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Efecto protector 6rgano selectivo de extractos de Psidium guajava L. contra el dafio
oxidativo en ratas Wistar obesas.

Organ-selective protective effect of Psidium guajava L. extracts against oxidative
damage in obese Wistar rats
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Abstract:

Background: During obesity there is an increase of oxidative stress that results in the development of different diseases, so the
antioxidants can be used to prevent the oxidative damage. The aim of this study was to analyze the effect of antioxidants in guava
extract on the reduction of oxidative damage in different organs of obese rats. Methods: Two extractions were realized to obtain the
guava extract (EG), the first one with methanol and the second one with acetone, both were mixed and the activity and content
antioxidants were analyzed, the EG was concentrated and used in obese male Wistar rats. Three groups of 8 animals each were formed
and fed with a normal diet (Ct), a high-fat diet (AG) and a high-fat diet plus guava fruit extract (AG+EG) during 4 months. Results.
The determination of phenolic acid and ascorbic acid of the EG showed a high antioxidant content (3323.0+23.3 mg GAE/100g bs
and 2508.0+143.8 mg AAE/100g bs, respectively), as well as antioxidant activity determined by ABTS-+ and DPPH- (17500.0+888.1
umol TE/100g bs and 27804.0+94.0 pmol TE/100g bs, respectively). On the other hand, the high-fat diet produced an increase in lipid
peroxidation in liver and brain (3.40£1.05 and 3.99+1.49 nmol MDA/mI, respectively). Fortification of this diet with EG reduced the
levels of lipid damage in both liver and heart (1.94+0.67 and 2.16+1.21 nmol MDA/m, respectively). While the brain remained with
high levels of lipid peroxidation. Conclusion: The results show that guava extract has a selective protective action against oxidative
damage and its use as a potential effect to prevent the development of non-communicable diseases associated with obesity.
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Resumen:

Antecedentes: Durante la obesidad hay un aumento del estrés oxidativo que resulta en el desarrollo de diferentes enfermedades, por
lo que los antioxidantes se pueden utilizar para prevenir el dafio oxidativo. El objetivo de este estudio fue analizar el efecto de los
antioxidantes del extracto de guayaba sobre la reduccion del dafio oxidativo en diferentes drganos de ratas obesas. Métodos: Se
realizaron dos extracciones para obtener el extracto de guayaba (EG), la primera con metanol y la segunda con acetona, ambas fueron
mezcladas y se analizé la actividad y el contenido antioxidantes, el EG se concentr( y se utilizd en ratas macho Wistar obesas. Tres
grupos de 8 animales cada uno se formaron y alimentaron con una dieta normal (Ct), una dieta alta en grasas (grupo AG) y una dieta
alta en grasas enriquecido con extracto de fruta de guayaba (AG+EG) durante 4 meses. Resultados: La determinacion de acido fenélico
y acido ascorbico del EG, mostré un alto contenido de antioxidantes (3323.0+23.3 mg de GAE/100g bs y 2508.0+143.8 mg de
AAE/100g bs, respectivamente), al igual que actividad antioxidante determinada por ABTS™ y DPPH* (17500.0+888.1 pmol TE/100g
bs y 27804.0+94.0 umol TE/100g bs, respectivamente). Por otro lado, la dieta alta en grasa produjo un incremento en la peroxidacién
lipidica en higado y cerebro (3.40+1.05 y 3.99+1.49 nmol MDA/mlI, respectivamente). El enriquecimiento de esta dieta con EG,
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redujo los niveles del dafio a los lipidos tanto en el higado y como el corazon (1.94+0.67 y 2.16+1.21 nmol MDA/m, respectivamente).
Mientras que el cerebro se mantuvo con altos niveles de peroxidacion lipidica. Conclusion: Los resultados muestran que el extracto
de guayaba tiene una accion de proteccion selectiva contra el dafio oxidativo y su uso como un efecto potencial para prevenir el
desarrollo de enfermedades no transmisibles asociadas con la obesidad.
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Introduccion

A nivel mundial, cerca de 2.100 millones de personas
presentan obesidad, nimero que aumenta cada afio'. La
obesidad se considera un problema de salud epidémico y
un factor de riesgo para el desarrollo de muchas
enfermedades no transmisibles, incluyendo 18
comorbilidades entre las que se encuentran la diabetes
mellitus, las enfermedades cardiovasculares, los
accidentes cerebrovasculares, el cancer y las
enfermedades hepaticas, entre otras?. También, hay que
considerar que la obesidad se considera uno de los
principales componentes del sindrome metabolico®,
afectando la calidad y la esperanza de vida de las
personas®. Una posible causa de enfermedades
asociadas a la obesidad, es la acumulacion de acidos
grasos en el tejido adiposo, los que produce un aumento
en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
mediante la activacion de NADPH oxidasa y decremento
de la expresion o actividad de enzimas antioxidantes en
el tejido adiposo®. Por otro lado, la baja ingesta de frutas
y verduras ricas en antioxidantes reduce la capacidad de
inhibir las moléculas oxidantes que se producen en la
célula, llevando a un estado de estrés oxidativo, durante
el cual se afecta la estructura y funcion de proteinas,
lipidos y &cidos nucleicos®, alterando la funcion celular,
asi como de tejidos y 6rganos lo que conduce al
desarrollo de diversa enfermedades’.

Por otro lado, la fruta de guayaba o sus extractos han sido
considerados como un alimento funcional por su alto nivel
de antioxidantes®, estos se han utilizado en el tratamiento
de diversas patologias como el cancer, gota, hipertension
y diabetes®*?. El objetivo de este estudio fue analizar el
efecto de los antioxidantes del extracto de guayaba sobre
la reduccién del dafio oxidativo en diferentes érganos de
ratas obesas, con la finalidad de que pueda ser utilizado
en la prevencion del desarrollo de enfermedades
asociadas al estrés oxidativo en condiciones de obesidad.

Material y métodos

Extraccion de muestras y antioxidantes

La Guayaba (Psidium guajava L.) fue adquirida en un
mercado local de Pachuca, Hidalgo, México. Los frutos
sin dafio externo fueron seleccionados, lavados, cortados
en trozos pequefios y liofilizados (Labconco 7753020,
USA). Posteriormente, se realiz6 una molienda y se
tamiz6 para obtener un tamafio de particula de 500 um.
La extraccién de antioxidantes de guayaba se realizé con
el método descrito previamente por Saura-Calixto®, con
ligeras modificaciones. Se utilizarén 250 mg de guayaba
liofilizada, los cuales fueron mezclados con 10 ml de
solucién de metanol/agua (50:50 v/v), con agitacion
constante durante 30 min a 50 °C (Lab Tech LSI-30106,
USA). Al termino la solucién fue centrifugada a 1318 Xg
durante 10 minutos (Hamilton Van Guard V6500, USA).
El sobrenadante fue recuperado, y el pellet fue mezclado
con 10 ml de soluciéon de acetona/agua (70:30 viv) y
tratado en las mismas condiciones descritas
anteriormente. Después de la centrifugacion ambos
sobrenadantes se combinaron y ajustaron a 25 ml con
una mezcla de metanol/acetona/agua (25:35:40),
posteriormente la actividad y el contenido antioxidante
fueron determinados. Por otro lado, el disolvente se
evapor6 en un rotavapor (Buchi, tipo R-200n, Suiza) a 50
°C, y el extracto de guayaba (EG) se dispersd en
microtubos y almacenamiento a -36 °C hasta su uso en el
in vivo.

Determinaciéon del contenido antioxidante

El contenido fendlico total fue analizado por el método
descrito previamente por Stinting®, usando 100 pl de
extracto. La absorbancia se registr6 a 765 nm utilizando
un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek,
software KC Junior, USA) y los resultados se expresaron
como miligramos de acido galico (Sigma-Aldrich, USA)
equivalentes por 100 g de base seca (mg EGA/100 g bs).
Mientras que, el contenido de &acido ascorbico, se
determino por el método modificado descrito por Diiriist™,
donde 100 pl de extracto se mezclaron con 100 pul de
buffer de acetato y 800 ul de DCPI (Sigma-Aldrich. USA)
y se registraron los valores de absorbancia a 520 nm
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utilizando un lector de microplacas (Power Wave XS UV-
Biotek, software KC Junior, USA). Se utiliz6 como
estandar de referencia acido ascérbico (Sigma-Aldrich,
USA), por lo que los resultados se expresaron como
miligramos de equivalentes de acido ascoérbico por cada
100 g de base seca (mg EAA/100 g bs).

Determinacion de la actividad antioxidante

La capacidad antirradical de ABTS™ se determind de
acuerdo a Re', con ligeras modificaciones. Se tomé una
alicuota de 20 ul de muestra y se afiadieron a 980 pl del
catién radical ABTS™ diluido con agua desionizada a una
absorbancia de 0.70 + 0.10 a 754 nm. La mezcla fue
incubaba durante 7 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se determiné la absorbancia a 754 nm en
el lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek,
software KC Junior, USA). La capacidad antioxidante se
expres6 como micromoles de equivalentes de trolox por
100 g de base seca (umol ET/100 g bs).

Para determinar la actividad antirradical se utilizé el
radical DPPH" (Sigma-Aldrich, USA), como lo describié
Morales'’, con ligeras modificaciones. 100 pl de muestra
se afadieron a 500 ul de solucién de DPPH" (7.4 mg/100
ml en metanol), la mezcla se dejé reposar a temperatura
ambiente durante 1 h. Se midi6 la absorbancia a 520 nm
en el lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek,
software KC Junior, USA). La actividad antioxidante se
expres6 como micromoles de equivalentes de trolox por
cada 100 g de base seca (umol ET/100 g bs).

Animales y ensayo in vivo

Todos los procedimientos con animales se realizaron de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-
1999 y fueron aprobados por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de
la Universidad Autbnoma del Estado de Hidalgo (UAEH).
Este estudio se registr6 con nimero UAEH-DI-ICSA-NT-
CF-011. Se obtuvieron 24 ratas Wistar machos con 4
semanas de edad (peso 102 a 105 g) del Bioterio de la
UAEH, las cuales se mantuvieron a 22 + 2 °C, con
humedad relativa del 45% y ambiente controlado de
ciclos de luz oscura de 12 h con ad libitum de alimentos y
agua. Los animales se dividieron en tres grupos de 8
ratas cada uno y se alimentaron con diferentes dietas: el
primer grupo, utilizado como control (Ct), fue alimentado
con una dieta normal y el segundo grupo recibi6 una dieta
alta en grasas (AG) y el tercer grupo una dieta alta en
grasas enriquecido con extracto de guayaba (AG+EG).

Dosificacion del extracto

La dosis terapéutica de extracto de guayaba (EG),
utilizado en este estudio fue de 520 mg de GE/kg de peso
corporal/dia de acuerdo a lo reportado por Kumar'®, para
lo cual el EG fue suspendido en agua destilada, hasta un
volumen méaximo de 3 ml, y administrado oralmente
diariamente al grupo AG+EG, a la misma hora durante 4
meses, utilizando una aguja de Gavage, mientras que a
los grupos AG y Ct sélo se les administré un volumen
igual de agua correspondiente al volumen de EG
suministrado.

Preparacion del material bioloégico

Después de terminar el tratamiento, los animales fueron
sacrificados usando una cadmara de CO:.. El higado, el
corazoény el cerebro fueron retirados y lavados con buffer
PBS (NaCl 1.37 M KH:PO4 1.76 M, KCl 26.8 mM;
Na:HPO4 10 mM, pH 7.4) y almacenados a -72 °C hasta
su andlisis.

Los diferentes 6rganos fueron preparados para el analisis
de acuerdo a Bafios-Gomez®, los tejidos fueron cortados
con tijeras, y 25 mg de tejido fueron colocados en
microtubos de 1.5 ml y homogeneizados (Sonicator
Transsonic 460. Elma, Alemania) a 4 °C con cuatro
pulsos de 20 s cada uno, en bufer de extraccién (Tris-HCI
pH 8.8 500 mM, EDTA 10 mM, SDS 5%, PMSF 10 mM).
Después fueron centrifugados (Mikro 22R, Hettich,
Alemania) a 110 Xg durante 10 min a 4 °C, los
sobrenadantes fueron recuperados y almacenados a -80
°C hasta su analisis.

Ensayo de peroxidacion lipidica

Los niveles de malondialdehido (MDA) se determinaron
con un kit de ensayo TBARS (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La peroxidacion lipidica se expres6 como
nanomoles de MDA por mililitro (nmol de MDA/ml).

Andlisis estadistico

Todas las determinaciones fueron analizadas por
triplicado y los datos se expresaron como el promedio +
desviacién estandar (SD). Los datos se evaluaron
mediante un andlisis unidireccional de varianza (ANOVA).
Se evaluaron diferencias significativas entre grupos
mediante la prueba de Tukey con una importancia de
nivel de valores P <0.05 utilizando el software estadistico
SPSS (version 15.0; SPSS, 2006, IBM, Westchester, NY,
USA).
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Resultados y Discusion

El EG presento un contenido apreciable de 4cido fendlico
y ascorbico (3323.0 + 23.3 mg de GAE/100g bs y 2508.0
+ 143.8 mg de AAE/100g bs, respectivamente) asi como
la actividad antioxidante determinada por ABTS™ vy
DPPH" (17500.0 + 888.1 ymol TE/100g bs y 27804.0 +
94.0 pupmol TE/100g bs, respectivamente). Estos
resultados fueron méas altos en comparacién con otros
estudios de extractos de guayaba®??, lo cual pudo
deberse a los métodos de extraccion utilizados, la
madurez de la fruta, asi como las condiciones de cultivo
de las plantas que podrian afectar la presencia de
compuestos bioactivos en la planta o en la fruta.

Tabla 1. Incremento de peso corporal por los diferentes
tratamientos.

Peso (g)
Ct AG AG+EG
Peso inicial 1035+ 7.5 104.7+5.4 102.1+9.3
Peso final 340.0+5.2 4423+ 3.2 432.7+7.1
NVI (f/i) 3.29 4.22 4.24
%IRC 30 27

Estos resultados son el promedio de 8 ratas por grupo

+, desviacion estandar (DE).

NVI (f/i), namero de veces de incremento del peso final con
respecto al peso inicial.

%IRC, Porcentaje de incremento con respecto al grupo control.
Ct, control, AG, dieta alta en grasas; AG+GE, dieta alta en
grasas enriquecida con extracto de guayaba

Las ratas alimentadas con una dieta AG aumentaron, en
promedio 4.22 veces su peso corporal, con respeto a el
peso inicial y el 30 % con respecto al grupo de control
(Tabla 1). Este tipo de dieta provoco un aumento de la
peroxidacion lipidica en higado (3.40+1.05 nmol MDA/mI)
y cerebro (3.99+£1.49 nmol MDA/mI) con respecto a la
dieta control (2.15+0.35 y 3.26+1.04 nmol MDA/mlI,
respectivamente; Figura 1 A y B). Esto Ultimo, pudo
deberse a que el exceso de grasa aumenta la produccion
de donadores de electrones en las mitocondrias,
facilitando la generacion de superdxido y otras ERO%,
afectando el metabolismo celular®**® y causando dafio
hepatico, cerebral y cardiaco®®*?, lo que puede conducir
al desarrollo de varias enfermedades. Mientras que, los
niveles de oxidacion lipidica en el corazén fueron similar
al control (3.66+1.08 y 3.36£0.72 nmol MDA/mlI,
respectivamente; Figura 1 C), lo que probablemente se
debido a la que una dieta alta en grasas aumenta la
produccion de enzimas antioxidantes enddgenas en el
corazén (catalasa, SOD, GPx), a través de los
peroxisomas, como un mecanismo de autoproteccion
contra el dafio oxidativo®.

TBARS (nmol MDA mi™1)

Ct AG

AG+EG

Figura 1. Efecto del extracto de guayaba sobre la
peroxidacién lipidica en higado (A), cerebro (B) y corazén
(C) de ratas macho alimentadas con una dieta normal (Ct),
alta en grasas (AG) alta en grasas adicionada con extracto
de guayaba (AG+EG). Valores con P<0.05 fueron
considerados  estadisticamente  significativos.  Los
resultados son el promedio de 8 ratas por grupo.

Por otro lado, la ingesta de la dieta AG+EG, no mostré
efecto en la reduccion del peso corporal (Tabla 1). Sin
embargo, si se observé un efecto protector en el higado
y el corazén de las ratas obesas, disminuyendo los
niveles de peroxidacioén lipidica (1.94+0.67 y 2.16+1.21
nmol MDA/mI, respectivamente), causada por la ingesta
de la dieta AG (Figura 1 A y C). Ademas, el
enriquecimiento de la dieta AG+EG permitié que los
niveles de MDA en el higado de rata tuvieran valores
similares al grupo de control (2.15+0.35 nmol MDA/ml),
incluso en el corazén el EG indujo una reduccién de 0.64
veces los niveles normales en comparacién con el grupo
de control (Figura 1 C). Esto podria deberse al contenido
y tipo de antioxidantes (compuestos fendlicos y acido
ascorbico) presentes en esta fruta® ™, previniendo el

129



Publicacion semestral, Educacion y Salud Boletin Cientifico Instituto de Ciencias de la Salud Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo, Vol. 10, No. 19 (2021) 126-131

progreso del dafio oxidativo®***. Por lo tanto, el extracto
de guayaba podria ser utilizado en el tratamiento y
prevencion de algunas enfermedades del higado®*® y el
corazon®’ en condiciones de obesidad. Finalmente, el
extracto de guayaba no exhibié un efecto protector en el
cerebro contra la peroxidacién lipidica provocada por los
radicales libres producidos por dietas ricas en grasas, lo
cual podria deberse a que, aunque cerebro es el 6rgano
mas sensible al dafio oxidativo*® los antioxidantes
naturales no pueden cruzar la barrera
hematoencefalica®.

Conclusiones

En resumen, el presente estudio mostré que el
enriquecimiento con extracto de guayaba en una dieta
alta en grasas, puede suprimir o reducir el dafio oxidativo
en higado y corazén de ratas obesas, reduciendo los
niveles de peroxidaciéon lipidica, debido a los
antioxidantes presentes en el extracto de guayaba
contrarrestan las ERO producidas por la ingesta de una
dieta hipercal6rica. Por lo cual, estos resultados apoyan
el uso de antioxidantes como agentes terapéuticos en la
prevencion de enfermedades hepdticas y cardiacas, por
lo que, también se pueden utilizar para mejorar la salud
de los pacientes obesos y con problemas para bajar de
peso. Sin embargo, el hecho de que este efecto no se
haya observado en el cerebro, sugiere que el mecanismo
de accion de los antioxidantes es diferente en cada
6rgano; por lo tanto, se necesitan mas estudios sobre
este tema.
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