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RESUMEN

Introduccién: La obesidad acelera los procesos caracteristicos del envejecimiento y
podria ser considerada como una disfuncibn metabdlica prematura. El
envejecimiento puede ser modulado por intervenciones dietéticas. La dieta
mediterranea se asocia con un menor riesgo de enfermedades relacionadas con la
vejez y con una mayor longevidad. El sofrito, una salsa caracteristica de la cocina
mediterranea, rica en compuestos bioactivos con efecto antioxidante vy
antiinflamatorio, podria tener un impacto beneficioso en el envejecimiento. Objetivo:
Evaluar el efecto de una suplementacion con sofrito en marcadores del
envejecimiento y dafo oxidativo del DNA en un modelo de obesidad con ratas
Zucker. Materiales y Métodos: Ratas Zucker delgadas y obesas fueron alimentadas
con una dieta control suplementada o no con 2% p/p de sofrito durante 8 semanas;
posteriormente fueron sacrificadas. Se midi6 la expresion hepatica relativa de los
genes Rap1 y p53 mediante RT-gPCR a partir de muestras de RNA aislado.
Adicionalmente se evalué el dano oxidativo del DNA de tejido hepatico de las
distintas muestras por medio de una ELISA competitiva. Resultados: Se encontrd
una tendencia a una mayor expresion de Rap1 en las ratas obesas en comparacién
con las delgadas. El dafio oxidativo del DNA fue mayor en el grupo de ratas obesas
suplementadas con sofrito en relacion con el del grupo de ratas obesas alimentadas
con la dieta control. Igualmente, la expresion de p53 fue mayor en el grupo de ratas
obesas suplementadas con sofrito comparada con la del grupo de ratas delgadas
alimentadas con la dieta control. Conclusiones: El consumo de sofrito aumenta los
niveles de dafio oxidativo en tejido hepatico de ratas Zucker obesas y podria
incrementar la expresion hepatica de p53. Se requieren mas estudios que permitan
dilucidar como el sofrito, y la dieta en general, podrian modular los procesos

relacionados con el envejecimiento.

Palabras clave: dieta mediterrdnea, envejecimiento, obesidad, senescencia,

sofrito, enfermedad degenerativa
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1. INTRODUCCION

En los ultimos dos siglos la esperanza y calidad de vida han mejorado; sin embargo,
la prevalencia de obesidad también ha ido en aumento, minimizando los beneficios
de salud que brindan las civilizaciones modernas. La obesidad es un factor de riesgo
para el desarrollo de condiciones asociadas a la vejez como son las enfermedades
cardiovasculares, el cancer, los desérdenes neurodegenerativos, la sarcopenia y la
diabetes mellitus. Hay estudios que demuestran que la obesidad acelera los
procesos caracteristicos del envejecimiento e incluso existe evidencia que sugiere
que la obesidad y el envejecimiento son regulados por vias similares (1). Algunos
autores han postulado que la obesidad debe ser considerada como una disfuncion
metabdlica prematura, semejante al envejecimiento; y que de seguir aumentando
su incidencia la esperanza de vida podria comenzar a disminuir, sobre todo en

paises desarrollados (2,3).

Uno de los mecanismos mediante el cual |la obesidad podria acelerar el
envejecimiento es a través del acortamiento de la longitud de los telémeros inducido
por un exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS) (3). La atricion telomérica
desencadena cambios metabdlicos incluyendo disfuncién mitocondrial, agotamiento
de células madre y comunicaciéon intercelular alterada (1). Los telémeros,
localizados en las terminaciones de los cromosomas y cuya funcién es prevenir la
pérdida de DNA gendmico, se componen de repeticiones en tandem de la secuencia
TTAGGG unidas por un complejo proteico conocido como shelterin, el cual protege
estas terminaciones y regula la actividad de la enzima encargada de compensar la
atricion telomérica, la telomerasa. Este complejo esta formado por seis proteinas:
TRF1, telomere repeat binding factor 1; TRF2, telomere repeat binding factor 2;
TIN2, TRF1 interacting nuclear factor 2; POT1, protection of telomeres 1, TPP1,
TIN2 interacting protein 1; y RAP1, repressor / activator protein 1 (4,5). Existe
evidencia que sugiere que RAP1, podria tener un papel en la regulacion de la
longitud telomérica (LT) en un contexto de deficiencia de telomerasa. En un estudio

reciente (4) con ratones knockout para Rap1 y Terc, telomerase RNA component,



uno de los dos genes que codifican para la telomerasa, se observé una LT reducida
y disminucién en la supervivencia y esperanza de vida en comparacién con aquellos
ratones que eran unicamente deficientes para Terc. Por otra parte, RAP1
desempefia un rol extratelomérico al regular la expresion de genes implicados en la
inflamacion, estrés oxidativo y metabolismo, como el peroxisome proliferator
activated receptor alpha (Ppara) y el peroxisome proliferator activated receptor
gamma coactivator 1-alpha (Pgc-1a) (4-6). En un estudio realizado por Martinez et
al. (5) se demostré que ratones knockout para Rap1, desarrollan obesidad mas
tempranamente y muestran desregulaciones metabdlicas, por lo que se propone
que RAP1 podria tener un papel protector ante la obesidad. Los niveles de RAP1
podrian ser modulados por un acortamiento de la LT y por la respuesta al dano del

DNA, situaciones que se observan tanto en el envejecimiento como en la obesidad

(7).

La disfuncion telomérica se ha relacionado con muchos aspectos del proceso de
envejecimiento. Un acortamiento de la LT es percibido como dafio del DNA y puede
desencadenar la respuesta al dano del DNA, la cual ocasiona una cascada de
sefalizacion centrada en la ATMK, ataxia-telangiectasia mutated kinase, que
finalmente activa a la proteina supresora de tumores 53, p53. Al ser activada, p53
puede ocasionar apoptosis 0 senescencia celular dependiendo del tipo de célula y
el contexto fisioldgico. La senescencia celular es un programa genético complejo
que establece un arresto del crecimiento celular permanente, y cuyo propdsito
principal es prevenir la propagaciéon de células dafiadas y evitar su transformacién
neoplasica. Se ha demostrado que las células senescentes se acumulan con la
edad, y en vista de que pierden su capacidad para proliferar estas son incapaces
de participar en los procesos necesarios de reparacion y renovacion de los tejidos
para su correcto funcionamiento (1,8,9). Ademas, de acuerdo a Lopez-Otin et al.
(1), las células senescentes experimentan alteraciones dramaticas en su
secretoma, el cual se caracteriza por ser rico en citoquinas proinflamatorias, y recibe
el nombre de “fenotipo secretor asociado a la senescencia”; este es capaz de

modificar el microambiente de los tejidos disminuyendo su funcién, aumentando la



inflamacion, ocasionando efectos perjudiciales en células adyacentes y un
agotamiento de células madre, de tal manera que se propicia el desarrollo de

enfermedades y fenotipos relacionados al envejecimiento.

Por otra parte, segun Sahin et al. (10) la disfuncién telomérica, a través de p53,
también reprime PGC-1a y PGC-1B ocasionando una disminucion en la biogénesis
y masa mitocondrial, la produccion de energia y defensa oxidativa; proponiendo que
el eje teldmero-p53-PGC se asocia a una atrofia progresiva, disminucién funcional
y falla metabdlica. Estos hallazgos relacionan el dafio del DNA, la mitocondria y el
envejecimiento, y demuestran que la regulacién de la respiracion mitocondrial
mediante p53 afecta la longevidad (8). Por lo tanto, a pesar de su importante papel
como supresor tumoral, una activacién excesiva de p53 podria ser perjudicial para

el envejecimiento.

En la actualidad, es necesario identificar estrategias que promuevan un
envejecimiento saludable (11), el cual de acuerdo a la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), se define como “desarrollar y mantener la capacidad funcional que
permite el bienestar en la vejez” (12). Cada vez surge mas evidencia de que el
proceso de envejecimiento puede ser modulado mediante intervenciones dietéticas
(13). La Dieta Mediterranea (MedDiet) se caracteriza por una alta ingesta de frutas,
verduras, nueces, leguminosas y granos enteros; ademas de una alta ingesta de
aceite de oliva y pescado, un consumo regular pero moderado de alcohol y una
ingesta reducida de productos lacteos, aves y carnes rojas. La evidencia sugiere
que la MedDiet se asocia con un menor riesgo de enfermedades relacionadas con
el envejecimiento y con una mayor longevidad (11,14); asimismo, hay estudios que
demuestran que la MedDiet protege a las células del estrés oxidativo de tal manera
que previene la senescencia celular, la apoptosis y la atricion telomérica (15). El
sofrito es una salsa compuesta de tomate, cebolla, aceite de oliva y en ocasiones
ajo, comunmente utilizada en la preparacion de platillos en la cocina mediterranea.
Se ha visto que su alto contenido de compuestos bioactivos, como el licopeno, la

naringenina y el hidroxitirosol, le confieren una actividad antioxidante y



antiinflamatoria; y que gracias a que su método de preparacion aumenta la
bioaccesibilidad de algunos de estos compuestos, el sofrito puede tener efectos
beneficiosos para la salud, con una menor incidencia de enfermedades crénico-

degenerativas relacionadas con el envejecimiento (16—18).

Por lo tanto, en el presente trabajo se estudiara el efecto de una suplementacién
con sofrito sobre marcadores del envejecimiento y dafio en el DNA en un modelo
de ratas Zucker obesas. Nuestra hipétesis es que la suplementacion con sofrito
podria mejorar los efectos del envejecimiento a nivel transcriptémico y oxidativo en
las ratas obesas. Finalmente, este estudio esta relacionado con dos investigaciones
previas donde se demostré el efecto protector de sofrito contra la resistencia a la
insulina (19) y las alteraciones vasculares (20); y con un Trabajo de Fin de Master
realizado en el 2021 (21), en el cual se evidencio que la suplementacion con sofrito

aumenta la expresion hepatica del gen Terc en ratas Zucker obesas.



2. OBJETIVO

2.1 Objetivo general

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de la suplementacion con sofrito en
marcadores de envejecimiento y dafio en el DNA.

2.2 Objetivos especificos

Como objetivos especificos se plantean:

- Evaluar la expresion de genes relacionados con el envejecimiento vy
metabolismo en ratas Zucker obesas. Especificamente, se determinaran los
niveles relativos de mRNA de los genes Rap1y p53 a partir de muestras de
higado de ratas Zucker alimentadas con una dieta control suplementada o no
con sofrito y se analizaran las diferencias entre los grupos.

- Cuantificar los niveles del dafio oxidativo del DNA de tejido hepatico de los
distintos grupos mediante la medicion de los niveles de 8-hidroxi-2’-

desoxiguanosina (8-0xo).

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales y dietas

Los procedimientos de los animales utilizados en este trabajo fueron previamente
descritos en Rodriguez-Rodriguez et al. (20). En resumen, ratas Zucker macho,
obesas y delgadas, fueron divididas aleatoriamente en cuatro grupos distintos a las
8 semanas de edad (n=8): ratas delgadas alimentadas con dieta control (LC), ratas
obesas alimentadas con dieta control (OC), ratas delgadas alimentadas con dieta
control suplementada con sofrito al 2% (p/p) (LS) y ratas obesas alimentadas con
dieta control suplementada con sofrito al 2% (p/p) (OS). La dieta control (Tekland
Global 2018) fue proporcionada por Harlan Laboratories (Milan, Italia) y el sofrito por
Gallina Blanca-Star (Barcelona, Espafa). La composicién nutricional del sofrito se
encuentra descrita en el Anexo |. El porcentaje de la suplementaciéon con sofrito

(2%) fue calculado considerando un consumo humano de una porcion de sofrito por



dia con las comidas. Se utiliz6 el contenido de licopeno en higado como
biomarcador de la ingesta de sofrito.

Se evalué semanalmente el peso y la ingesta de alimento. Tras 8 semanas de
intervencién nutricional, los animales fueron sacrificados y se recolectaron muestras
de sangre, higado y tejido adiposo visceral perirenal y retroperitoneal. El protocolo
para el manejo y experimentaciéon animal fue aprobado por el Comité Etico de

Experimentacion Animal de la Universidad de Barcelona (557/16).

3.2 Transcripcion Reversa y RT-PCR cuantitativa

A partir de muestras de RNA aislado de tejido hepatico se sintetizé cDNA utilizando
1,5 ug de RNA total usando el kit de transcripcién reversa de cDNA de alta
capacidad (4368814, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

Posteriormente se midieron los niveles relativos de mRNA de los genes Rap1y p53
mediante RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR) utilizando SYBR™ Select Master MIX
para CFX (4472942, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). La amplificacion y
deteccion se realiz6 utilizando el CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad, USA). Las secuencias de los cebadores utilizados en la RT-qPCR se
presentan en el ANEXO Il. Los resultados se normalizaron respecto al gen B2m.
Los niveles relativos de expresion de mRNA se calcularon mediante el método
2-0ACT (22),

3.3 Extraccion y Digestion del DNA

Se realizo la extraccion del DNA a partir de muestras de higado congeladas a -80°C.
Posteriormente se hizo la digestion con Nucleasa P1 (M0660S, New England
Biolabs, Ipswich, EUA) para después ser tratado con Fosfatasa Alcalina
Termosensible (EF0651, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).



3.4 ELISA competitiva del dano del DNA

Para determinar y cuantificar el nivel de dafio oxidativo del DNA se midié la cantidad
de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-oxo) usando el kit de ELISA competitiva del dafio
del DNA (EIADNAD, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Se utilizd un lector
de placas multimodo (Varioskan LUX, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) para
medir la absorbancia a 450 nm y se realizé una curva sigmoidal de 4 parametros
con GraphPad Prism 9.3.1.

3.5 Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado con GraphPad (GraphPad, Prism version 9.3.1).
Todos los resultados se expresan como la media * el error estandar de la media
(SEM). Los ensayos de expresion génica se presentan como niveles relativos de
MRNA vy se refieren a 1 asignado al grupo control, LC. Para evaluar las diferencias
significativas entre los diferentos grupos de intervencion se utilizaron las pruebas
ANOVA y t de student, segun el caso. Un p-valor <0,05 se consideré como

estadisticamente significativo.



4. RESULTADOS

Se midio la expresion relativa de mRNA de los genes Rap1 y p53 en todas las
muestras de higado disponibles de los cuatro grupos de intervencion: ratas
delgadas alimentadas con dieta control (LC) (n=8), ratas delgadas alimentadas con
dieta control suplementada con sofrito (LS) (n=4) ratas obesas alimentadas con
dieta control (OC) (n=7) y ratas obesas alimentadas con dieta control suplementada
con sofrito (OS) (n=8) .

A continuacion se muestran los resultados en la Tabla 1.

Tabla 1. Expresién relativa de mRNA en higado tras la intervencion en ratas Zucker

delgadas y obesas.

Grupo de intervencion Rap1 p53
LC (n=8) 1,00 £ 0,13 1,00 £ 0,11
LS (n=4) 0,87 £ 0,36 1,19+ 0,30
OC (n=7) 1,97 £ 0,34 1,08 £ 0,12
OS (n=8) 2,05+0,23 1,59+ 0,13

LC, ratas delgadas alimentadas con dieta control; LS, ratas delgadas alimentadas con dieta
control suplementada con sofrito; OC, ratas obesas alimentadas con dieta control; OS, ratas
obesas alimentadas con dieta control suplementada con sofrito.

Los resultados se expresan como la media + SEM. Analisis estadistico realizado con la prueba
ANOVA de un factor. *p <0,05 contra LC.



4.1 La suplementacioén con sofrito no tiene efecto en la expresion hepatica
de Rap1

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresién
hepatica de Rap1 entre los distintos grupos después de la intervencién (LC vs LS
p-valor= 0,993; LC vs OC p-valor= 0,146; LC vs OS p-valor= 0,092; LS vs OC p-
valor= 0,085; LS vs OS p-valor=0,051; OC vs OS p-valor =0,995). Sin embargo;
como se puede observar en la Figura 1, hubo una tendencia a una mayor expresion
de Rap1 en las ratas obesas, tanto en el grupo alimentado con la dieta control (OC)
como en el que recibié la dieta control mas la suplementacion con sofrito (OS). La
suplementacién con sofrito no tuvo efectos significativos entre los grupos de ratas

delgadas ni en los de ratas obesas.
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Figura 1. Niveles de expresion relativa de Rap1 en higado tras la intervencion con sofrito en
ratas Zucker delgadas y obesas. LC, ratas delgadas alimentadas con dieta control; LS, ratas
delgadas alimentadas con dieta control suplementada con sofrito; OC, ratas obesas alimentadas
con dieta control; OS, ratas obesas alimentadas con dieta control suplementada con sofrito.
Los datos se expresan como la media + SEM (n = 4-8). Andlisis estadistico realizado con la
prueba ANOVA de un factor.



4.2 La suplementacioén con sofrito aumenta la expresion hepatica de p53
Como se muestra en la Figura 2, el grupo de ratas obesas suplementadas con
sofrito (OS) tuvo una mayor expresion hepatica de p53 en comparacion con el grupo
de ratas delgadas control (LC) (p-valor=0,019). Ademas se observé una tendencia
a un aumento en la expresion de p53 en el grupo de ratas obesas suplementadas
con sofrito (OS) en comparacién con las ratas obesas que recibieron unicamente la
dieta control (OC) (p-valor= 0,079). No se encontraron diferencias significativas
entre los otros grupos (LC vs LS p=0,815; LC vs OC p=0,973; LS vs OC p=0,962;
LS vs OS p=0,326).
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Figura 2. Niveles de expresion relativa de p53 en higado tras la intervencién con sofrito en ratas
Zucker delgadas y obesas. LC, ratas delgadas alimentadas con dieta control; LS, ratas delgadas
alimentadas con dieta control suplementada con sofrito; OC, ratas obesas alimentadas con dieta
control; OS, ratas obesas alimentadas con dieta control suplementada con softrito.

Los datos se expresan como la media + SEM (n = 4-8). Andlisis estadistico realizado con la

prueba ANOVA de un factor. *p <0,05 contra LC.
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4.3 La suplementacién con sofrito aumenta los niveles de dano oxidativo del
DNA

Adicionalmente se cuantificaron los niveles de 8-oxo, un biomarcador del dafo
oxidativo, en el DNA de tejido hepatico. El grupo de ratas obesas suplementadas
con sofrito (OS) presentd mayores niveles de 8-oxo en comparacién con las ratas
obesas alimentadas unicamente con la dieta control (OC) (p-valor= 0,028) (Figura
3). Respecto a los grupos de ratas delgadas, LC y LS, los niveles de 8-oxo fueron

similares a los del grupo OC (datos no mostrados).
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Figura 3. Niveles de 8-oxo en el DNA de tejido hepatico de ratas Zucker obesas tras la
intervencion. OC, ratas obesas alimentadas con dieta control; OS, ratas obesas alimentadas
con dieta control suplementada con sofrito.

Los datos se expresan como la media + SEM (n =5-6). Analisis estadistico realizado con la

prueba t-student de dos colas. *p <0,05 contra OC.
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5. DISCUSION

El envejecimiento es un proceso multifactorial y su curso es modificable. Los
factores dietéticos y de estilo de vida son de gran importancia ya que pueden
modular este procedimiento (1).

Se piensa que la obesidad podria ser capaz de aumentar la edad biolégica de
células y tejidos, o por lo menos influir en los procesos de envejecimiento (2), por lo
tanto, en el presente trabajo se estudié el efecto de una suplementacion con sofrito,
un componente de la MedDiet, la cual es reconocida por su capacidad antioxidante
y antiinflamatoria, en la expresién hepatica de genes relacionados con el
envejecimiento y metabolismo y en los niveles de dafo oxidativo del DNA de tejido

hepatico en un modelo de obesidad con ratas Zucker.

La obesidad induce un acortamiento de la LT a través de un exceso de estrés
oxidativo y acelerando la tasa de erosion de los telémeros por replicacion; de tal
manera que puede desencadenar el comienzo de enfermedades asociadas al
envejecimiento (9). También existe evidencia de que RAP1 se asocia a TRF2 y
protege las terminaciones teloméricas, por lo que podria tener un papel en la
regulacion de la LT (4,23). De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo,
la expresidon hepatica de Rap1 tiende a ser mayor en los grupos OC y OS, es decir
en las ratas obesas, en comparacion con los grupos LC y LS, las ratas delgadas,
independientemente de la suplementacion con sofrito. Considerando el papel
protector de RAP1 y que en la obesidad se observa un acortamiento de la LT, estos
resultados podrian indicar un posible mecanismo compensatorio para prevenir la
progresion del acortamiento de la LT a través de una mayor expresion de Rap1. Por
otra parte, la sobreproduccion de ROS que se presenta en la obesidad también
puede inducir un estado proinflamatorio mediado a través de la activacién del factor
nuclear kB (NF-kB). EI NF-kB regula la expresion génica de citoquinas inflamatorias
como el factor de necrosis tumoral a (TNF- a), la interleucina-6 (IL-6) y la
interleucina-1B (IL-1B) (24), por lo que el NF-kB funciona como enlace entre la
obesidad y la inflamacién. Teo et al. (25) demostraron en un estudio realizado con

células 293T y ratones heterocigoto deficientes de un alelo funcional de Rap1 que
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la activacién del NF-kB ocasiona un aumento de la expresion de RAP1 tanto a nivel
de mRNA como de proteina, de modo que los niveles elevados de Rap 1 observados
en los grupos OC y OS podrian estar relacionados a un estado proinflamatorio
asociado a la obesidad. No obstante, se necesitan mas estudios que permitan
explicar los mecanismos mediante los cuales la obesidad podria aumentar la
expresion de Rap1.

Ademas de tener un papel en el mantenimiento de la LT, RAP1 también ha
demostrado tener funciones relacionadas con el metabolismo energético. En una
investigacion realizada por Martinez et al. (5), evidenciaron que RAP1 puede regular
la transcripcion de Ppara y Pgc-1a, genes implicados en la oxidacion de los acidos
grasos. Por lo tanto, seria interesante analizar en el futuro la expresion de genes
que son regulados por este complejo, por ejemplo: CPT1, la enzima limitante de la
velocidad de la oxidacion de acidos grasos; o proteinas transportadoras de acidos
grasos como CD36 y SLC27a2.

Como se ha mencionado anteriormente, la obesidad se relaciona con una pérdida
del equilibrio redox; las ROS producidas pueden oxidar los acidos nucleicos y dafiar
el DNA de los organismos. El 8-oxo es la lesién del DNA mejor caracterizada y
resulta de la oxidacién directa de las bases de guanina. Debido a esto el 8-oxo es
utilizado como biomarcador de dafio oxidativo y estrés en el organismo (26). En los
resultados de este trabajo se demuestra que el grupo OS tuvo mayores niveles de
8-oxo en comparacién con el grupo OC (p-valor=0,028); los resultados de los grupos
LC y LS fueron muy similares a los del grupo OC (datos no mostrados).
Inesperadamente parece que el consumo del sofrito tiene un efecto oxidativo que
se observa exacerbado en condiciones de obesidad. En un estudio previo
relacionado con el presente trabajo (19) se observé que el grupo OS no aumenté
de peso aunque consumid mas kcal en comparacion con el grupo OC.
Considerando que la cuantificacién de 8-oxo fue realizada en muestras de higado
este resultado podria ser consecuencia de un metabolismo incrementado, que
contribuye al mantenimiento del peso pero resulta en un mayor metabolismo

oxidativo en los tejidos. En este caso, un aumento en el metabolismo oxidativo
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hepatico implicaria una mayor actividad de la fosforilacion oxidativa y un mayor
riesgo de generar ROS y estrés oxidativo en el higado de las ratas obesas
suplementadas con sofrito (OS) que podria explicar el incremento en 8-oxo
observado. En futuros analisis seria interesante medir los niveles de 8-oxo en
plasma u otros tejidos para poder ampliar estas observaciones. Por otro lado,
algunos estudios realizados en nucleo aislado de higados de ratas (27-30) han
evaluado el efecto independiente de algunos compuestos bioactivos presentes en
el sofrito, entre ellos: naringenina, quercetina, miricetina, kaempferol y los acidos
cafeico, ferulico y galico; y se ha reportado que estos pueden tener un efecto pro-
oxidativo dependiendo de su concentracién y la presencia de metales como el hierro
y el cobre. Por el contrario, Storniolo et al. mencionan en dos estudios (31,32)
realizados con cultivos celulares que es importante considerar las interacciones
sinérgicas de los diferentes compuestos bioactivos para investigar los efectos
beneficiosos de las preparaciones culinarias, y en este sentido han demostrado que
el sofrito es capaz de reducir el estrés oxidativo. Y finalmente, desde una
perspectiva mas general, Mitjavila et al. demostraron en una investigaciéon (33) que
la MedDiet reduce los niveles de 8-oxo en orina de individuos obesos con sindrome
metabdlico. De tal manera que de acuerdo a los resultados del presente trabajo y la
bibliografia se requieren mas estudios que expliquen las vias y los mecanismos de
accion mediante los cuales el sofrito podria estar aumentando los niveles de 8-oxo

en el DNA hepatico.

Por otra parte, existe evidencia de que p53 aumenta en obesidad tanto a nivel de
MRNA como de proteina. Igualmente, se ha demostrado en ratones genéticamente
obesos que los niveles de proteina de p53, de ROS, y de la expresidon de genes que
codifican para citoquinas proinflamatorias se encuentran aumentados (34). En los
resultados de este trabajo se observé que el grupo OS tuvo una mayor expresion
hepatica de p53 en comparacion con el grupo LC (p-valor=0,019). Considerando
que los niveles de p53 son determinados por sefiales ambientales y de estrés, este
aumento podria estar relacionado a la obesidad. Estos resultados son de gran

relevancia puesto que se ha descrito que niveles elevados de p53 se asocian con
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el desarrollo prematuro del envejecimiento (35). Adicionalmente, se observé una
tendencia a un aumento en la expresion de p53 en el grupo OS en comparacion con
el grupo OC (p-valor= 0,079), demostrando que el sofrito puede ser el causante de
este incremento. Una posible explicacion de esto podria ser el aumento de los
niveles de estrés oxidativo en el grupo OS que se evidenciaron anteriormente con
la cuantificacion de 8-oxo, ya que este estimulo puede aumentar la expresion de
p53. Tomando en cuenta que p53 es una proteina supresora de tumores, capaz de
inducir apoptosis y senescencia celular, podria ser que, debido al incremento del
dafo oxidativo causado por el sofrito, p53 se esté sobreexpresando para limitar el
dafio y prevenir una transformacion neoplasica, puesto que existe evidencia de una
fuerte relacién entre la obesidad, el envejecimiento y el cancer (34). Los niveles de
expresion de p53 del grupo OC fueron ligeramente inferiores en comparacién con
los del grupo LS; sin embargo, es necesario considerar que este grupo tenia en
particular un tamafo muestral pequefio y presentd una gran dispersion en sus
resultados, por lo que estos deben ser interpretados con discrecién. Por lo tanto, se
necesitan mas estudios que permitan explicar los mecanismos moleculares
mediante los cuales el sofrito aumenta la expresién hepatica de p53 en las ratas

obesas.

Finalmente, en una investigacion con ratones realizada por Sahin et al. (10),
evidenciaron que p53 puede reprimir la expresion de PGC-1a y PGC-13 y por
consecuencia afectar la funcién y biogénesis mitocondrial, la gluconeogénesis y la
defensa oxidativa, ocasionando asi una disminucion funcional y falla metabdlica que
se puede observar tanto en la obesidad como en el envejecimiento. En un estudio
previo, relacionado con el presente trabajo, realizado por Sandoval et al. (19) se
evidencio que el grupo OS tuvo una menor expresion de Pgc-18 en comparacion
con el grupo OC, esto podria estar relacionado a la tendencia de una mayor
expresion de p53 en el grupo OS; sin embargo, este resultado no fue significativo.
Seria interesante analizar en el futuro la expresién de Pgc-71a para investigar si

existe una asociacion directa en la muestra estudiada.
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Limitaciones del estudio y futuras investigaciones

El presente trabajo tiene algunas limitaciones que pudieron haber influido en su
interpretacion: un tamafio muestral pequefio, el sexo de las ratas (s6lo se analizaron
machos) y el uso de ratas Zucker como modelo, las cuales son genéticamente
obesas. En el futuro, serian de gran utilidad investigaciones que evaluen el efecto
de la suplementacion con sofrito en la expresion de genes diana de RAP1 y p53,
analizar los niveles de proteina de p53, realizar cuantificaciones de dafio oxidativo
en otros tejidos, medir la expresion de enzimas relacionadas con el estrés oxidativo
y estudios donde se analice el efecto del sofrito en la longitud de los telomeros.
Ademas de acuerdo a Rodriguez-Rodriguez et al. (20) un periodo mas largo de

suplementacién con sofrito podria permitir mejores apreciaciones.
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6. CONCLUSION

En el presente estudio se analiz6 el efecto de una suplementacién con sofrito sobre
marcadores del envejecimiento y dafio en el DNA en un modelo de obesidad.
Sorpresivamente se observo que el consumo de sofrito aumenta los niveles de daio
oxidativo en ratas Zucker obesas, indicando que este podria ser el motivo del
aumento de la expresion de p53 que se presentod en las ratas obesas que recibieron
la suplementacion. Es importante no descartar otros mecanismos mediante los
cuales el sofrito podria estar produciendo este efecto, por lo que se requieren mas
estudios que permitan dilucidar cémo el sofrito, y la dieta en general, podrian
modular los procesos relacionados con el envejecimiento y posteriormente replicarlo
en humanos. Finalmente mencionar que para mantener la salud y reducir el riesgo
de enfermedades no es suficiente con consumir ciertos productos, preparaciones
culinarias o compuestos bioactivos reconocidos por sus beneficios sino que se debe
de perseguir un estilo de vida saludable que involucre actividad fisica y una dieta
balanceada que permita desarrollar y mantener la capacidad funcional que favorece

el bienestar a lo largo de la vida.
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ANEXO |

Composicion nutricional del sofrito

Ingredientes: Tomate (pulpa y concentrado) 50%, cebolla 37%, aceite de oliva

virgen extra (12%) y sal.

Informacioén nutricional

100g Por porcion® %**
Calorias 536kJ/136Kcal 281kJ/68Kcal 3%
Grasa Total 129 6,09 9%
Saturada 1,79 0,99 5%
Sodio 0,59 0,25¢g 1%
Carbohidratos Totales 5,59 2,89 2%
Fibra Dietética 1,0g 0,59
Azucares 4,09 2,09 1%
Proteina 1,0g 0,59 4%

** Los valores porcentuales diarios estan basados en 2000 kcal

Fuente: Sandoval V, Rodriguez-Rodriguez R, Martinez-Garza U, Rosell-Cardona C,
Lamuela-Raventés RM, Marrero PF, et al. Mediterranean Tomato-Based Sofrito Sauce
Improves Fibroblast Growth Factor 21 (FGF21) Signaling in White Adipose Tissue of Obese
ZUCKER Rats. Mol Nutr Food Res. 2018;62(4):1-6.
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ANEXO Il

Secuencias de los cebadores utilizados en las RT-gPCR

Gen Secuencia (5’-3’)
B2m Forward CGTCGTGCTTGCCATTCAGA
Reverse AGGAAGTTGGGCTTCCCATTC
Rap1 Forward GGCGGAGGTAATGGATCTGG
Reverse CCGCACGTAAAACGACATGG
p53 Forward CCTATCCGGTCAGTTGTTGGA

Reverse

TTGCAGAGTGGAGGAAATGG
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