desnaturalizacion (melt curve) de 72 a 95
°C. Cada experimento incluyé también un control sin templado (NTC, del inglés no
template control) por duplicado. Se utilizé un aparato RotorGene Q series con un
rotor de 72 tubos, el software fue RotorGene Q series version 1.7 (Qiagen). Los
resultados se analizaron mediante la ecuacion de Pfaffl (Pfaffl, 2001), normalizando
contra la expresion del rRNA 18S vy la ciclofilina. Las eficiencias de cada par de
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oligonucledtidos utilizados fueron calculadas previamente mediante diluciones de
cDNA.

6.2.5 Actividad enzimatica y peroxidacion lipidica

Las actividades de enzimas antioxidantes hepaticas y cardiacas se determinaron a
partir de extractos realizados manualmente utilizando PBS 50 mM a pH 7.4. El
extracto crudo se centrifugd a 18,000 g a 4 °C durante 5 min. El sobrenadante se
recuperd para la determinacién de las actividades enzimaticas. La actividad de CAT
se determind utilizando H202 15 mM en PBS 50 mM a pH de 7.4. Se colocaron 600
pL de la solucion de H202 en una cubeta de cuarzo de espectrofotometro y la
reaccion se inicio afadiendo 50 pL de extracto a la solucidn mezclando de forma
suave por inversion, inmediatamente después se registr6 el decremento en la
absorbancia a 240 nm durante 1 min registrando los valores cada 0.5 s. El método se
basa en la capacidad del H.O2 de absorber a 240 nm, por lo que su desaparicidon
debido a la accion de la enzima se puede cuantificar leyendo a esta longitud de
onda. Para reportar los resultados se grafico la Abs a 240 nm contra el tiempo (en
min). A partir de esa grafica se calculé el cambio de Abs a 240 nm por unidad de
tiempo como la pendiente de la parte lineal de la grafica, restandole la pendiente del

blanco a cada muestra. Con ese valor se utilizo la siguiente formula:
U CAT/mL = ([(Mmuestra - Mblanco)/0.0436] x [650/50]) x FD

Donde m es la pendiente de la parte lineal de la grafica, 0.0436 (1/mM cm) es el
coeficiente de extincion molar de H202 a 240 nm y FD es el factor de dilucién del
extracto. Para determinar las unidades por mg de proteina se dividio el resultado de
la formula anterior sobre mg/mL de proteina determinada previamente por medio de
la técnica de Bradford (1976). Una unidad de CAT se define como la cantidad de

enzima que reduce 1 pumol de H,O>/min (Aebi, 1984).

La actividad de SOD se determiné por medio de la técnica de autooxidacién del
pirogalol (Gao, Yuan, Zhao, & Gao, 1998). Inicialmente se preparé un buffer de tris

50 mM vy dietilen-triamino-pentaacetato (DTPA) 1 mM a pH 8.2 y una solucién de
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pirogalol 3.6 mM (preparada nueva el dia del ensayo). La medicion se hizo
colocando 1 mL del buffer de tris y 60 uL de muestra en una cubeta para
espectrofotometro. La reaccion se inicio afadiendo 40 uL de pirogalol a la cubeta
para que éste quede a concentracién final de 0.2 mM. Inmediatamente después se
mezclo por inversidn y se midio en el espectrofotdmetro a 420 nm durante 1 min
cada 0.5 s. El método se fundamenta en que la autooxidacion del pirogalol ocurre
debido al radical superoxido que se generd a pH alcalino en el buffer de tris, lo cual
forma un producto coloreado cuya aparicion puede ser medida a 420 nm. En
ausencia de la enzima el anién se genera sin impedimentos y oxida al pirogalol,
mientras que en presencia de la enzima la molécula es dismutada antes de que
oxide al pirogalol, por lo que la aparicion del compuesto colorido sera inhibida.
Posteriormente se grafica Abs a 240 nm contra tiempo (en min) y se obtiene la
pendiente de la recta, con la cual se calcula el porcentaje de autooxidacion. Una
unidad de SOD se define como la cantidad de enzima que inhibe la reaccién de
autooxidacion del pirogalol en un 50 %. Este valor se divide sobre la cantidad de
proteina total para obtener U/mg de proteina. Lo anterior se resume en la siguiente

formula:

pendiente del blanco — pendiente de la muestra
100 P
UsoD pendiente del blanco

mL 50

La actividad de GPX se determind de acuerdo a la metodologia descrita por
Terevinto (Terevinto, Ramos, Castroman, Cabrera, & Saadoun, 2010). Se colocaron
en cada pozo de microplaca de 96 pozos: 50 uL de EDTA 2.5 mM (concentracion
final: 0.5 mM), azida de sodio 5 mM (concentracion final: 1.0 mM), glutation reducido
5 mM (concentracion final: 1.0 mM), NADPH 0.75 mM (concentracion final: 0.15 mM),
0.3 U de glutation reductasa (concentracion final: 1.5 U/mL) y 25 uL de muestra o
PBS como blanco. La reaccion se inicia afiadiendo 25 ulL de peroxido de hidrogeno
1.5 mM (concentracion final: 0.15 mM) e inmediatamente después se leyo la Abs a

340 nm cada 15 s con 2 s de agitacion entre lecturas por un tiempo total de 3 min; la
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temperatura de reaccién fue de 25 °C. La actividad se calcul6 graficando Abs contra
tiempo (en min), y obteniendo la parte lineal de la curva se resta la pendiente del
blanco a cada una de las muestras. Con este valor se calcula la actividad mediante

la siguiente formula:
U GPX/mL = [(Mmuestra— Mblanco)/6.22x1073] x (250/25) x FD

Donde m es la pendiente del blanco o de la muestra, 6.22 x103 es el coeficiente de
extincion molar del NADPH (1/uM cm) y FD es el factor de dilucion de la muestra.
Este resultado es dividido sobre la concentracion proteica para obtener U GPX/mg
de proteina. La técnica se basa en que la GPX convierte al peréxido de hidrogeno en
agua oxidando para ello al glutatién, el cual es reducido por la glutatién reductasa
(GR) oxidando a su vez NADPH, cuya desaparicién es monitoreada a 340 nm. Una
unidad de GPX se define como la cantidad de enzima que cataliza 1 nmol de
NADPH/min.

La actividad de GST se cuantifico mediante el método propuesto por Habig (Habig &
Jakoby, 1981). Para ello se preparé una solucion de 1-cloro 2,4-dinitro benceno
(CDNB, Aldrich 237329) 0.1 M en etanol, se diluye 1 mL de esta solucion en 43.3 mL
de buffer de KH2PO4/KoHPO4 a pH de 6.5 para obtener una solucion de 2.25 mM de
CDNB. Se prepar6 también una solucion 2.25 mM de GSH (preparada nueva el dia
del experimento) en el mismo buffer de fosfatos que se utilizé para el CDNB. Se
tomaron volumenes iguales de las soluciones antes mencionadas y se mezclaron
ligeramente, lo cual da como resultado una solucion de sustratos 1.125 mM, ésta se
preparé antes de iniciar la reaccion y se mantuvo a 37 °C debido a que es estable
solamente por 20 min. En un pozo de microplaca de 96 pozos se agregaron 25 uL
del extracto proteico preparado previamente (o de buffer de fosfatos pH 6.5 para el
blanco) y 200 uL de la solucion de sustratos de CDNB y GSH, obteniéndose asi una
concentracion final en el pozo de 1 mM de CDNB y GSH. El lector de microplaca se
mantuvo a 37 °C durante las mediciones de la reaccion, las cuales se realizaron a
340 nm cada 15 s (90 en total) agitandose 5 s previamente a cada lectura. La
reaccion se fundamenta en la aparicion del complejo tioéter glutation-dinitrobenceno
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que puede registrarse a 340 nm al conjugarse el GSH con el CDNB. Para obtener la
actividad se grafico la Abs a 340 nm contra el tiempo (en min) para tomar la
pendiente de la recta m, el valor de m del blanco se sustraera del valor de cada una

de las muestras y ese valor se introduce en la siguiente formula:
U GST/mL = ([(mmuestra - mblanco) X 082549] X [225/25]) X FD

Donde 0.82549 es el reciproco del coeficiente de extincion molar del GS-CDNB (mM
cm) y FD es el factor de dilucidon de cada muestra. Por ultimo se dividio este
resultado entre la concentracion de proteina de cada muestra (en mg/mL)
previamente calculada, obteniendo asi U GST/mg de proteina. Una U de GST es la

cantidad de enzima que cataliza la unién de 1 umol de CDNB con GSH/min.

Se evalué en el indice de peroxidacion lipidica por medio de la técnica de las
sustancias reactivas al acido barbiturico (TBARS, del inglés thiobarbituric acid
reactive substances) por medio de la metodologia descrita por Lee (Lee et al., 2009).
Para ello se tomaron 200 puL del homogenado utilizado para la determinacion de
actividad enzimatica y se les agregaron 400 puL de una solucion de acido
tricloroacético (15 %), acido tiobarbiturico (0.4 %) y HCI (2.5 %). La mezcla fue
calentada a 100 °C durante 60 min. Después de ese tiempo los tubos se dejaron
enfriar al ambiente y se centrifugaron a 12,000 g a temperatura ambiente durante 5
min. La Abs del sobrenadante fue leida a 534 nm en un espectrofotdmetro de
microplaca (xMark, BioRad) y este valor fue convertido a nmol de malondialdehido
(MDA) por medio de wuna recta de calibracion elaborada con 1,1,3,3
tetrametoxipropano bajo las mismas condiciones que las muestras problema. Los
resultados se expresan en nmol MDA/mg de proteina. La reaccion se basa en que
los productos de peroxidacion lipidica (como el MDA) pueden reaccionar con el acido
tiobarbiturico para generar un compuesto colorido cuya absorbancia puede
registrarse a 534 nm.
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6.2.6 Analisis estadistico

Se realizaron analisis estadisticos en el programa Minitab 16.0. La normalidad de los
datos se comprob6 mediante la prueba de Anderson-Darling, de acuerdo con esto se
analizaron diferencias entre grupos utilizando ANOVA y pruebas de Tukey (datos con
comportamiento normal) o pruebas de Kruskal-Wallis (datos con comportamiento no
normal). Se determinaron correlaciones entre variables por analisis de correlacion de

Pearson. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de p < 0.05.
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7 RESULTADOS
7.1 Caracterizacion quimica
7.1.1 Acidos grasos

Se determind que las nueces cultivadas en el estado de Chihuahua contienen un
promedio de 72 % de aceite con un rango de 70 a 73 %. Los acidos grasos
detectados y cuantificados en el aceite fueron 2 saturados y 3 insaturados; palmitico
(16:0), estearico (18:0), oleico (18:1 ®-9), linoléico (18:2 ®-6) y linolénico (18:3 ®-3).
En la Tabla Il se presentan los porcentajes de los acidos grasos cuantificados, asi

como la suma de saturados e insaturados.

En la Tabla Ill se puede observar que el acido palmitico fue estadisticamente
superior en la region Centro e inferior en el Sur, mientras que el Norte fue similar a
las otras regiones. Las concentraciones de acido oleico y acido linoléico también se
modificaron. Por otra parte se observa que aunque se presentaron variaciones en los
compuestos individuales, estas no impactaron de forma estadisticamente

significativa la suma de acidos grasos saturados ni insaturados.

Tabla Illl. Porcentaje de acidos grasos presentes en el aceite de la nuez
cuantificados por GC-MS

Acido graso Norte Centro Sur
Palmitico (16:0) 8.31+0.17%® 8.47+0.06% 8.02+0.02°

Estearico (18:0) 5.22+0.27 4 .53+0.65 4.35+0.17
Total de saturados 13.53+0.12 12.63+2.08 12.37+0.21

Oleico (18:1 ©-9)  57.18+0.552 47.43+0.90° 50.34+0.21°
Linoléico (18:2 w-6) 24.28+0.16¢ 34.79+0.782 32.47+0.25°
Linolénico (18:3 @-3) 5.00+0.28  4.76+0.97  4.81+0.23
Total de insaturados 86.47+0.12 86.70+18.63 87.63+0.21

Una letra diferente en la misma fila indica diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05) por ANOVA y prueba de Tukey, filas sin letras no fueron
estadisticamente diferentes.
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7.1.2 Fitoesteroles

Se cuantificaron 3 fitoesteroles en los aceites de la nuez: B-sitoesterol, campesterol y
Estigmasterol, siendo el B-sitoesterol el principal ya que constituye aproximadamente
el 94 % del total de los fitoesteroles. En la Tabla IV se muestran las concentraciones
detectadas en los aceites de la nuez.

Tabla IV. Concentraciones de fitoesteroles presentes en el aceite de la nuez
cuantificados por cromatografia de gases

Fitoesterol Norte Centro Sur Promedio

B-sitoesterol  50.37 £3.302 44.73+2.202@ 32.61+290° 42.57 +2.36
Campesterol 1.51+0.07¢ 212+0.042 1.82+0.09° 1.81+0.07
Estigmasterol 0.44 +0.04° 0.67+0.062 0.29+0.04° 0.46+0.04
Total 52.31+3.382 47.51+2212 3473+291° 4485+238

Todas en mg/100 g de aceite, cuantificados por cromatografia de gases. Una
letra diferente en la misma fila indica diferencia estadisticamente significativa
(p < 0.05) por ANOVA y prueba de Tukey.

La concentracion de fitoesteroles totales vario significativamente entre regiones,
siendo las regiones del Norte y del Centro superiores al Sur. En el Centro se
encontraron concentraciones superiores de los fitoesteroles minoritarios

(campesterol y estigmasterol).

7.1.3 Tocoferoles

Se identificaron y cuantificaron 2 tocoferoles en el aceite por medio de HPLC-
fluorescencia; od-tocoferol y y-tocoferol. En la Tabla V se presentan Ias

concentraciones medidas en las muestras.
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Tabla V. Concentraciones de tocoferoles presentes en los aceites de nuez
obtenidos por HPLC-fluorescencia

Tocoferol  Norte Centro Sur Promedio

& tocoferol 0.48+0.018° 0.54 +0.037 2 0.62+0.0022 0.55+0.024
y tocoferol 8.26 +0.032°¢ 10.95+0.0642 9.30+0.074° 9.50 £+ 0.392
Total 8.74 £0.047¢ 11.54 £0.0992 9.93 +0.075° 10.06 +0.400

Todas en mg/100 g de aceite. Aex 295 Nnm, Aem 330 Nnm. Una letra diferente en
cada fila indica diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) por ANOVA 'y
prueba de Tukey.

Se detectaron dos tocoferoles diferentes, 6 y vy, siendo el 5-tocoferol el que se
encontr6 en mayor abundancia con aproximadamente un 94 % del total y el 6-
tocoferol el 6 % restante. En la Tabla V se observa que la region Centro presenta la
mayor concentracion de y-tocoferol y de tocoferoles totales, siendo estadisticamente
diferente a las otras 2. Mientras que el &-tocoferol fue similar unicamente en el

Centro y en el Sur.

7.1.4 Polifenoles totales y capacidad antioxidante

En la Tabla VI se presentan las concentraciones de polifenoles totales asi como la
capacidad antioxidante de los aceites determinadas por los métodos de ABTS y
DPPH.

Tabla VI. Concentraciones de polifenoles totales y capacidad antioxidante de
los aceites de nuez determinadas por dos diferentes técnicas

Variable Norte Centro Sur Promedio

Polifenoles totales’ 11.63+0.282 11.92+0.112 11.33+0.162 11.63+0.13
ABTS? 20.03+2.312 17.65+2.162 8.22+1.74° 13.30+1.60
DPPH? 21.50+1.02° 27.73+2.352 18.49+1.40° 2257 +1.30

' mg GAE/M100 g de aceite, > mmol equivalentes de trolox (TE). Una letra
diferente en cada fila indica diferencia significativa (p < 0.05) por ANOVA y
prueba de Tukey, la ausencia de letra en cada fila indica que no hubo diferencia
estadisticamente significativa.
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En la Tabla VI se observa que no hubo diferencia significativa entre las
concentraciones de polifenoles totales en las diferentes regiones analizadas. Sin
embargo la capacidad antioxidante de los aceites si fue diferente; la técnica de ABTS
muestra que la region Norte y Centro presentan valores estadisticamente similares,
mientras que el Sur es inferior a ellos. La metodologia de DPPH sefiala que el Centro
es superior al Norte y al Sur, los cuales son similares entre si. Aunque la diferencia
en polifenoles totales no es estadisticamente significativa se observa que la region
Sur presentd la menor concentraciéon de estos compuestos y a su vez la menor

capacidad antioxidante determinada por ambos métodos.

7.1.5 Estabilidad oxidativa

En la Tabla VIl se presenta la Te de los aceites, se observa que ésta disminuye
conforme la velocidad de calentamiento () también disminuye, de acuerdo a esto, es

posible calcular la Ea del aceite de cada region.

Tabla VIl. Te y Ea de los aceites de nuez obtenida por DSC

Norte Centro Sur Promedio
B =20 K/min 201.40 199.50 201.8 200.9 +0.71

Te B=15K/min 195 1947 1956 195.1+0.3
(°C) B=10K/min 188.3 186.5 188.1 187.6+0.6
B=5K/min 176.7 1745 1749 1754+0.7

Ea
(kd/mol)

100.76 96.43 91.61 96.27 +£2.64

7.2 Actividad biolégica
7.2.1 Alimento, energia y lipidos corporales totales y hepaticos

Cuando se utilizo el aceite de nuez, los polifenoles de nuez y la nuez completa para
evaluar su actividad biolégica se encontréo que el consumo de alimento (evaluado
diario y transformado a kcal/dia) difiri6 entre grupos. Los resultados mostraron que el
grupo control ingirié la mayor cantidad de alimento, mientras que el grupo AG+PN
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presentd el menor consumo. La ingesta de energia fue estadisticamente menor en
los grupos AG+AN y AG+PN con respecto al control. A pesar de la diferente ingesta
energética el peso final de las ratas no fue estadisticamente diferente entre grupos.
No obstante el % de LCT fue diferente entre el grupo control y los grupos AG,
AG+AN y AG+PN, mientras que el grupo AG+NC se mantuvo similar al del grupo
control. El % de LH se incrementd en todos los grupos AG con respecto al control.
Estos datos se presentan en la Tabla VIII.

Tabla VIll. Consumo de alimento y energia de las ratas a lo largo del
experimento, asi como su peso final y lipidos corporales totales y hepaticos
Grupo Al (g/dia) ** EC (kcal/dia) * PF (g) * LCT (%) ** LH (%) **
Control 21.8+0.22 77.9+0.62 4213+14.72 164+1.0° 1.7+0.2°
AG 17.2+0.2% 776+0.82 41961522 229+292 41+0.52
AG+AN 16.5+02° 744+09° 431.1+1532 208+2.02 40+0.7°
AG+PN 16.1+0.29 727+08° 4294+352 212+132 6.6+20°
AG+NC 17.1+0.1b 777042 426.8+16.52 192+1.7° 49+1.2°2

Al: alimento ingerido (g/dia); EC: energia consumida (kcal/dia); PF: peso final
(g) de las ratas después de 9 semanas de tratamiento; LCT: lipidos corporales
totales (%); LH: lipidos hepaticos (%). Promedio * SEM. Valores con una letra
diferente en cada columna indica diferencia estadisticamente significativa (p <
0.05) por * ANOVA y prueba de Tukey o ** prueba de Kruskal-Wallis.

7.2.2 Bioquimica sanguinea

Con la finalidad de determinar si las diferentes dietas y tratamientos generaban
cambios en la concentracidon de lipidos sanguineos se midieron estas variables a las
ratas de cada grupo en estudio. Los resultados mostraron variaciones

estadisticamente significativas, lo cual se detalla en la Tabla IX.
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Tabla IX. Bioquimica sanguinea de las ratas después de 9 semanas de
tratamiento
Grupo CT’ No HDL' LDL' HDL' TAG'
Control 96.2+34P 737%243c 501+12% 225+3.0% 186.0+13.0°
AG 1109+502% 824+482 609+482 284+142 169.6+6.9%
AG+AN 108.6+4.32 804+22% 596+282 282+282 163.8+10.8°
AN+PN 96.1+4.8° 69.6+52P 483+48° 264+3.0% 168.3+6.3%
AG+NC 83.7+47°¢ 636x37° 446+28% 202%+1.7° 149.2+9.0°

" unidades en mg/dL. Promedio * SEM. Valores con una letra diferente en cada
columna indica diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) por ANOVA
y prueba de Tukey.

El grupo AG presentd los valores mas altos en la mayoria de las variables
cuantificadas (excepto TAG). Por otra parte el grupo AG+NC presentd una tendencia
hacia la disminucién de la mayoria de los lipidos sanguineos. El grupo AG+PN mitigo
el aumento de los lipidos sanguineos al presentar concentraciones de CT, no HDL y
LDL similares a las del grupo control. ElI grupo AG+AN presento valores similares a
los del grupo AG, excepto en TAG los cuales fueron estadisticamente inferiores al
grupo control. La menor concentracién de TAG se presentd en el grupo AG+NC. El

colesterol HDL fue similar entre la dieta control y las dietas restantes.

Asimismo se evaluaron los niveles séricos de diferentes hormonas implicadas en la
sintesis, secrecion y catabolismo de lipidos como el CT, HDL y LDL entre otros
(Tabla X). Interesantemente no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de insulina ni en la sensibilidad a la misma, lo cual
se demuestra con los parametros HOMA-IR y QUICKI. Por otro lado la concentracion
de adiponectina en el grupo AG fue estadisticamente similar al grupo control y a los
demas grupos, mientras que los grupos AG+AN, AG+PN y AG+NC fueron similares
entre ellos y estadisticamente menores al grupo control. La concentracion de leptina
también mostré diferencias significativas al aumentar en los grupos AG y AG+AN con
respecto al grupo control, el grupo AG+PN no fue diferente a ningun otro y en el
grupo AG+NC los valores fueron similares a los del control. Ahora bien al disminuir la
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concentracion de adiponectina y aumentar la de leptina se modifico también la
proporcion adiponectina/leptina (Ad/Lp) en todos los grupos AG con respecto al

grupo control.

Tabla X. Concentracién sérica de hormonas y parametros de resistencia a

insulina en ratas después de 9 semanas de tratamiento

Grupo Insulina'™ HOMA-IR * QUICKI *  Adiponectina 2* Leptina '** Ad/Lp 3**

Control 3.2+0.62 380x7.82 0.243+0.007° 26.7+19° 71+09° 42+05°

AG 32+05% 418+452 0.238+0.003° 20.8+1.5% 145+222 17+02°
AG+AN 3.0+04°% 42.0+6.72 0.239+0.005°2 19.3+1.2° 13.0+£192 16%0.1°
AG+PN 36+0.7% 471+11.42 0.237 £0.005°2 19.8+21° 10.5+1.9% 22+0.3°
AG+NC 27032 394+6.62 0.240+0.004°2 14.6+1.3° 86+18° 21+0.3°

' unidades en ng/mL, 2 unidades pg/mL, 3 proporcion adiponectinal/leptina.

Promedio * SEM. Valores con una letra diferente en cada columna indica
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) por * ANOVA y prueba de
Tukey o ** prueba de Kruskal-Wallis.

7.2.3 Expresion relativa de mRNA de genes de metabolismo de lipidos y

respuesta antioxidante

Con la finalidad de evaluar si los diferentes tratamientos en la dieta de las ratas
inducian cambios en los niveles de expresion del mMRNA de genes involucrados en el
metabolismo lipidico y estrés oxidante, se obtuvieron los higados de las ratas y se
procesaron para aislar el RNA total, con el cual posteriormente se sintetizé el cDNA 'y
se realizaron los ensayos de RT-PCR en tiempo real correspondientes para cada
gen. Los resultados se presentan en la Figura 6.

Los resultados mostraron que la expresiéon de APOB en el grupo AG disminuyd
significativamente con respecto al control, mientras que el grupo AG+NC aument6
significativamente con respecto al control. Los grupos AG+AN y AG+PN presentaron
valores de expresion intermedio y fueron similares a todos los demas grupos. Al

analizar la expresion del LDLR en los diferentes grupos experimentales se observo
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que ésta fue menor en el grupo AG y estadisticamente similar al grupo control, los
grupos AG+AN y AG+PN fueron similares entre ellos y a todos los demas grupos,
mientras que la mayor expresion se presento en el grupo AG+NC. La expresion de
LXRa fue estadisticamente superior en el grupo AG+PN, en donde se presentd un
aumento significativo de aproximadamente 4 veces con respecto al grupo control; los
restantes grupos fueron similares al control. La expresion de SREBP1c aumentd
significativamente en el grupo AG+NC con respecto al control, mientras que los
demas grupos fueron similares al control. El ultimo gen analizado fue Nrf2,
encontrandose que los niveles mas bajos de expresion se presentaron en el grupo
control y ésta se incrementd de forma significativa en aproximadamente 2.5 veces en
los grupos AG, AG+PN y AG+NC. El grupo AG+AN fue similar a todos los demas
grupos.

47



1 APOB

Expresion relativa

ab

ab

1Hai

Control AG AG+ANAG+HPNAG+NC

64 1 LXRa

bc ab

Expresion relativa

bc

L alla

]

Control AG AG+ANAG+HPNAG+NC

Expresion relativa

16

14

] LDLR

12 H

10

Expresion relativa

?@@@ﬁ.

Control AG AG+ANAG+HPNAG+NC

16

14 4 ] SREBP 1c

12 H

10

Expresion relativa

T EEmll

Control AG AG+ANAG+PNAG+NC

1 Nrf2

Control AG AG+ANAG+HPNAGHNC

Figura 5. Expresion relativa de mRNA en higado de ratas. Promedio * SEM.

Valores con una letra diferente indica diferencia estadisticamente significativa

(p < 0.05) por prueba de Kruskal-Wallis.
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7.2.4 Actividad enzimatica y peroxidacion lipidica

Se cuantificd la actividad de las enzimas antioxidantes y peroxidacion lipidica en el
higado y corazdn de las ratas con el fin de analizar el impacto de la dieta AG y los
tratamientos sobre el estado redox de ambos 6rganos. Los resultados se muestran
en la Figuras 6 y 7. En el higado la actividad de CAT fue superior en grupo AG+NC
con respecto al control, mientras que los demas grupos fueron similares entre si y
con respecto al control. La actividad de SOD fue significativamente menor en el
grupo AG+PN con respecto al grupo control. La actividad de GPX aument6 de forma
significativa en los grupos AG, AG+AN y AG+PN con respecto al grupo control, el
grupo AG+NC también aumentd de forma significativa con respecto al control, pero
fue menor a los grupos AG, AG+AN y AG+PN. La actividad de GST fue menor en el
grupo control y similar a la del grupo AG, los grupos AG+AN, AG+PN y AG+NC
fueron significativamente superiores al control. La peroxidacion lipidica no fue
diferente entre ningun grupo con respecto al control, la unica diferencia significativa
se presentd entre el grupo AG y el grupo AG+NC, siendo el primero superior al

segundo.
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Figura 6. Actividad de las enzimas antioxidantes y peroxidacion lipidica en el
higado de ratas. Promedio * SEM. Valores con una letra diferente indica
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) por * ANOVA y prueba de
Tukey o ** prueba de Kruskal-Wallis.
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En el corazon se presentd una disminucion significativa en la actividad de CAT en el
grupo AG con respecto al control, mientras que los grupos AG+AN, AG+PN vy
AG+NC fueron similares al control. La actividad de SOD disminuy6 de forma
significativa (aproximadamente 0.5 U) en los grupos AG+AN y AG+NC, mientras que
los grupos AG y AG+PN presentaron valores intermedios similares a los demas
grupos. Por otro lado la actividad de GPX fue similar en los grupos control y AG,
mientras que los grupos AG+PN y AG+NC disminuyeron significativamente la
actividad de esta enzima con respecto al grupo control (aproximadamente 8 U); el
grupo AG+AN no presento diferencias significativas. La actividad de GST disminuyo6
de forma significativa en aproximadamente 0.5 U en el grupo AG con respecto al
control, los demas grupos fueron similares al control, aunque el grupo AG+PN fue
estadisticamente superior a AG+AN y AG+NC. Se presenté una disminucion en la
peroxidacion lipidica en todos los grupos que contenian fracciones de nuez con

respecto al control, mientras que el grupo AG fue similar a todos los demas grupos.
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Figura 7. Actividad de las enzimas antioxidantes y peroxidacion lipidica en el
corazén de ratas. Promedio * SEM. Valores con una letra diferente indica
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) por prueba de Kruskal-
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8 DISCUSION

Como ya se mencion6 anteriormente existen diferentes factores que pueden afectar
la composicion del aceite de la nuez, lo cual produce variabilidad entre nueces
cultivadas en diferentes regiones geograficas. Debido a esto se caracterizaron los
fitoquimicos presentes en nueces cultivadas en tres regiones geograficas del estado
de Chihuahua. A su vez la presencia de estos compuestos influenciara la
bioactividad del aceite de nuez cuando éste se consume como alimento funcional

para prevenir dislipidemia y/o estrés oxidante.

8.1 Caracterizacion del aceite

A partir del peso seco de la nuez se extrajeron entre 70 y 73 % de lipidos, por lo
tanto se considera a la nuez como un alimento rico en lipidos tal como previamente
lo han reportado otros autores. Toro y Pérez han estudiado la nuez C. illinoinensis de
estados de México Central (Querétaro, Guanajuato y San Luis Potosi) y reportan que
las muestras de esta regidon presentan entre 70 y 79 % de aceite (Toro-Vazquez &
Pérez-Bricefio, 1998). Al comparar la nuez C. illinoinensis con otros tipos de nuez se
encuentra que el marainon (Anacardium occidentale) y los pistachos (Pistacia vera)
contienen 47.1 y 58.8 % de lipidos respectivamente, mientras que la nuez pecana y
la macadamia se ha reportado que contienen 71.8 y 76.2 %; siendo estas dos
ultimas las nueces con mayor contenido de lipidos (Kornsteiner, Wagner, & Elmadfa,
2006). Son varios los factores que pueden estar implicados en estas variaciones en
el contenido de lipidos, por ejemplo al aumentar la cantidad de nitrogeno en los
fertilizantes utilizados en el sembrado de la nuez de castilla (Juglans regia) se
aumenta la concentracion de acido linoléico y se disminuye la de linolénico, lo cual a
su vez afecta la concentracion de otros fitoquimicos y la estabilidad oxidativa del
aceite (Verardo et al., 2013). El método y solvente con el que se extrae el aceite
también son factores importantes que influyen en el rendimiento de la extraccion del
mismo. Miraliakbari reporta que una extraccion de aceite de este mismo tipo de nuez
es mas eficiente cuando el solvente es una mezcla de cloroformo:metanol que

cuando se utiliza hexano, ya que la mezcla de solventes rinde un 73.4 % de aceite,
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mientras que el hexano solamente 71.5 %; de igual manera los compuestos
antioxidantes minoritarios se ven también afectados, lo cual se refleja al determinar
la capacidad antioxidante del aceite (Miraliakbari & Shahidi, 2008).

Los acidos grasos encontrados fueron en su mayoria insaturados, especificamente
monoinsaturados ya que el acido oleico (18:1 »-9) es el mas abundante. El segundo
en abundancia es linoléico (18:2 »-6) que es poliinsaturado. Ademas de estos dos
acidos grasos, se encontr6 también linolénico (18:3 ®-3 poliinsaturado) y dos
saturados, palmitico y estearico (16:0 y 18:0 respectivamente). El perfil de acidos
grasos de la nuez se considera saludable debido a que la mayoria de ellos son
insaturados y contienen compuestos esenciales como el acido linolénico. Cuando se
consume acido linolénico en el humano se pueden sintetizar a partir de él acidos
grasos mas largos como el acido eicosapentaendico (EPA, 20:5 ®-3),
docosapentaendico (DPA, 22:5 ®»-3) y docosahexaendico (DHA, 22:6 ®»-3). Se ha
establecido también que los acidos grasos mono y poliinsaturados del aceite de la
nuez presentan efectos cardioprotectores (Ros & Mataix, 2006), considerandose por
lo tanto al aceite de la nuez como un elemento nutricional con capacidad bioactiva
importante. Como ya se menciond previamente algunos acidos grasos individuales
presentan diferencias estadisticas minimas (por ejemplo el palmitico, oleico vy
linoléico), sin embargo cuando se considera la suma total de acidos grasos
saturados se encuentra que son estadisticamente similares, sucediendo o mismo

con los acidos grasos insaturados.

Ademas de acidos grasos los fitoesteroles fueron otra clase de fitoquimicos
detectados y cuantificados en el aceite de nuez. Estos son compuestos de origen
vegetal de estructura similar al colesterol, y debido a su naturaleza apolar se
concentran en la fraccion lipidica de la nuez. El principal fitoesterol fue el B-
sitoesterol que representa aproximadamente el 94 % de los fitoesteroles presentes
en el aceite de la nuez, seguido del campesterol y estigmasterol. Lugasi reporta que
los tres fitoesteroles previamente mencionados son los principales obtenidos a partir

de los alimentos de origen vegetal, conteniendo la nuez C. illinoinensis entre 114 y
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157 mg de fitoesteroles totales por cada 100 g de nuez (Lugasi, 2009). Otra
publicacion menciona que las nueces contienen entre 102 y 157 mg de
fitoesteroles/100 g de nuez (Segura, Javierre, Lizarraga, & Ros, 2006). En el
presente estudio los fitoesteroles fueron afectados por la zona de cultivo, lo cual se
ha observado previamente en otros organismos. Plumb reporta que la sintesis de
fitoesteroles en el organismo vegetal es afectada por el tipo de suelo, variaciones
climaticas y la exposicion a diferentes tipos de estrés como microorganismos (Plumb,
Rhodes, Lampi, Buchgraber, & Kroon, 2011). Mas aun se reporta que los
fitoesteroles en el aceite de canola, girasol y soya varian entre cultivos y dentro de
los mismos cultivos debido a diferencias genéticas y diferencias en el lugar de
plantado (VIahakis & Hazebroek, 2000). Con los datos obtenidos en este proyecto se
demuestra que la region Norte del estado de Chihuahua tiene condiciones mas aptas
para la sintesis de fitoesteroles, ya que la concentracion de estos disminuyé en las
nueces del Sur del estado. Diversos estudios han reportado que los fitoesteroles
tienen efectos positivos sobre la salud humana por ejemplo inhibir la absorcion de
colesterol exdégeno e influenciar el metabolismo global del mismo (Chen & Blumberg,
2008; Hovenkamp et al., 2008; Moreau et al., 2002; Woyengo, Ramprasath, & Jones,
2009). Estos estudios demuestran que la inclusion de fitoesteroles en la dieta puede
impactar en la salud del individuo ayudando a mantener o alcanzar niveles normales
de colesterol total y LDL lo cual impactaria de manera positiva a la salud

cardiovascular.

Posteriormente al analisis de los fitoesteroles se prosiguié al de los tocoferoles
(conocidos también como vitamina E), encontrandose y cuantificandose el - y el y-
tocoferol, siendo el y-tocoferol el componente mayoritario. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Villarreal y colaboradores, en donde se menciona
que el tocoferol mayoritario presente en nueces C. illinoinensis cultivadas en Texas,
E.U.A. es el y-tocoferol, mientras que el 5-tocoferol y el a-tocoferol se encuentran
también en menor proporcion (Villarreal-Lozoya et al., 2007). Asimismo reportan que
el y-tocoferol se encuentra en concentraciones que van desde los 7.2 hasta los 13.5

mg/100 g de aceite, lo cual indica que el promedio cuantificado en nuestro trabajo
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(10.4 mg/100 g de aceite) se encuentran en el rango reportado por Villarreal, sin
embargo mencionan que el aceite contiene también (aunque en bajas
concentraciones) o-tocoferol, el cual no fue detectado en este proyecto. Wyatt
reportd que el y-tocoferol predomina sobre el a-tocoferol en nueces pecanas, sin
embargo no reportan o&-tocoferol, el cual si fue detectado y cuantificado en el
presente trabajo (Wyatt, Carballido, & Méndez, 1998). En un estudio similar realizado
se reporta el contenido de tocoferoles en nueces pecanas cultivadas en Georgia,
Arizona y Texas, E.U.A.; se menciona que las cuatro isoformas se encuentran
presentes, siendo el y-tocoferol el compuesto mayoritario (> 90 %) y los otros tres
completando el resto del total de tocoferoles (Chun, Lee, Ye, & Eitenmiller, 2002).
También se ha mencionado que las nueces pecanas se consideran ricas en y-
tocoferol mientras que son pobres en a-tocoferol ya que solo contienen 1.4 mg/100 g
de nuez (Haddad, Jambazian, Karunia, Tanzman, & Sabaté, 2006). De acuerdo con
las publicaciones antes mencionadas se observa que el principal tocoferol presente
en la nuez C. illinoinensis es el y-tocoferol, mientras que el a-tocoferol y el 5-tocoferol
se encuentran ausentes o solamente en bajas concentraciones, lo cual se atribuye a
factores ambientales y otras condiciones de crecimiento, las cuales ejercen un efecto
sobre los tocoferoles asi como otros fitoquimicos presentes en la nuez. El B-tocoferol
también puede estar presente sin embargo no puede ser resuelto del y-tocoferol por
medio de HPLC de fase reversa debido a la similitud en la estructura de ambos

compuestos (Gliszczynska-Swiglo & Sikorska, 2004).

En el aceite de la nuez existen compuestos antioxidantes de la familia de los
polifenoles. Estos son moléculas consideradas antioxidantes in vitro asi como
también presentan otras funciones como aumentar la resistencia del LDL a ser
oxidado y aumentar la capacidad antioxidante del plasma (Halliwell et al., 2005). Se
determind que las muestras analizadas en el presente estudio contienen entre 11.33
y 11.92 mg GAE/100 g de aceite. Estudios previos mencionan que el aceite de la
nuez pecana contiene aproximadamente 19.6 mg GAE/100 g de aceite cuando se

utiliza hexano para extraerlo (Miraliakbari & Shahidi, 2008); la concentracion de estas
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moléculas en otras nueces varia considerablemente de acuerdo con la nuez y con el
método de extraccion desde 8 hasta 78 mg GAE/100 g de aceite (Arranz, Cert,
Perez-Jimenez, Cert, & Saura-Calixto, 2008; Shahidi & Miraliakbari, 2008). Uno de
los aceites que ha recibido considerable atencidn es el aceite de oliva el cual se ha
reportado que contiene entre 5y 100 mg GAE/100 g de aceite, y como en el caso de
los fitoesteroles este valor es afectado por factores geograficos y por la metodologia
empleada para extraer el aceite (Owen et al, 2000). De acuerdo con las
concentraciones aqui obtenidas se puede decir que las nueces presentan valores
similares a los del aceite de oliva, sin embargo se ha mencionado que en los
extractos metandlicos utilizados para cuantificar fenoles contienen también
fosfolipidos y algunos otros compuestos que tienen efecto sobre la metodologia de
Folin-Ciocalteu (Arranz et al., 2008). De igual manera los fosfolipidos son capaces de
ejercer actividad antioxidante y consecuentemente afectar la capacidad antioxidante
de las muestras. No se encontré una correlacion entre la capacidad antioxidante y la
concentracion de polifenoles lo cual sugiere que estos no son los Unicos compuestos
que ejercen capacidad antioxidante en las muestras, no obstante se debe mencionar
gue en nuestro estudio los polifenoles se cuantificaron en extractos de metanol:H-O

6:4 y la capacidad antioxidante en extractos de metanol al 100 %.

Los fitoquimicos anteriormente mencionados tendran un impacto sobre la estabilidad
térmica de los aceites de nuez, propiedad que refleja la susceptibilidad de éstos a ser
oxidados. Usualmente se relaciona este valor con la proporcién de acidos grasos
saturados/insaturados asi como con la presencia de antioxidantes naturales o
adicionados de forma artificial. La técnica utilizada para esta evaluacion fue DSC vy
presentd un promedio de 96.27 + 2.64 kJ/mol, con un rango de 91.61 para la muestra
del Sur a 100.76 kJ/mol para la muestra del Norte. Al comparar la Ea del aceite de la
nuez con la de otros aceites vegetales se observa que las muestras analizadas son
similares a las de aceite de oliva, para el cual se ha reportado una Ea de 72 a 104
kJ/mol (Kowalski et al., 2010). Resulta interesante destacar que la muestra del Sur
presentd el valor mas bajo de Ea asi como también la menor concentracion de

polifenoles totales y capacidad antioxidante. Se ha reportado que existe una
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correlacion entre la capacidad antioxidante de aceites y su estabilidad oxidativa
evaluada por el método de Rancimat asi como también entre la capacidad
antioxidante de la fraccion no polar y la concentracién de tocoferoles (Arranz et al.,
2008). Ya que esta propiedad del aceite se debe a la presencia y concentracion de
fitoquimicos, y éstas a su vez estan influenciadas por la regién de cultivo, la

estabilidad térmica del aceite depende de la region en donde se cultiva la nuez.

Con el fin de comprender la interrelacion que hay entre las diferentes variables
analizadas se buscaron correlaciones entre estas. En la Tabla XI se muestran
algunas de las correlaciones identificadas; aquellas cuyo valor R fue inferior a 0.900

se omitieron.

En la Tabla Xl se observa que ABTS correlaciona con el porcentaje de acidos grasos
insaturados (p = 0.002) y con fitoesteroles (p = 0.047), mientras que el porcentaje de
acidos grasos insaturados correlaciona con los fitoesteroles (p = 0.050). De acuerdo
a lo anterior se observa una interesante correlacion entre estas tres variables, ABTS,
fitoesteroles y porcentaje de acidos grasos insaturados. La Ea también correlaciono
de forma interesante con fitoesteroles (p = 0.143), ABTS (p = 0.190) y porcentaje de
acidos grasos insaturados (p = 0.194), lo cual sefala que la Ea esta determinada (al
menos en parte) por los acidos grasos y el contenido de fitoesteroles, aunque estos
ultimos generalmente no son considerados antioxidantes. El hecho de que los
compuestos polifendlicos totales solo correlacionen con DPPH y que los tocoferoles
estén ausentes de la tabla puede ser indicio de que los principales contribuidores a la
capacidad antioxidante sean los acidos grasos. Aunque los tocoferoles y los
compuestos polifendlicos son normalmente considerados buenos compuestos
antioxidantes es probable que su concentracion no haya sido la suficiente para
ejercer un efecto notable. También es congruente que los compuestos polifendlicos
no se correlacionaran con otra variable (como Ea por ejemplo) ya que no
presentaron diferencia estadisticamente significativa y por lo tanto su efecto

antioxidante sera el mismo en todas las muestras.
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Tabla Xl. Correlaciones entre las diferentes variables analizadas en la

caracterizacion del aceite

Correlacion Valor R Significancia
ABTS
% de insaturados 0.999 0.002
Fitoesteroles 0.997  0.047

Fitoesteroles
% de insaturados 0.996 0.050
DPPH
Polifendlicos totales 0.980  0.126
Ea
Fitoesteroles 0.974  0.143
ABTS 0.955 0.190
% de insaturados 0.953 0.194

Ordenados por valor R; aquellas con un valor R inferior a 0.900 fueron
omitidas.

8.2 Actividad biolégica

Una vez que se determind la composicion de los fitoquimicos en el aceite de nuez se
disefiaron dietas altas en grasa (AG) para administrar a ratas Wistar macho durante
9 semanas. Estas dietas se adicionaron con aceite de nuez (AG+AN), polifenoles de
nuez (AG+PN) y nuez completa (AG+NC) para valorar el efecto de la nuez y sus

fracciones.

El mayor consumo de alimento se llevé a cabo en el grupo control ya que esta dieta
presentd la menor densidad energética, por lo tanto los animales consumieron una
mayor cantidad para satisfacer sus requerimientos energéticos. Por otra parte el
menor consumo se presentd en el grupo AG+PN. Al evaluar la ingesta calorica los

resultados nos muestran que los grupos AG+AN y AG+PN tuvieron un consumo
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estadisticamente menor a los restantes y fueron similares entre ellos, lo cual puede
deberse a que en ambos grupos se produjo una sensacion de saciedad. Se ha
demostrado que los acidos grasos insaturados (Jones, Jew, & AbuMweis, 2008),
polifenoles y otros fitoquimicos (Molan et al., 2008) pueden producir una sensacion
de saciedad en modelos humanos y animales. Sin embargo el efecto de saciedad no
se observo cuando se administraron los compuestos como parte de la misma dieta,
es decir, en el grupo AG+NC. A pesar de haberse encontrado efectos significativos
en la ingesta caldrica no se observaron diferencias en el peso final de las ratas
aunque si en el % de LCT. Esto demuestra que una ingesta calérica similar a partir
de diferentes fuentes como carbohidratos complejos en el grupo control y lipidos en
el grupo AG no es equivalente, ya que los lipidos se dirigiran preferentemente hacia
el tejido adiposo mientras que los carbohidratos seran mas facilmente oxidados. A
pesar de esto el origen de los lipidos y los compuestos bioactivos ahi presentes (por
ejemplo los polifenoles) afectaran las rutas metabdlicas de los macronutrientes
ingeridos.

Con el fin de detallar las vias metabdlicas involucradas en el metabolismo hepatico
de los lipidos se analizé la expresion de diferentes proteinas y factores de
transcripcion. El % de LH aumenté significativamente en el grupo AG+PN con
respecto al control, lo cual correlacioné con la expresion del LXRa en el higado (p =
0.01). LXRa protege al higado del exceso de colesterol mediante varios mecanismos
como son la estimulacion del transporte reverso de colesterol y la excrecion del
mismo por via biliar (Calkin & Tontonoz, 2012). La estimulacion de LXRa mediante
agonistas como GW3965 (Donkin et al., 2010) y T0901317 (Houck et al., 2004) han
sido considerados como una estrategia terapéutica frente a la ateroesclerosis, sin
embargo esta estimulacion puede inducir hipertriacilglicerolemia, favorecer la
lipogénesis hepatica y producir hepatoesteatosis como consecuencia (Fievet &
Staels, 2009). En este estudio no se encontr6 un aumento en la concentracion de
TAG en sangre en ninguno de los grupos tratamiento, ni una correlacion significativa

entre la expresion de LXRa y la concentracion de TAG (p = 0.25), lo cual sugiere que
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el estimulo observado en la expresion de LXRa no impacté la concentracion de éstas
moléculas. Estos resultados sugieren que los polifenoles de la nuez pueden
estimular al LXRa y por lo tanto producir un efecto anti-ateroesclerotico, no obstante
su efecto sobre la acumulacién de lipidos hepaticos debe estudiarse. Resulta
importante remarcar que el estimulo sobre LXRa no se presento en el grupo AG+NC
lo cual sugiere la presencia de algun otro compuesto o compuestos que puedan
modificar el efecto que presentan los polifenoles sobre LXRoa o bien que su
metabolismo es diferente cuando se administran por separado o formando parte de

la nuez.

Interesantemente la reduccion de lipidos sanguineos comunmente ligada al consumo
de nueces fue observada en este estudio (Mukuddem-Petersen, Oosthuizen, &
Jerling, 2005). ElI mayor efecto de reduccion se presenté en el grupo AG+NC en
comparacion con AG+PN y el AG+AN. Diferentes estudios han sugerido que este
efecto puede deberse a los acidos grasos. En una revision de diferentes estudios del
consumo de almendras se sugiere que pueden éstas disminuir la concentracion de
LDL debido al perfil de acidos grasos de la almendra y “posiblemente a otros
compuestos” (Berryman, Preston, Karmally, Deckelbaum, & Kris-Etherton, 2011). En
el caso de C. illinoinensis estos otros compuestos con capacidad de reduccion de
colesterol pueden ser los polifenoles y de hecho pueden no ser secundarios sino
primarios ya que la fraccion lipidica presenté un efecto minimo en la reduccion de
lipidos, mientras que los polifenoles mitigaron el aumento de CT y LDL. El
mecanismo de accién de los polifenoles puede involucrar la estimulacion del LXRa. o
algunas otras rutas. En una investigacion reciente se demostré que los polifenoles
del té negro reducen la solubilidad micelar del colesterol in vifro asi como su
absorcion intestinal en ratas (lkeda, Yamahira, Kato, & Ishikawa, 2010). Ya que el
efecto de disminucion en la concentracion de CT y sus fracciones se observo
primordialmente en el grupo AG+NC se sugiere que otros componentes de la nuez
(fibra, proteinas u otros micronutrientes) pueden contribuir al efecto, asi como

presentarse una sinergia entre ellos. El efecto sobre la reduccién en la concentracion
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de CT y sus fracciones puede estar relacionado a cambios en el metabolismo de
APOB, la cual es la principal proteina en las particulas de colesterol no HDL. La
expresion del mMRNA de APOB se correlacion6 de manera inversa a la concentracion
de CT (p =-0.03), LDL (p =-0.03) y no HDL (p =-0.02). El aumento en la expresion
del LDLR parece ser clave en la reduccion de CT ya que la expresion del mRNA del
LDLR correlaciona de manera positiva con la expresion de APOB (p = 0.007). Estos
resultados sugieren que un aumento en la expresion del mMRNA de APOB y LDLR
esta ligado a un catabolismo aumentado de las particulas de colesterol no HDL. Se
ha demostrado que la secrecién de APOB esta regulada por el LDLR en la fase
intracelular y después de su secrecion (Twisk et al., 2000) incluso otros autores se
han referido al LDLR como un “guardian” de las particulas que contienen APOB
(Larsson, Skogsberg, & Bjorkegren, 2004). La mayor induccién sobre la expresion de
LDLR se present6 en el grupo AG+NC que a su vez presento la menor concentracion
de CT y LDL en circulacion, sin embargo el HDL también disminuy6 en este grupo,
sugiriendose mecanismos de regulacion adicionales; entre estos la modificacion en
la proporcion de acidos grasos intracelulares, actividad de la MTTP (proteina
microsomal de transferencia de triglicéridos) entre otros, ya que la produccion de
lipoproteinas esta regulada en diversos pasos desde la traduccion de la proteina
hasta la secreciéon de la particula (Olofsson, Stillemark-Billton, & Asp, 2000;
Sundaram & Yao, 2010).

El mayor efecto del grupo AG+AN fue sobre la concentracién sérica de TAG. Esta
concentracion fue estadisticamente menor en los grupos AG+AN y AG+NC con
respecto al control. Los mecanismos a través de los cuales un aceite comestible
puede reducir la concentraciéon de TAG se han estudiado principalmente utilizando
aceites de pescado, demostrandose que éstos actuan sobre SREBP1c al reducir la
expresion del mRNA e inhibir la maduracién de la proteina (Shearer, Savinova, &
Harris, 2012). En este estudio no se modifico la expresiéon de SREBP1c en el grupo
AG+AN pero si en el grupo AG+NC, lo cual sugiere que el efecto de reduccion de
TAG observado en el grupo AG+AN no esta mediado por SREBP1c sino por otros

mecanismos hepaticos o extra-hepaticos. Una opcion es modificaciones a nivel de
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tejido adiposo o muscular, ya que estos tejidos también son capaces de impactar
sobre la concentracion de TAG a través de la B-oxidacién o el almacenamiento de

lipidos.

Las hormonas adiponectina y leptina son secretadas por el TAB; se ha demostrado
qgue la concentracién de adiponectina correlaciona de manera inversa con la masa de
este tejido. Ya que en este estudio se incrementd el % de LCT la concentracion de
adiponectina disminuyo, lo cual se confirma mediante la correlacion entre LCT y la
concentracion de adiponectina (p = -0.02). La concentracidén de adiponectina también
correlacioné de manera negativa con la expresion del mRNA del LDLR (p = -0.03).
La concentracién de leptina también presenté una correlacidn significativa positiva
con el % de LCT (p < 0.001). Como ya se mencion¢ la leptina es capaz de prevenir
obesidad al disminuir la ingesta cal6rica y favorecer su gasto; estos efectos se
pueden producir al actuar sobre el sistema nervioso central en los centros del
cerebro responsables de estos comportamientos en donde el receptor de leptina es
ampliamente expresado (Sweeney, 2002). Al presentarse hiperleptinemia pueden
ocurrir una serie de efectos negativos como obesidad y resistencia a la leptina, lo
cual puede contribuir al desarrollo de ateroesclerosis por diferentes mecanismos
(Scarpace & Zhang, 2009). Por lo tanto la hiperleptinemia y el aumento en el % de
LCT son indicadores de aterogénesis en nuestros grupos. Ya que el grupo AG+NC
fue capaz de mitigar la hiperleptinemia se demuestra que la nuez C. illinoinensis es
capaz de mitigar la hiperleptinemia provocada por una dieta AG. Una disminucion en
la concentracién de adiponectina en conjunto con un aumento en la concentracion de
leptina produjo una disminucion en la proporcion Ad/Lp en los grupos AG, a pesar de
que el grupo AG+NC mitigd la hiperleptinemia. Esta proporcion se ha documentado
como un marcador de sindrome metabdlico que disminuye conforme aumentan los
riesgos de padecer esta condicion (Vega & Grundy, 2013). En la Figura 8 se

presenta un esquema que resume los efectos mas importantes aqui observados.
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Figura 8. Resumen de los principales efectos y correlaciones observadas. El
grupo AG+PN estimulé la expresion hepatica relativa del mRNA del factor de
transcripcion LXRa, lo cual correlacioné (p = 0.01) con el % de LH que fue
estimulado por todos los grupos AG. También en el higado se estimulé la
expresion relativa del mRNA del LDLR y la APOB en el grupo AG+NC, ambas
variables correlacionaron de forma significativa (p = 0.007). La expresion
relativa de APOB hepatica correlacioné de forma negativa con la concentraciéon
de CT y LDL circulante (p = -0.03). El % LCT se vio aumentado en los grupos
AG, lo cual a su vez inhibi6é la secreciéon de adiponectina. Los grupos AG y
AG+AN produjeron hiperleptinemia, la cual fue mitigada en el grupo AG+NC.
Los grupos AG disminuyeron la proporciéon Ad/Lp. Las concentraciones de
adiponectina y leptina correlacionaron con el % LCT (p = -0.02 y p < 0.001

respectivamente).
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Ademas de alterar el metabolismo de lipidos una dieta AG también afecta el
equilibrio redox de diferentes maneras. Primero, una dieta en donde se limita la
ingesta de carbohidratos y se favorece la de lipidos dirigira al metabolismo hacia la
oxidacion de lipidos, lo cual generara una concentracion aumentada de ROS (Vial et
al., 2011). Segundo, ya que se incrementa la produccion de ROS un organismo sano
aumentara su respuesta antioxidante enddégena como consecuencia. Un estudio
realizado en ratones alimentados con dietas AG durante 24 semanas sugiere que el
higado aumenta su sistema antioxidante como una respuesta de adaptacion (Do et
al., 2011). Esta respuesta involucra al menos de forma parcial al factor Nrf2, ya que
éste regula la respuesta antioxidante y la expresion de las enzimas antioxidantes asi
como otros procesos celulares relacionados a la supervivencia celular (Kensler et al.,
2007).

En el higado se present6 un estimulo en la actividad de CAT en el grupo AG+NC, asi
como un aumento en la actividad de GPX superior al control pero menor a los grupos
restantes. De acuerdo con esto se sugiere que hubo una generacion importante de
H20O2 en este grupo que fue neutralizado por accion de la CAT. GPX también se
encarga de la eliminacion del H202, y ya que la regulacion de GPX es multifactorial,
siendo los compuestos oxidantes uno de sus principales reguladores asi como Nrf2
(Reisman, Yeager, Yamamoto, & Klaassen, 2009), es probable que el efecto sobre
esta enzima haya sido menor que el ejercido sobre CAT. Resulta también de
importancia remarcar que se presentd un comportamiento opuesto en la actividad de
GPX con respecto a lo reportado en otras investigaciones en donde dietas AG
inhiben la actividad de GPX hepatica (Noeman, Hamooda, & Baalash, 2011)
mientras que aqui se determiné un incremento. A pesar de este estimulo en la
actividad de GPX en el grupo AG se presentoé un mayor valor de peroxidacion lipidica
en este grupo con respecto a AG+NC. Este efecto sobre la peroxidacioén lipidica en
AG+NC pudo deberse al estimulo del sistema antioxidante, o bien por la
neutralizacion directa de los compuestos oxidantes antes que estos produjeran
peroxidacion lipidica. Los grupos AG+NC y AG+PN redujeron la actividad de SOD

con respecto al grupo AG, y el grupo AG+PN lo hizo también con respecto al control.
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Este comportamiento sugiere que los compuestos polifendlicos actuaron
directamente para neutralizar los ROS generados y por lo tanto la actividad de SOD
fue baja. Se ha reportado previamente que extractos que contienen polifenoles de
diferentes fuentes (100 mg de resveratrol de Polygonum cuspidatum y 75 mg de
polifenoles extraidos de uva muscadina) son capaces de mitigar la generacion del
anion superoxido in vivo después de una comida alta en grasa y carbohidratos en
humanos sanos (Ghanim et al., 2011), lo cual permite explicar por qué el grupo
AG+PN presentd una baja actividad de SOD. La actividad de GST se vio aumentada
en el grupo AG+NC, lo cual pudo también contribuir a la disminucién en la
peroxidacion lipidica ya que esta enzima se ha considerado como protectora en
estudios donde se alimentan roedores con dietas AG (Hsu & Yen, 2007; Kirpich et
al., 2011).

Los grupos AG, AG+PN y AG+NC estimularon la expresion de Nrf2. En el caso del
grupo AG es posible que el aumento sea debido a una mayor generacion de ROS
como producto de la B-oxidacion de acidos grasos. En el caso de AG+PN y AG+NC
el efecto fue probablemente mediado por los compuestos polifendlicos, lo cual
concuerda con la literatura que demuestra que estas moléculas son capaces de
modular la expresion de diversas enzimas a través de la via de sefalizacién de Nrf2
(Scapagnini et al., 2011). La activacion de Nrf2 no se vio reflejada en la actividad de
ninguna de las enzimas antioxidantes en este estudio, lo cual puede indicar que la
actividad de las enzimas fue regulada por mecanismos diferentes o adicionales a
Nrf2, o bien que la activacion de Nrf2 tuvo un efecto mas prominente sobre otras
enzimas como se ha reportado anteriormente (Kensler et al., 2007). El grupo AG+AN
no mostro efectos significativos sobre la actividad de ninguna de las enzimas
analizadas. En la Figura 9 se presenta un resumen de los principales efectos
observados sobre la actividad enzimatica y peroxidacion lipidica hepatica asi como la

interrelacion entre ellos.
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Figura 9. Efectos observados sobre la actividad enzimatica en el higado de rata
debido a las dietas experimentales; en negrita las enzimas analizadas, en
cursiva los grupos experimentales que presentaron un efecto mas prominente.
El grupo AG presenté un incremento en la actividad de SOD y GPX, lo cual
pudo haber sido mediado por un incremento en la B-oxidacion de acidos
grasos libres, lo cual genera anién superéxido (O2’) y H20,, los cuales son los
sustratos de la SOD y GPX respectivamente. La actividad de SOD fue
suprimida en el grupo AG+PN, lo cual se puede deber a la neutralizacion
directa del O2" por medio de los polifenoles, o bien, otro mecanismo adicional.
El aumento en la actividad de CAT por en el grupo AG+NC puede haber
ocurrido por la activacidon del factor Nrf2 o por otro mecanismo adicional, este
grupo también tuvo un aumento menor sobre GPX, ya sea por el aumento en
CAT que elimina el sustrato de GPX (H202) o por mecanismos adicionales. El
grupo AG+NC aumenté la actividad de GST a través del factor Nrf2 o por otros
mecanismos adicionales. Estos efectos sobre el sistema antioxidante
permitieron distinguir que la peroxidacion lipidica fuera superior en el grupo
AG e inferior en el grupo AG+NC (no incluido en la figura).
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Las actividades de las enzimas antioxidantes en el corazén presentaron un
comportamiento diferente a lo observado en el higado, lo cual resulta interesante ya
que se demuestra que el efecto de una molécula en un érgano sera diferente al que
se ejerza en otro debido a diferencias inherentes entre cada uno. La actividad de
CAT fue menor en el grupo AG, mientras que AG+PN y AG+NC mantuvieron la
actividad de CAT en valores similares a los del control. Esto sugiere que los
compuestos polifendlicos y otros presentes en la nuez fueron capaces de prevenir la
inhibicion que la dieta AG ejercio sobre esta enzima. En la actividad de las demas
enzimas se mantuvo una tendencia diferente a la de CAT; en SOD se disminuy? la
actividad en el grupo AG+AN y AG+NC, sugiriéndose que en el corazon fue el aceite
de nuez y no los polifenoles los que ejercieron un mayor efecto sobre SOD vy
posiblemente sobre las ROS. La actividad de GPX mostré una clara tendencia hacia
la disminucidn con las fracciones de nuez y aun mayor con la nuez completa, lo cual
es indicio de una neutralizacion de ROS en estas dietas. La actividad de GST fue
superior en el grupo AG+PN y menor en AG, destacandose asi el papel importante
de los compuestos polifendlicos sobre la actividad de esta enzima. Se ha
demostrado que los polifenoles catequina y proantocianidina B4 extraidos de la
semilla de uva son capaces de estimular la actividad de GST (y sin modificar la de
GPX) en cardiomiocitos ejerciendo asi un efecto cardioprotector (Du, Guo, & Lou,
2007). Es posible que en este estudio haya ocurrido un efecto similar incluso debido
a los mismos compuestos, ya que en la nuez también se encuentran catequina y
proantocianidinas (Laura A. de la Rosa et al., 2014). Otro estudio sefala que en
particular el resveratrol es capaz de inducir la actividad no s6lo de GST sino también
de CAT y algunas otras, igualmente ejerciendo un efecto cardioprotector (Li, Cao, &
Zhu, 2006). De acuerdo con esta informacion se puede apreciar que los compuestos
presentes en la nuez, y en particular los polifenoles, son capaces de ejercer un
efecto cardioprotector al estimular la actividad de GST vy evitar la generacion de
ROS. La peroxidacion lipidica se vio disminuida en los grupos AG+AN, AG+PN y
AG+NC, lo cual sefiala que la nuez y sus fracciones, y en particular los polifenoles,
fueron capaces de neutralizar moléculas oxidantes antes de que estas llevaran a

cabo reacciones de peroxidacion en los lipidos cardiacos. Estos resultados en
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conjunto con reportes previos destacan el papel de los polifenoles al ejercer un
efecto cardioprotector a través de la estimulacion de la actividad de GST vy la

disminucién en la peroxidacion lipidica.

En general los efectos sobre la actividad de las enzimas antioxidantes y peroxidacion
lipidica indican que la respuesta antioxidante de las ratas fue estimulada por la
generacion aumentada de moléculas oxidantes cuando consumieron dietas AG,
mientras que los compuestos presentes en la nuez (polifendlicos en particular)
ejercieron una proteccion al higado y al corazdon. El grupo AG+NC tuvo mayor
actividad sobre el higado, mientras que el grupo AG+PN la tuvo en el corazon.

9 CONCLUSION

Se caracterizaron compuestos fitoquimicos presentes en el aceite de nuez C.
illinoinensis de tres regiones del Norte de Meéxico, encontrandose diferencias
estadisticas entre region. Esta caracterizacion permitié determinar la actividad
biologica del aceite y compararla con la de los polifenoles de nuez y la nuez
completa. En general los efectos de la nuez completa no pueden ser duplicados por

ninguna de sus fracciones administradas de forma independiente.
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10 ANEXOS

A. Ingredientes utilizados para la elaboracion de las dietas experimentales. Como
fuente de almidon se utilizé maizena (Unilever), de sacarosa se utilizé azucar glas
(Great Value), de grasa animal se utiliz6 manteca (Inca), de aceite de maiz se utiliz6
aceite marca Dorasol; estos ingredientes fueron comprados en tiendas locales de
autoservicio. La caseina (1100), mezcla de vitaminas AIN-76A (F8000), mezcla de
minerales AIN-76 (F8505), celulosa (3425) y cloruro de colina (6105) fueron de
marca Bio-Serv y de grado alimenticio. Los contenidos de proteina, lipidos,
carbohidratos, humedad y ceniza de los ingredientes fueron previamente
determinados y utilizados aqui para una mayor exactitud en la determinacion del

aporte energético de proteina, lipidos y carbohidratos.
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A1. Ingredientes utilizados para la elaboracion de la dieta consumida por el grupo control

Ingrediente % Ingrediente Proteina (g) Lipidos (g) Carbohidratos (g) Humedad (g) Cenizas (g) Calorias
Almidoén 52.00 1.30 464.05 53.77 0.88 1861.39
Sacarosa 5.00 49.91 0.09 199.64
Grasa animal 5.00 50.00 450.00
Aceite de maiz 5.00 50.00 450.00
Caseina 17.00 134.16 0.71 19.45 13.46 2.21 620.87
Vitaminas 1.80 0.08 0.16

Minerales 6.00 0.18 41.73

Celulosa 6.00 3.22 0.07

Colina 0.20

Agua 2.00 20.00

Total 100.00 135.46 100.71 533.41 90.80 45.06 3581.91
% peso 13.55 10.07 53.34 9.08 4.51

% calorias 15.13 25.31 59.57

kcal/g 3.58
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A2. Ingredientes utilizados para la elaboracion de la dieta consumida por el grupo AG

Ingrediente % Ingrediente Proteina (g) Lipidos (g) Carbohidratos (g) Humedad (g) Cenizas (g) Calorias
Almidoén 30.00 0.75 267.72 31.02 0.51 1073.88
Sacarosa 5.00 49.91 0.09 199.64
Grasa animal 13.75 137.50 1237.50
Aceite de maiz 13.75 137.50 1237.50
Caseina 21.50 169.68 0.90 24.60 17.03 2.80 785.22
Vitaminas 1.80 0.08 0.16

Minerales 6.00 0.18 41.73

Celulosa 6.00 3.22 0.07

Colina 0.20

Agua 2.00 20.00

Total 100.00 170.43 275.90 342.23 71.61 45.27 4533.74
% peso 17.04 27.59 34.22 7.16 4.53

% calorias 15.04 54.77 30.19

kcal/g 4.53
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A3. Ingredientes utilizados para la elaboracion de la dieta consumida por el grupo AG+AN

Ingrediente % Ingrediente Proteina (g) Lipidos (g) Carbohidratos (g) Humedad (g) Cenizas (g) Calorias
Almidoén 30.00 0.75 267.72 31.02 0.51 1073.88
Sacarosa 5.00 49.91 0.09 199.64
Grasa animal 6.88 68.75 618.75
Aceite de maiz 6.88 68.75 618.75
Aceite de nuez 13.75 137.50 1237.50
Caseina 21.50 169.68 0.90 24.60 17.03 280 785.22
Vitaminas 1.80 0.08 0.16

Minerales 6.00 0.18 41.73

Celulosa 6.00 3.22 0.07

Colina 0.20

Agua 2.00 20.00

Total 100.00 170.43 275.90 342.23 71.61 45.27 4533.74
% peso 17.04 27.59 34.22 7.16 4.53

% calorias 15.04 54.77 30.19

kcal/g 4.53
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A4. Ingredientes utilizados para la elaboracion de la dieta consumida por el grupo AG+PN

Ingrediente % Ingrediente Proteina (g) Lipidos (g) Carbohidratos (g) Humedad (g) Cenizas (g) Calorias
Almidoén 30.00 0.75 267.72 31.02 0.51 1073.88
Sacarosa 5.00 49.91 0.09 199.64
Grasa animal 13.75 137.50 1237.50
Aceite de maiz 13.75 137.50 1237.50
Polifenoles 0.10

Caseina 21.50 169.68 0.90 24.60 17.03 2.80 785.22
Vitaminas 1.80 0.08 0.16

Minerales 6.00 0.18 41.73

Celulosa 6.00 3.22 0.07

Colina 0.20

Agua 1.90 19.00

Total 100.00 170.43 275.90 342.23 70.61 45.27 4533.74
% peso 17.04 27.59 34.22 7.06 4.53

% calorias 15.04 54.77 30.19

kcal/g 4.53

74



A5. Ingredientes utilizados para la elaboracion de la dieta consumida por el grupo AG+NC

Ingrediente % Ingrediente Proteina (g) Lipidos (g) Carbohidratos (g) Humedad (g) Cenizas (g) Calorias
Almidoén 30.00 0.75 267.72 31.02 0.51 1073.88
Sacarosa 5.00 49.91 0.09 199.64
Grasa animal 6.30 63.00 567.00
Aceite de maiz 6.30 63.00 567.00
Nuez 18.00 17.33 133.76 22.79 3.37 2.56 1364.31
Caseina 21.50 169.68 0.90 24.60 17.03 2.80 785.22
Vitaminas 1.80 0.08 0.16

Minerales 6.00 0.18 41.73

Celulosa 4.00 2.14 0.05

Colina 0.20

Agua 0.90 9.00

Total 100.00 187.76 260.66 365.01 62.91 47.80 4557.05
% peso 18.78 26.07 36.50 6.29 4.78

% calorias 16.48 51.48 32.04

kcal/g 4.56
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Abstract

Pecan (Carya illinoinensis) is a tree nut native to North America with high oil content. Pecan oil is rich in
unsaturated fatty acids and other lipid soluble phytochemicals. Many geographical and environmental factors are
responsible for the phytochemical content of the oil, and little current information exists on the properties of
pecans grown in northern México. We formulated the hypothesis that pecans grown in multiple locations are
exposed to different environmental conditions which alter the concentration of the phytochemicals in the oil. We
characterized oil from pecans harvested in 2009 and 2010, in three different regions in northern Mexico. The
content of individual fatty acids varied significantly within growing location (mainly oleic and linoleic, which
were inversely related) and from year to year (mainly linolenic). Phytosterols and tocopherols also showed
significant variation among locations; polyphenols were statistically similar in all samples. Oxidative stability of
pecan oil, evaluated by differential scanning calorimetry, was similar to other oils with a similar content of
unsaturated fatty acids. It may be concluded that the chemical composition of pecan oil is sensitive to the
environment in which it is produced, but on average, the studied pecan oils were good sources of
phytochemicals.

Keywords: nuts, unsaturated fatty acids, phytosterols, polyphenols, tocopherols, vegetable oils
1. Introduction

Vegetable oils, such as pecan oil, contain compounds like unsaturated fatty acids, vitamins and other
phytochemicals that are considered health-promoting. It has been reported in both human trials and
epidemiological studies, that pecans improve serum lipid profile, decrease thiobarbituric acid reactive substances
in plasma and reduce fasting insulin levels; all of these effects can be considered cardioprotective
(Casas-Agustench et al., 2011; Haddad, Jambazian, Karunia, Tanzman, & Sabaté, 2006; Mukuddem-Petersen,
Oosthuizen, & Jerling, 2005; Rajaram, Burke, Connell, Myint, & Sabaté, 2001). However, some authors have
pointed out that weather conditions, stress, pathogens and other factors (most of which are geographical)
influence the concentration of bioactive compounds present in vegetable oils. For example, concentration of
linolenic acid varies according to growing region and climatic conditions (among others) in soybean and canola
oil (P. M. Kris-Etherton et al., 2000). In a previous report, we found that concentration of soluble phenolic
phytochemicals was affected by the cultivation region of pecans harvested in the north of Mexico, although the
effect was mostly noticeable in the nutshells (de la Rosa, Alvarez-Parrilla, & Shahidi, 2010). The concentration
of lipid soluble phytochemicals in nuts grown in these regions has, to our knowledge, not been previously
reported. In this study, we quantified the fatty acids, tocopherols, phytosterols and polyphenols in pecan oil
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Tree nuts such as pecans (Carya illinoinensis) contain mostly oil but are also a source of polyphenols. Nut
consumption has been linked to a reduction in serum lipid levels and oxidative stress. These effects have
been attributed to the oil while overlooking the potential contribution of the polyphenols. Because the
evidence regarding each fraction’s bioactivity is scarce, we administered high-fat (HF) diets to male
Wistar rats, supplementing them with pecan oil (HF + PO), pecan polyphenols (HF + PP) or whole pecans
(HF + WP), and analysed the effects of each fraction. The HF diet increased the serum leptin and total cho-

K?ywords" lesterol (TC) with respect to the control levels. The HF + WP diet prevented hyperleptinemia and
Tree nuts . . . .

Dyslipidemia decreased the TC compared with the control. The HF + WP diet upregulated the hepatic expression of
Liver lipids apolipoprotein B and LDL receptor mRNAs with respect to the HF levels. The HF + PO diet reduced the

level of triacylglycerols compared with the control. The HF + PP diet stimulated the hepatic expression
of liver X receptor alpha mRNA. The HF + WP diet increased the activities of hepatic catalase, glutathione
peroxidase and glutathione S transferase compared with the control, and decreased the degree of lipid
peroxidation compared with the HF diet. The most bioactive diet was the WP diet.

© 2014 Published by Elsevier Ltd.

Oxidative stress
Gene expression

1. Introduction Tontonoz, 2012). One of its target genes is sterol regulatory-

element binding protein 1c (SREBP1c), a transcription factor that

A high consumption of saturated lipids can exert negative
health effects by contributing to the development of obesity and
obesity-related conditions, such as dyslipidemia and oxidative
stress (Yang, Li, Shi, & Le, 2008). Such diets can induce dyslipidemia
by increasing the concentration of circulating LDL cholesterol and
decreasing the concentration of HDL cholesterol. LDL has apolipo-
protein B (APOB) as its main protein component, and its serum
concentration is regulated by the LDL receptor (LDLR) (Twisk
et al.,, 2000). It is therefore possible to modify the LDL cholesterol
concentration by altering the expression of APOB and or LDLR.
Liver X receptor alpha (LXRa) is a transcription factor that is
related to cholesterol homeostasis that favours the reversal of cho-
lesterol transport that is conducted by the HDL particles (Calkin &

* Corresponding author. Tel.: +52 656 688 2100x1563.
E-mail address: ldelaros@uacj.mx (L.A. de la Rosa).
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0308-8146/© 2014 Published by Elsevier Ltd.

can stimulate genes related to de novo fatty-acid synthesis
(Cagen et al., 2005). Both LXRa and SREBP1c have also been found
to be intricately related to the serum triacylglycerol (TAG) concen-
tration (Shearer, Savinova, & Harris, 2012), which makes them
likely targets of different dietary components that have an impact
on serum lipids.

Oxidative stress can also occur in response to diet, in obese indi-
viduals and in many diseases (Hybertson, Gao, Bose, & McCord,
2011). The correlation between fat consumption and oxidative
stress is not simple because a number of biochemical mechanisms
involved in the catabolism of fatty acids yield H,0- as a byproduct,
which in addition to increased oxygen consumption will generate
other oxidant molecules, all of which can potentially damage cells
if their concentrations are not maintained within a tolerable range
(Seifert, Estey, Xuan, & Harper, 2010). The main enzymes responsi-
ble for the antioxidant response are catalase (CAT), superoxide
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