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Resumen

Actualmente hay un interés creciente en investigar estrategias alternativas al tratamiento farmacoldgico
convencional de los trastornos mentales, como el consumo de alimentos con potencial efecto neuroprotector
gracias a su contenido de compuestos antioxidantes. En el presente estudio se evalud en ratas el efecto de
la ingesta subcrénica de un microencapsulado de granada (MEG) sobre las conductas asociadas a funciones
cerebrales superiores. Se aplicaron dos pruebas comportamentales para evaluar procesos afectivos: 1) a
nivel basal y 2) durante la induccion de estrés por restriccion y 3) posterior al estrés. Se integraron tres grupos:
a) control, b) estrés y c) estrés con MEG en la dieta. La evaluacién comportamental comprendié las pruebas:
Campo abierto (Open Field) y Laberinto en Cruz de Brazos Elevados (Elevated Plus Maze), para medir
conductas asociadas a ansiedad en la rata. El protocolo de induccién de estrés fue el de restriccion del
movimiento/desplazamiento. El analisis de la conducta videograbada se hizo empleando el software
Ethovision XT v17. Existen pocos estudios sobre el efecto del MEG sobre la ansiedad, por lo que los
resultados del presente estudié ayudaran a incrementar nuestra comprension sobre el potencial efecto
neuroprotector de MEG, con implicaciones para el tratamiento de la enfermedad mental.

Palabras clave: salud mental, antioxidantes, ansiedad.

Antecedentes

La granada (Punica granatum) es un fruto de la familia Punicaceae, y se cultiva desde hace varios miles de
afios (Galaz P., et al. 2017; Pirzadeh, M., et al. 2021), su origen se ubica en el Himalaya y regiones
mediterraneas, también en climas calidos de la India, Iran, China y Estados Unidos (Gao, L., et al 2023; Paul,
A., & Radhakrishnan, M. 2020; Venkitasamy, C., et al. 2019). Su estructura se compone de la cascara, semilla
y arilo, el cual envuelve a la semilla (Cheng, J., et al. 2023), y presenta un color rojo o morado con un alto
contenido de polifenoles (Viuda-Martos, M., et al 2010; Vuci¢, V., et al. 2019). Este fruto ofrece diversos
beneficios al organismo (Jurenka J. S. 2008; Saeed, M., et al. 2018); por ejemplo, se le atribuyen propiedades
anticancerigenas (Maphetu, N., et al. 2022; Seidi, K., et al. 2016) y antiinflamatoria (Sun, HY., et al. 2019;
Melgarejo-Sanchez, P., et al. 2021; Maphetu, N., et al. 2022), antidepresiva (Romeo, |., et al. 2021) y
cardioprotectoras (Zuraini, N. Z. A., et al. 2021), asi como antidiarreicas (Adiga, S., et al. 2010; Maphetu, N.,
et al. 2022) y antioxidantes (Jalali, A., et al. 2021; Zhao, X., & Yuan, Z. 2021), inclusive de antiobesidad
(Maphetu, N., et al. 2022; Mphahlele, R. R., et al. 2016), asi como su efecto sobre la composicién y funcion
de lipotroteinas de alta densidad en mujeres (Estrada, L.D., et al. 2019) y conejos (Dorantes, M. A., et al. 2020)
y efectos antidiabéticos (Maphetu, N., et al. 2022; Mayasankaravalli, C., et al. 2020), entre otros.

Dependiendo de las condiciones ambientales en las que se cultiva, el tipo y concentracion de sus
componentes bioactivos pueden variar significativamente (Liu, X., et al. 2023; Loukhmas, S., et al. 2020;
Passafiume, R., et al. 2019), igual dependen de las técnicas de extraccion aplicadas (Pirzadeh, M., et al.
2021). Recientemente, estudios han demostrado que el extracto de la granada y sus fitoquimicos son posibles
inhibidores de la proteina S (spike protein) del coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-
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CoV-2) y del receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) (Maphetu, N., et al. 2022; Surucic,
R., et al. 2021a; Suruci¢, R., et al. 2021b; Tito, A., et al. 2021), ademas de reducir los sintomas de la COVID-
19 (Forouzanfar, F., et al. 2022). El jugo de granada ha demostrado modificar la farmacocinética de
medicamentos metabolizados por CYP3A4 y CYP2C9, alterando su biodisponibilidad (Mansoor, K., et al.
2023). En relacion al presente estudio, se ha reportado que ejerce efectos positivos en el comportamiento
debido a sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, neutralizando radicales libres y mejorando el flujo
sanguineo cerebral. Estos beneficios pueden influir en neurotransmisores y la disfuncion celular, regulando
emociones y habilidades cognitivas, lo que sugiere un impacto en la salud cerebral y el bienestar mental
(Cervantes-Anaya, N., et al. 2022; Ciccone, L., et al. 2023; Dulcich, M. S., & Hartman, R. E. 2013; Emami
Kazemabad, M. J., et al 2022; Estrada-Camarena, E. M., et al. 2020; Romeo, I., et al. 2021), cabe mencionar
que una de sus ventajas es la baja toxicidad reportada (Alvarez, C.P., et al., 2021). Por lo anterior, es
importante incrementar nuestra compresion de sus efectos benéficos sobre la salud mental.

Material y Métodos
Organismos

Se emplearon ratas adultas macho Sprague Dawely (n=19) con peso de 400 g en promedio y 10 meses de
edad, se mantuvieron en un ciclo de oscuridad 12/12 (8:00 a.m - 8:00 p.m.) con libre acceso a agua y alimento,
a temperatura 23-25°C y humedad 50-60%, en el Bioterio del Campus Celaya Salvatierra de la Universidad
de Guanajuato. Fueron divididas en tres grupos: a) control (n=6), b) estresado (E, n=6) y c) estresado + arilo
(E+A, n=7).

Preparacion de la solucion de arilo de granada y administracion

El arilo de granada se obtuvo en presentacion de microencapsulado, soluble en agua y sensible a la luz, se
administré via oral, en el bebedero, en una dosis de 1.777 g/kg de peso, se hizo el calculo segun el peso y
numero de ratas en cada caja (3-4 ratas por caja), cada dia se preparaba una solucién fresca, y al siguiente
dia se media el volumen del liquido restante, a fin de conocer el consumo diario promedio por rata (Fig. 1).
El tratamiento se realiz6 por 14 dias, durante los cuales se implementd de manera simultanea el protocolo de
restriccion para induccion de estrés.

Fig. 1 Preparacion y administracién del extracto de arilo de granda.
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Protocolo de induccion de estrés

El estrés (E) se indujo a través de mantener limitado el desplazamiento del animal, restringiéndolo en un
contenedor de 15x20x8 cm, durante tres horas al dia y por 14 dias, entre las 8:00-11:00 horas. Los animales
fueron videograbados para un analisis futuro del movimiento durante este protocolo (Fig. 2).

Figura 2. Protocolo de induccion de estrés por restriccion y videograbacion.

Prueba de campo abierto

Prueba de campo abierto. La actividad locomotora de las ratas fue evaluada en un cuarto sonoamortiguado,
con luz controlada a 100 Lx, la arena es una caja de forma cubica de 60 x 60 x 50 cm, de acrilico y de color
negro (Fig. 3). La zona de interés es configurada con el software con una cuadricula denominada centro vs.
borde. El animal es colocado orientado hacia la pared, se deja explorar libremente por espacio de 10 minutos
y se videograba desde la parte superior, transcurrido el tiempo se retira y se limpia la arena con alcohol al
70%. El video posteriormente se analiza con el programa Ethovision XT v17 para obtener principalmente la
distancia total y por periodos de 2 minutos, ademas del tiempo y frecuencia de entradas en cada una de las
zonas (centro vs. bordes), asi como la trayectoria recorrida y preferencia de lugar mediante un mapa de calor
generado por el programa. Dado que la n es baja, por ahora sélo se realizé estadistica descriptiva.

Figura 3. Arena para la prueba de campo abierto en roedores.

Prueba de laberinto en cruz de brazos elevados

Prueba del laberinto en cruz de brazos elevados. La ansiedad de las ratas se valoré empleando la prueba de
laberinto en cruz, consiste en cuatro brazos en forma de cruz, de 10 x 50 cm, dos de ellos son opuestos y
poseen paredes de 40 cm de altura (brazos cerrados), los otros dos no tienen paredes (brazos abiertos), (Fig.
4), colocado dentro de un cuarto sonoamortiguado, con luz controlada a 100 lumens. La rata se coloca en el
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centro de la arena, de 10x10 cm, orientado hacia uno de los brazos abiertos, por espacio de 10 minutos y se
videograba, luego de este tiempo se retira el animal y la arena se limpia con alcohol al 70%. Empleando
Ethovision XT v16 se midi6é el numero de entradas (frecuencia, preferencia de lugar) a cada par de brazos
abiertos o cerrados, asi como el tiempo total que permanecen en ellos, principalmente, la distancia recorrida.
Los brazos abiertos representan un estimulo estresante por lo que el animal tiende a entrar en ellos con
menor frecuencia y tiempo, por lo que suele ser mayor la frecuencia de entradas y el tiempo invertido en los
brazos cerrados.

2022-06-28 14.24

Figura 4. Arena para la realizacion de la prueba del laberinto en cruz de brazos elevados o Plus Maze, al interior del cuarto de conducta, con luz
controlada y sonoamortiguado.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados y graficados usando el programa GraphPad Prism 5.0. Considerando el nimero
de animales por grupo sélo se realizé estadistica descriptiva, los datos estan expresados en medias + EEM.

Consideraciones éticas

Todos los procedimientos experimentales se haran conforme a la Norma Oficial Mexicana para el uso y
cuidado de animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999) y a las regulaciones internacionales, a saber:
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals , 8th edition, National Research Council (US), del
Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National Institute of
Health, National Academies Press, 2011). El proyecto fue aprobado por el CICUAL, de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo, con el nimero de aprobacion CICUAL/002/2022. El personal fue capacitado
para el manejo y uso de roedores para experimentacion. Se realizaron todos los esfuerzos para minimizar el
numero de animales utilizados y su sufrimiento.
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Resultados

Consumo de liquido. EI consumo de liquido en los animales control y estresados fue similar; sin embargo,
hubo un notorio incremento en el consumo en los animales estresados que recibieron el extracto de arilo,
lo cual se sugiere se debe al contenido de carbohidratos y puede resultar palatable para el roedor. Aqui se
reporta soélo el consumo diario de las semanas 2 y 3 de tratamiento (Fig. 1 A), asi como la ingesta total
promedio diario durante esos 14 dias (Fig. 1 B).
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Fig. 5. Perfil temporal del consumo de liquido y consumo total por grupo de estudio.

Actividad locomotora en campo abierto. Los resultados de la evaluacién de la actividad locomotora en la
prueba de campo abierto no son concluyentes. Puede apreciarse el incremento en la locomocién debida al
protocolo de induccién de estrés por restriccion, sin embargo, no se aprecia un efecto del arilo sobre la
hiperactividad inducida por dicho estrés (Figs. 6y 7).

Control Estrés Estrés + Arilo

Figura é. Trayectoria o tracking del recorrido en la arena de campo abierto (A), y mapas de calor (B).
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Asimismo, el comportamiento fue conforme a lo predicho, desplazandose preferentemente por los laterales y
esquina (bordes) vs. el centro de la arena, donde hay un aparente incremento en la permanencia en el centro
en los animales que consumieron el arilo, sugiriendo una disminucion en la ansiedad (Fig. 7 A).
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Fig. 7. Cuantificacién del total de distancia recorrida (A) y tiempo de permanencia en los bordes (laterales y esquinas) vs. Centro (B), por grupo de
estudio.

Conducta en la prueba Plus maze. Con el tratamiento de dos semanas no se observé un efecto del consumo
del extracto de granada sobre el nivel de ansiedad, siendo semejante en los diferentes grupos de estudio
(figura 9). En la figura 8 A puede apreciarse la trayectoria o tracking del roedor en la arena, observandose la
conducta predicha de preferencia a permanecer en los brazos cerrado, lo mismo se aprecia en la figura 8 B,
que muestra tonos mas calidos en la zona de brazos cerrados.

Control Estrés Estrés + Arilo

Fig. 8. Trayectoria o tracking del recorrido en la arena de la prueba Plus Maze (A), y mapas de calor (B).
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Fig. 9. Cuantificacion del tiempo de permanencia en los brazos cerrados de la arena de la prueba Plus Maze, por grupo de estudio.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren una preferencia por el consumo de arilo de granada, a tenerse en cuenta en
futuras investigaciones; también, el consumo del extracto de arilo de granada durante 14 dias, a la dosis
empleada, no mostré un efecto sobre la actividad dopaminérgica incrementada por el estrés inducido,
reflejada en el incremento de la locomocion; ademas, estos datos preliminares muestran que la ingesta de
arilo motiva la exploracién en zonas usualmente estresantes. Finalmente, es necesario conocer el efecto
del consumo de arilo de granada por un tiempo mas prolongado.
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