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I. Introducción Página 3 
 

1. LA OBESIDAD 

A lo largo de la historia de la humanidad, la ganancia de peso y el exceso de grasa 

corporal se han considerdo símbolos de salud y prosperidad, pero hoy día estos mismos 

conceptos se han convertido en una amenaza para la salud que afecta miles de personas 

en todo el mundo [1]. La prevalencia de la obesidad se ha duplicado en las últimas dos 

décadas, llegándose a considerar la epidemia del siglo XXI y uno de los retos más 

importantes y serios de la salud pública [2]. Según la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), en 2008 unos 200 millones de hombres en el mundo presentaban obesidad, 

mientras que la cifra en mujeres alcanzó los 300 millones [3]. En España, los últimos 

datos de la OMS sitúan la prevalencia de obesidad en un 27% mientras que el sobrepeso 

alcanza valores muy superiores, con un 62% [4]. Además, ya no es un problema 

únicamente de la sociedad del primer mundo sino que está empezando a extenderse por 

países menos desarrollados [5]. Igualmente abarca un rango cada vez más grande de 

edades, poniéndose de manifiesto un grave problema de obesidad infantil [6]. Por otra 

parte, la obesidad no sólo afecta a la salud sino que perjudica gravemente la economía 

global: implica casi un 7% del coste sanitario total en la región europea y el doble si 

hablamos de costes indirectos [7]. También afecta al desarrollo social, ya que está 

ampliamente extendida en grupos socio-económicos bajos [8]. 

 

En la lucha contra la obesidad, la industria alimentaria ha sido frecuentemente 

cuestionada por los productos que comercializa y su posible relación con la obesidad. 

Pero adicionalmente, los productores de alimentos han ido incorporando nuevos 

ingredientes y elaborando productos novedosos con el objetivo de ayudar a los 

consumidores a obtener y mantener su peso adecuado [9]. Estos productos, se limitaban 

en un principio a los denominados “alimentos light”, habitualmente alimentos 

desnatados o sin azúcar. Hoy en día, sin embargo, el énfasis está puesto en el potencial 

que tienen los alimentos para promover el estado de salud, mejorar el bienestar y reducir 

el riesgo de enfermedades como la obesidad. En este sentido, surge el concepto de 

“alimentos funcionales” para indicar que algunos alimentos pueden ejercer acciones 

beneficiosas sobre ciertas funciones del organismo que van más allá de sus efectos 

nutricionales considerados tradicionalmente [10]. Así, para la industria, la obesidad 

aparece como una diana clave para el desarrollo de estos alimentos. 
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1.1. Diagnóstico y Clasificación 

La obesidad se define como un exceso de grasa corporal que induce a un aumento 

significativo de riesgo en la salud [3]. Aún así, el parámetro más usado para el 

diagnóstico de la obesidad es el Índice de Masa Corporal (IMC), que paradójicamente 

no tiene en cuenta el porcentaje graso corporal, pero que goza de una buena 

reproducibilidad y facilidad de utilización. El IMC relaciona el peso con la altura y 

permite clasificar la obesidad en distintos grados (Tabla 1). El principal inconveniente 

del citado índice recae en su ineficacia a la hora de diferenciar entre los distintos 

compartimientos del organismo, de modo que no es posible conocer si hay un exceso de 

masa grasa, o por el contrario se trata de una mayor peso de la masa muscular o una 

acumulación de líquido. Por eso, existen otros índices para determinar la distribución de 

la grasa en el organismo y poder calcular el riesgo de comorbilidades que presenta el 

paciente. Así, la circunferencia de la cintura nos sirve para detectar un exceso de masa 

grasa intra-abdominal, relacionado con las principales complicaciones metabólicas de la 

obesidad y la aparición del síndrome metabólico. Los pliegues cutáneos son otro de los 

métodos de los que disponemos para diferenciar entre los compartimentos grasos y 

magros del cuerpo.  

 

Tabla 1. Clasificación internacional para la obesidad, sobrepeso y bajo peso en adultos, según 

el IMC (modificado de [11]).  

CLASIFICACIÓN IMC (kg/m²) 

 
Puntos de corte 

principales 

Puntos de corte 

adicionales 

Bajo peso <18,50 <18,50 

     Delgadez severa <16,00 <16,00 

     Delgadez moderada 16,00 – 16,99 16,00 – 16,99 

     Delgadez leve 17,00 – 18,49 17,00 – 18,49 

Normopeso 18,50 – 24,99 
18,50 – 22,99 

23,00 – 24,99 

Sobrepeso ≥25,00 ≥25,00 

     Pre-obesidad 25,00 – 29,99 
25,00 – 27,49 

27,50 – 29,99 

Obesidad ≥30,00 ≥30,00 

     Obesidad tipo I 30,00 – 34,99 
30,00 – 32,49 

32,50 – 34,99 

     Obesidad tipo II 35,00 – 39,99 
35,00 – 37,49 

37,50 – 39,99 

     Obesidad tipo III ≥40,00 ≥40,00 
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Otras técnicas más complejas cada vez más utilizadas en la práctica clínica y en la 

investigación son los aparatos de impedancia bioeléctrica, la Absorciometría de Rayos 

X de Energía Doble (DEXA), la Resonancia Magnética Nuclear (RMN), la Tomografía 

Axial Computarizada (TAC) o la pletismografía por desplazamiento de aire [1]. 

 

1.2. Etiopatogenia 

La obesidad es el resultado de un desequilibrio prolongado entre la energía ingerida y el 

gasto energético, que conduce a un balance energético positivo. Se trata de una 

enfermedad crónica multifactorial resultado de las interacciones entre el estilo de vida, 

factores neuroendocrinos y la predisposición genética [12,13]. De hecho, la 

modificación de los hábitos dietéticos en las últimas décadas, marcada por cambios 

tanto cuantitativos como cualitativos [14], es uno de los factores que más ha favorecido 

la aparición de esta epidemia. Estos cambios generan una situación de claro 

desequilibrio dietético, afectado principalmente por una mayor concentración de grasas 

y azúcares simples en los alimentos preparados, una mayor ingesta de grasas saturadas 

(esencialmente provenientes de grasas animales), y una disminución en la ingesta de 

hidratos de carbono complejos y fibra alimentaria, así como de frutas y verduras. Al 

mismo tiempo esta situación se acompaña de cambios en el estilo de vida, con una 

reducción significativa de la actividad física en el trabajo y durante el tiempo libre.  

En cuanto a los factores neuroendocrinos implicados en la obesidad, destacan las 

hormonas que promueven la acumulación de lípidos, insulina y cortisol, así como las 

hormonas que favorecen la movilización de lípidos, hormona de crecimiento y 

hormonas sexuales esteroideas. Así, un desequilibrio entre estas hormonas está 

relacionado con el Síndrome de Cushing (aumento de cortisol e insulina, disminución 

de hormonas esteroideas y hormona de crecimiento), la menopausia o edad avanzada 

(disminución de hormonas esteroideas y hormona de crecimiento), una excesiva ingesta 

de alcohol (elevación del cortisol, disminución de hormonas esteroideas), fumar 

(elevación periódica del cortisol) así como la ansiedad y el estrés asociado al estilo de 

vida actual (aumento de cortisol) [12]. Por otra parte, la ingesta se regula por 

mecanismos neuroendocrinos, puesto que la fase cefálica de la digestión está en buena 

parte dirigida por la actividad de neuropéptidos hipotalámicos, como el neuropéptido Y, 

que juntamente con factores gastrointestinales (como la ghrelina) que actúan a nivel 
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hipotalámico, promueven la sensación de apetito que favorece la ingesta de nutrientes. 

En la parte opuesta de la balanza están los mecanismos implicados en el gasto 

energético. La energía liberada procede de la termogénesis inducida por la acción de 

nutrientes y hormonas.  

Por otra parte, existen suficientes evidencias que indican que la obesidad tiene un 

componente genético. De hecho, entre el 40 y el 70% de la variabilidad del peso 

corporal se ha atribuido a la herencia genética [15]. Además, desde un punto de vista 

evolutivo, los individuos con genes «ahorradores» han podido verse favorecidos, ya que 

la función reproductiva es dependiente de las reservas calóricas y las personas más 

resistentes a la desnutrición han podido sobrevivir en mayor proporción en épocas de 

penuria de alimentos [16]. Sin embargo, sólo se han descrito un número reducido de 

mutaciones genéticas puntuales responsables del desarrollo de esta enfermedad ya que 

la obesidad se debe mayoritariamente a la interacción entre genes y ambiente. Así, los 

resultados de la última revisión de “The Human Obesity Gene Map” demuestran que 

hasta el momento sólo se han descrito 176 casos de obesidad debidos a mutaciones 

puntuales, correspondientes a 11 genes, mientras que se han identificado más de 200 

genes potencialmente implicados en la obesidad [17]. En la actualidad la herramienta 

más utilizada para detectar nuevas variantes genéticas relacionadas con la obesidad y 

con sus comorbilidades asociadas son los estudios de asociación del genoma completo 

(en inglés GWAS). En estos estudios se comparan los genomas de un grupo de personas 

con la enfermedad a estudiar (casos) y otro grupo de personas sanas (controles) para 

detectar variaciones genéticas asociadas a dicha enfermedad. El primer gen que se 

relacionó incuestionablemente con obesidad a partir de estos análisis tras replicarse su 

asociación en varias poblaciones diferentes fue el FTO  (Gen asociado a la obesidad y a 

la masa grasa) [18,19]. A partir de entonces, se han realizado nuevos GWAS en los que 

se han identificado nuevas variantes genéticas asociadas a la obesidad [20,21,22,23]. 

1.3. Complicaciones de la obesidad 

La obesidad se considera una enfermedad en sí misma. Aún así no hay que olvidarse 

que significa un factor de riesgo para numerosas enfermedades crónicas, destacando 

principalmente aquellas debidas a cambios metabólicos como la diabetes, enfermedades 

cardiovasculares e hipertensión [24]. De este modo la obesidad contribuye a disminuir 

la esperanza de vida así como a afectar la calidad de vida de quienes la padecen. De 



 

I. Introducción Página 7 
 

hecho, las enfermedades que acompañan la obesidad son las responsables de que esta 

esté relacionada con más muertes que la malnutrición: al menos 2,8 millones de adultos 

mueren cada año como resultado de esta enfermedad. A continuación se exponen 

algunas de ellas [25]: 

1)  Anomalías lipídicas: aumento del colesterol total y triglicéridos, acompañado de un 

aumento de las VLDL, LDL y un descenso de las HDL. 

 

2) Resistencia a la insulina y diabetes tipo 2: el riesgo aumenta con el grado de 

obesidad, la duración de la misma y la distribución central de la grasa corporal. Se crea 

una situación de insulino-resistencia, alcanzando el máximo deterioro en la utilización 

periférica de la insulina en individuos con un porcentaje de grasa corporal superior al 

30%.  

 

3)  Alteraciones respiratorias: aparición de la apnea del sueño debido a la disminución 

del volumen de los pulmones provocado por un exceso de masa grasa que presiona el 

diafragma; disfunción pulmonar, síndrome de Pickwick e hipertensión pulmonar. 

 

4)  Alteraciones cardiovasculares: íntimamente relacionadas con la obesidad visceral, 

aparecen enfermedades como la cardiopatía isquémica, miocardiopatía, arritmias, 

accidente vasculocerebral, insuficiencia cardíaca… 

 

5) Hipertensión arterial: existe una relación directa entre obesidad androide, 

hiperinsulinismo e hipertensión arterial. La combinación de obesidad e hipertensión 

conduce a un engrosamiento de la pared ventricular con un mayor volumen cardíaco y 

así una mayor probabilidad de fallo cardíaco. 

 

6)  Alteraciones tumorales: los pacientes obesos tienen aumentado el riesgo de padecer 

ciertos cánceres. En mujeres, aumenta el riesgo de cáncer de mama, endometrio, 

vesícula y ovario. En hombres los más frecuentes son el cáncer de recto y de próstata. 

La frecuencia de los cánceres de riñón y colon aumenta por igual en ambos sexos.  

 

7) Alteraciones articulares: la osteoartritis está significativamente aumentada en la 

obesidad. Además puede aparecer artrosis, hernias discales y gota e hiperuricemia. Las 
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complicaciones osteoarticulares representan uno de los factores más importantes dentro 

de los costes económicos originados por la obesidad. 

 

8) Alteraciones digestivas: pueden alterar significativamente la calidad de vida del 

paciente. Destacamos el reflujo gastroesofágico, la esteatosis y esteatohepatits no 

alcohólica, debido a un acúmulo de grasa en los hepatocitos acompañado en muchos 

casos por un estado inflamatorio, y la colelitiasis, resultado de una bilis sobresaturada 

por una mayor excreción de colesterol. 

 

9) Alteraciones renales: son debidas principalmente a la hipertensión arterial, 

provocando proteinuria y daño renal. También pueden aparecer litisasis y 

glomerulopatías.  

 

10)  Alteraciones endocrinas: principalmente aquellas relacionadas con el eje renina-

aldosterona, el eje hipotálamo-hipófiso-adrenal, tiroides y el sistema reproductivo. 

 

11) Alteraciones neurológicas: especialmente accidentes cerebrovasculares e 

hipertensión intracraneal. 

 

12)  Alteraciones psicológicas: la obesidad se asocia muy frecuentemente a depresión, 

ansiedad y un rechazo social que limita la calidad de vida del paciente. 

 

1.4. Modelos animales de obesidad 

El estudio de la obesidad y sus patologías asociadas requiere el desarrollo de modelos 

animales que reproduzcan las características fenotípicas de esta enfermedad de la 

manera más fiel posible. Además del importante papel en el cribado de nuevos 

compuestos para el control de la ingesta y/o peso corporal, los modelos animales se han 

usado para la identificación de las bases fisiológicas y genéticas de la obesidad, así 

como para evaluar la eficacia de nuevos agentes antiobesogénicos [26]. En general, se 

pueden clasificar en modelos genéticos y modelos dietéticos. Algunos de los modelos 

en roedores más utilizados se resumen a continuación: 
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1.4.1. Modelos genéticos de obesidad 

 Modelos animales monogénicos: como el ratón diabético (db/db), el ratón obeso 

(ob/ob), el ratón Tubby (tub), el ratón amarillo (Ay), el ratón graso (fat) y la rata 

Zucker (fa/fa). Estos modelos espontáneos de obesidad han permitido localizar 

algunos genes y caracterizar su participación en la obesidad y las consecuencias de 

su ausencia o alteración [16].  

 Modelos animales poligénicos: como los ratones obesos New Zealand, el ratón BSB, 

la rata Osborne-Mendel y la rata del desierto. Los modelos animales poligénicos de 

obesidad suelen tener mayor interés para evaluar las interacciones de la 

susceptibilidad genética con otras variables dietéticas, ambientales y metabólicas, 

aunque su interpretación puede resultar, en ocasiones, compleja [16]. 

 Modelos transgénicos y knockout: los animales transgénicos se obtienen en el 

laboratorio eliminando o incorporando fragmentos de ADN en su genoma, de esta 

manera se consigue la anulación, sobreexpresión o regulación de algunos genes 

candidatos relacionados con la incidencia de obesidad. Así, se han obtenido roedores 

obesos transgénicos mediante la sobreexpresión de la hormona liberadora de 

corticotropina  (CRH) y la hormona adrenocorticotrópica (ACTH) o mediante la 

inhibición de la expresión de UCPs, del receptor de glucocorticoides  y del receptor 

adrenérgico β3 [16]. También podemos encontrar modelos animales knockout para el 

receptor de la melanocortina 4 (Mc4r), para el receptor de la bombesina 3 (Brs3) y 

para el receptor de estrógenos α (ERα), entre otros [27].  

 Caracterización de loci por caracteres cuantitativos (QLT) [16]: esta estrategia 

requiere el cruzamiento de dos razas de roedores con genoma conocido, y el 

posterior análisis del fenotipo resultante para caracterizar las regiones cromosómicas 

implicadas en la heredabilidad del rasgo y sus posibles homologías en el genoma 

humano. 

 

1.4.2. Modelos dietéticos de obesidad 

 

Una hipótesis que crece en importancia es que la epidemia de obesidad que se ha 

generado en la sociedad actual puede ser consecuencia de una mayor disponibilidad de 

alimentos palatables con un elevado contenido en grasa, azúcares y energía. Se han 

realizado numerosos estudios en roedores con el fin de caracterizar las respuestas de los 
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animales expuestos a dietas con elevado contenido energético y se han observado dos 

tipos de respuestas; algunos animales muestran un aumento de los depósitos grasos y se 

les ha denominado roedores obesos inducidos por la dieta (DIO Diet-induced obese); 

otras cepas de roedores parecen ser resistentes al aumento de peso cuando son 

alimentados con dietas altas en grasa y se les denomina roedores resistentes a la dieta 

(DR Dietary resistant) [28]. Los modelos más ampliamente utilizados son las ratas 

Wistar y Sprague-Dawley, y en el caso de los ratones los C57BL/6 aunque hay que 

destacar que la respuesta a la dieta es dependiente de la cepa [29,30,31,32,33,34]. Por 

otro lado, las dietas que producen obesidad tienen un efecto gradual sobre la grasa 

corporal por lo que la duración del tratamiento es una variable importante. A 

continuación se detallan algunas de las dietas más normalizadas: 

 

 Dietas altas en grasas (HF, High-fat): Contienen entre un 30-78% de la energía total 

en forma de grasa [35]. Los efectos de estas dietas se traducen en un incremento del 

peso corporal de los animales, debido principalmente a un aumento del tejido 

adiposo. Además, estos animales desarrollan insulino-resistencia, intolerancia a la 

glucosa, hiperleptinemia y una moderada dislipidemia. Por otra parte, está 

ampliamente extendido el uso de la comúnmente denominada “dieta de cafetería” la 

cual genera un modelo de obesidad en roedores proporcionando sin límite a los 

animales comida apetitosa como chocolate, galletas, paté o patatas fritas. Se trata de 

una dieta hipercalórica e hiperlipídica que induce una hiperfagia voluntaria y un 

rápido aumento de peso [36,37,38,39]. Este modelo comparte además características 

comunes a la dieta occidental como son hiperfagia, hiperglucemia, resistencia a la 

insulina y en general condiciones comunes al síndrome metabólico [40] por lo que se 

considera un modelo ampliamente aceptado para el estudio de la obesidad [41,42]. 

En general, y aunque se han descrito algunas diferencias en los perfiles metabólicos 

de los animales según la dieta utilizada, se considera razonable la uniformidad del 

fenotipo obtenido independientemente de que la dieta sea comercial o manual [26].  

 

 Dietas altas en grasas y sacarosa (HFS, High-fat-sucrose): contienen alrededor de 

un 40% de grasa y un elevado contenido en sacarosa (entre un 15 y un 40%). 

Provoca un aumento en el peso y la adiposidad corporal, una marcada hiperglucemia 

y resistencia a la glucosa, además de hiperinsulinemia e hiperleptinemia 

[43,44,45,46]. 



 

I. Introducción Página 11 
 

 

 Dietas altas en sacarosa (HS, High-sucrose): suelen contener entre un 40 y un 70% 

de sacarosa. Esta dieta es comúnmente usada para obtener un modelo de obesidad 

asociado a una hipertigliceridemia e insulino-resistencia. Se ha visto que induce un 

incremento del tejido adiposo, una clara hiperglucemia e hiperinsulinemia, 

disminuye la sensibilidad a la insulina y aumenta los niveles de ácidos grasos y la 

presión arterial [47,48]. Estos efectos se atribuyen principalmente a la fructosa, que 

junto la glucosa conforma la sacarosa [49]. 

 

Los cambios observados en los modelos animales de obesidad inducida por la dieta son 

significativamente consistentes con los observados en pacientes obesos humanos. De 

hecho, varios estudios genómicos comparando cambios en la expresión génica en ratas 

y humanos obesos, revelan importantes similitudes en distintos tejidos y vías afectadas 

por la obesidad [50]. En conclusión, estos estudios refuerzan la validez de los modelos 

animales de obesidad inducida por la dieta como una herramienta para el estudio de la 

obesidad en humanos. 

 

Finalmente, hay que hacer mención especial a los modelos dietéticos para el estudio de 

fármacos y compuestos en la prevención y el tratamiento de la obesidad. Aunque es 

frecuente la evaluación de los efectos agudos de potenciales agentes antiobesogénicos, 

estos modelos sirven sólo para seleccionar ciertos compuestos con una determinada 

potencia, eficacia y ausencia de efectos secundarios, ya que los efectos de nuevos 

agentes para el tratamiento o prevención de la obesidad requieren ser demostrados en un 

periodo largo de tiempo para asegurar una reducción mantenida del peso corporal. Por 

otra parte, Vickers et al [26], en una reciente publicación, concluyen que los modelos 

genéticos presentan ciertas limitaciones para evaluar los efectos de un compuesto en la 

pérdida de peso debido a su falta de reproducibilidad en humanos. Así, sugieren que los 

modelos animales dietéticos son los más adecuados para determinar los efectos de 

fármacos o extractos en la obesidad y para realizar cribado, debido a su origen 

poligénico y al desarrollo de hiperleptinemia. 
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2. EL TEJIDO ADIPOSO 

 

El tejido adiposo es el principal reservorio de energía del organismo cuya principal 

función es la captación de lípidos circulantes en momentos de exceso de energía (fase 

posprandial) y la liberación de ácidos grasos en situaciones que requieren energía [51]. 

El tejido adiposo está constituido por diferentes tipos de células como los pre-

adipocitos, adipocitos blancos y marrones, células endoteliales, fibroblastos, células 

inmunitarias y células nerviosas. De este modo, podemos diferenciar entre los 

adipocitos y la fracción estroma-vascular, en la que se incluyen el resto de células que 

componen el tejido. Aún  así, un 85% del tejido adiposo blanco está constituido por 

adipocitos blancos maduros, caracterizados por su considerable capacidad de expansión 

(son capaces de variar su diámetro unas 20 veces) y por almacenar una gran cantidad de 

lípidos [52]. Debido a que el 90% del volumen celular está ocupado por lípidos, el 

núcleo y el citoplasma son desplazados a la periferia de los adipocitos. Los adipocitos 

marrones por el contrario, se caracterizan por su enorme concentración de mitocondrias 

en el citoplasma, ya que su principal función es la producción de calor mediante la 

termogénesis, valiéndose de los lípidos que tiene almacenados [52]. Además se 

diferencian de los adipocitos blancos por ser multiloculares [53]. Según el tipo de 

adipocitos se diferencia entre tejido adiposo blanco y tejido adiposo pardo. Este último 

se encuentra muy desarrollado en mamíferos de pequeña talla y durante el período 

neonatal de muchas especies [54]. En neonatos humanos, el tejido es muy abundante, 

pero su importancia va disminuyendo progresivamente con la edad. 

 

El tejido adiposo blanco se distribuye en distintos depósitos grasos, que se localizan a 

nivel subcutáneo o visceral. En ratas, los depósitos grasos viscerales más abundantes 

son el retroperitoneal que se encuentra detrás de los riñones, junto a la musculatura 

dorsal, el gonadal (ovárico o epididimal), situado alrededor de las gónadas, y el 

mesentérico, que rodea los intestinos (Figura 1). El depósito subcutáneo más abundante 

en ratas es el que se encuentra en la región inguinal (Figura 1). Según su localización 

anatómica, los distintos depósitos grasos van a tener funciones diferentes [52]. 
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Figura 1. Localización de los depósitos grasos en ratas (TAM, Tejido adiposo marrón; TAB, Tejido 

adiposo blanco) (modificado de [55]). 

 

2.1. Desarrollo del tejido adiposo blanco 

La formación del tejido adiposo blanco comienza antes del nacimiento. La mayor 

expansión del mismo tiene lugar rápidamente tras el nacimiento pero su desarrollo es un 

proceso continuo a lo largo de la vida [53]. De hecho, el tejido adiposo blanco es el 

único tejido del cuerpo que puede experimentar cambios de tamaño una vez en la etapa 

adulta. El crecimiento de este tejido puede ser debido a un incremento en el número de 

adipocitos (hiperplasia) así como a un aumento de su tamaño debido a una acumulación 

de lípidos (hipertrofia) [56]. Además, los adipocitos hipertrofiados secretan factores de 

crecimiento que inducen la proliferación de los preadipocitos, creando así un ciclo 

vicioso [57]. La hiperplasia del tejido adiposo está asociada con las formas más severas 

de obesidad y presentan el peor pronóstico para su tratamiento, ya que la adquisición de 

nuevas células grasas parece ser un proceso irreversible. 
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En la rata, el crecimiento de este tejido ocurre en estadios bien definidos; del nacimiento 

a las 4 semanas de edad, el crecimiento es hiperplásico. De las 4 a las 14 semanas de 

edad ocurren ambos crecimientos hipertróficos e hiperplásicos. Después de las 14 

semanas de edad la masa del tejido adiposo incrementa predominantemente por un 

crecimiento hipertrófico [58]. Este crecimiento puede variar en respuesta a distintas 

dietas hipercalóricas. Así, es bien conocida la capacidad de estos animales para generar 

nuevas células grasas en respuesta a dietas con alto contenido en carbohidratos y grasas 

[59]. Además, las diferencias en cuanto a la expansión del tejido adiposo dependen 

también de la localización del depósito graso, siendo el mesentérico el que presenta la 

mayor capacidad de expansión y el subcutáneo el que tiene una mayor capacidad 

proliferativa [56,60]. Esto puede ser debido a la distinta perfusión del tejido adiposo así 

como a la distinta inervación por el sistema nervioso simpático [61,62]. 

La hiperplasia del tejido adiposo, también referida como adipogénesis, es el resultado 

del reclutamiento de nuevos adipocitos a partir de células precursoras y comprende la 

proliferación de nuevos preadipocitos seguido de la diferenciación de éstos hasta 

adipocitos maduros [63] (Figura 2). Se trata de un proceso muy complicado, 

caracterizado por múltiples cambios en la morfología celular, sensibilidad a hormonas y 

expresión génica, que finalmente llevan al fenotipo del adipocito maduro, expresando 

los genes que controlan el metabolismo lipídico y la termogénesis [39]. En los 

preadipocitos existe un receptor para los ácidos grasos, que interviene en el proceso de 

síntesis de las enzimas necesarias para la diferenciación celular, estableciéndose así una 

relación entre factores alimentarios y la adipogénesis [64]. Es importante señalar que la 

obesidad que se acompaña con insulino-resistencia está asociada a un aumento de la 

población de adipocitos de tamaño muy pequeño, debido a la dificultad de estas células 

para terminar el proceso de diferenciación [65].  
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Figura 2. Representación esquemática de las características básicas de la expansión del tejido 

adiposo. Los principales procesos involucrados son la proliferación de las células madre y la 

diferenciación de estas células en células adiposas o vasculares (modificado de [63]). 

 

2.2. Tejido adiposo e inflamación 

Históricamente, al tejido adiposo se le han atribuido funciones meramente estructurales, 

como aislante térmico y protector de órganos internos, y de reserva energética. Sin 

embargo, hoy en día la evidencia científica ha demostrado que posee múltiples 

funciones que regulan la homeostasis general [66]. El concepto del tejido adiposo 

blanco como un órgano homeostático apareció gracias al descubrimiento de la leptina en 

el año 1994, una proteína deficiente en un tipo de obesidad hereditaria. Desde entonces 

se han descubierto más de 50 citoquinas y otras moléculas segregadas por el tejido 

adiposo blanco, que participan en una gran variedad de procesos fisiológicos y 

fisiopatológicos [66].  

 

La obesidad se considera un estado de inflamación crónica, con una elevada 

concentración de marcadores de la inflamación, tales como la proteína C reactiva y 

numerosas citoquinas inflamatorias, acompañadas de un incremento de células blancas 

[67]. El exceso de tejido adiposo blanco contribuye a mantener este estado 

proinflamatorio generando un aumento de la secreción de adipoquinas que a la vez 

activan la producción de la proteína C-reactiva. Este estado de inflamación estimula la 
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formación de macrófagos, que penetran en los adipocitos, generando a la vez una mayor 

secreción de adipoquinas [68]. De esta manera se forma un círculo vicioso, atrayendo 

más macrófagos al tejido adiposo y conduciendo a un estrés oxidativo. En este sentido, 

una de las mayores contribuciones para el conocimiento de la naturaleza inflamatoria de 

la obesidad fue la identificación de la citoquina factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). 

Posteriormente, el descubrimiento de niveles circulantes elevados de otras moléculas 

como la interleuquina (IL)-6, el fibrinógeno, la proteína quimiotáctica monocítica 

(MCP1) así como el inhibidor del activador del plasminógeno-1 (PAI1) o la resistina en 

estados de obesidad apoyan la relación entre inflamación y obesidad. Por ejemplo, la 

IL6 interfiere en la señalización de la insulina en parte por la regulación que ejerce en la 

expresión del sustrato del receptor de la insulina 1 (IRS1) y del supresor de la 

señalización de citoquinas (Socs)-3. Por otro lado, la resistina, expresada principalmente 

en macrófagos, parece estar involucrada en el reclutamiento de otras células 

inmunitarias y en la secreción de factores proinflamatorios como TNFa. La mayoría de 

las funciones de la resistina (así como de otras citoquinas relacionadas con la 

inflamación) parecen estar reguladas por el factor de transcripción NFκB [69]. 

Finalmente, la identificación de la proteína secretada relacionada con frizzled (Sfrp5), 

una nueva adipoquina con propiedades anti-inflamatorias, ha abierto una nueva vía para 

conocer la interacción entre nutrición e inflamación [70]. Sfrp5 se expresó en el tejido 

adiposo blanco de ratones pero los niveles de ARNm disminuyeron en el tejido adiposo 

de varios roedores obesos, así como en el tejido adiposo visceral de individuos obesos 

[71].  

 

Este estado crónico de inflamación parece ser el responsable de la aparición del 

síndrome metabólico en pacientes obesos (Figura 3), generando múltiples 

complicaciones metabólicas, como la resistencia a la insulina, la dislipidemia o la 

alteración en la coagulación, incrementando el riesgo de padecer enfermedades como el 

cáncer, la diabetes tipo 2 o enfermedades cardiovasculares [72]. Numerosos estudios 

relacionan el síndrome metabólico con un exceso de grasa visceral, ya que ésta se 

correlaciona mejor que el tejido adiposo subcutáneo con el aumento de marcadores 

inflamatorios. Una posible explicación es que al estar en contacto con la circulación 

portal, las sustancias producidas por la grasa visceral entran en contacto con el hígado 

de forma más directa [73]. 
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Figura 3. Fisiopatología del síndrome metabólico (modificado de [72]).  

 

3.  NUTRIGENÓMICA Y NUTRIEPIGENÉTICA  

La nutrigenómica es la ciencia que estudia el efecto que ejercen los nutrientes y 

compuestos bioactivos en la expresión génica [74]. En los últimos años, el desarrollo de 

la transcriptómica (estudio de la expresión génica a nivel de ARNm) ha permitido un 

estudio más profundo de los mecanismos moleculares implicados en los efectos 

saludables de ciertos compuestos dietéticos así como en enfermedades relacionadas con 

la nutrición. Además, ha permitido identificar nuevos genes e interacciones genes-

nutrientes [75]. La nutrigenómica podría orientar al diseño de nuevos alimentos 

funcionales para el control de la obesidad basándose en el conocimiento de la 

bioactividad, el mecanismo de acción y el efecto de determinados nutrientes sobre el 

sistema de control de peso [76,77]. Estos efectos pueden depender no sólo de los 

nutrientes en sí, sino de sus combinaciones y condiciones en que se dispongan.  
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Un ciencia emergente, importante para el estudio de las interacciones entre genes y 

nutrientes, es la epigenética. El término epigenética se refiere al estudio de aquellos 

mecanismos que modifican la expresión génica sin cambios en la secuencia de 

nucleótidos del ADN. Los procesos epigenéticos incluyen metilaciones del ADN, 

modificaciones de histonas, remodelación de la cromatina o la acción de miARNs, entre 

otros [78]. Inicialmente, se creía que las modificaciones epigenéticas eran 

unidireccionales, pero estudios recientes han demostrado que el epigenoma es en 

realidad muy dinámico, cambiando en respuesta a estímulos como la disponibilidad de 

nutrientes, el ejercicio físico y la edad, entre otros [79]. En este sentido, existe evidencia 

científica que demuestra que algunos nutrientes y factores dietéticos pueden alterar la 

expresión génica a través de modificaciones epigenéticas [78,80]; así ha surgido el 

término nutriepigenética [81] definido como la aplicación de las ciencias modernas al 

estudio de las modificaciones que ejercen los nutrientes en la expresión génica distintas 

a cambios en la secuencia del ADN. 

 

3.1. Biología del adipocito: genes implicados 

El fenotipo obeso es el resultado de alteraciones en distintas vías metabólicas a nivel de 

diferentes órganos así como el control neuronal de los tejidos periféricos. Sin embargo, 

la mayoría de genes relacionados con la obesidad se expresan en el órgano más 

afectado, el tejido adiposo. Los siguientes procesos biológicos, implicados en el 

metabolismo del adipocito, pueden estar sujetos a modificaciones en la regulación de la 

expresión génica (causadas por ejemplo por la dieta) desarrollando obesidad [82]: 

 

a) adipogénesis: aunque los fenómenos moleculares implicados en la diferenciación de 

los adipocitos no son totalmente conocidos, se ha sugerido un modelo que incluye 

varias etapas: inhibición del crecimiento, expansión clonal, cambios tempranos en la 

expresión de genes y diferenciación terminal. Las dos primeras etapas están reguladas 

principalmente por los inhibidores de ciclinas dependientes de quinasas, como Cdkn1a, 

Cdkn1b y Cdkn1c. Conforme la expansión clonal cesa, se inicia la activación 

transcripcional coordinada de genes específicos del adipocito. Hasta ahora, se han 

descrito dos familias de factores de transcripción, las C/EBPs (proteínas de unión a los 

activadores CCAAT) y PPARγ (receptor activador de la proliferación de los 

peroxisomas gamma), que han sido identificadas como “directores” reguladores de la 
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transcripción de genes adipogénicos [83]. La sirtuina 1 (Sirt1) actúa como represor de 

PPARγ, inhibiendo por tanto la adipogénesis [84].  Otros factores que también parecen 

estar implicados en el proceso de diferenciación son la proteína de unión a elementos de 

respuesta a esteroles 1 (Srebf1) [53] y el represor de la transcripción Aebp1 (proteína 

potenciadora de unión al adipocito) [85]. Finalmente, durante la fase final de la 

diferenciación se expresan y sintetizan también otros genes y productos específicos de 

los adipocitos como aP2, una proteína fijadora de ácidos grasos específica de 

adipocitos, la perilipina, una proteína asociada a las gotas lipídicas [53], o Hspa5, un 

marcador de estrés en el retículo endoplasmático [86]. 

 

b) lipólisis y lipogénesis: un gran porcentaje del volumen de células grasas está 

compuesto por lípidos, los cuales están en constante renovación gracias a la lipólisis y la 

lipogénesis: alrededor de 50-200g de lípidos se renuevan diariamente (Figura 4). Un 

pequeño impacto genético en el almacenamiento de lípidos puede, por tanto, tener un 

impacto importante en las reservas lipídicas del adipocito [82]. Durante la lipólisis, los 

triglicéridos almacenados en el tejido adiposo son hidrolizados hasta ácidos grasos y 

glicerol. Los ácidos grasos pueden ser liberados o reesterificados en el adipocito, 

mientras que el glicerol precisa de las acuaporinas para facilitar su transporte a través de 

la membrana adipocitaria. La enzima triacilglicerol lipasa (Pnpla2) inicia el proceso de 

lipólisis mediante la hidrólisis del triacilglicerol a diacilglicerol. El paso limitante de la 

lipólisis está controlado por la lipasa sensible a hormonas (Lipe). Esta enzima cataliza la 

hidrólisis de triglicéridos hasta monoglicéridos. Finalmente, éstos son degradados por la 

monoacilglicerol lipasa (Mgll). Este proceso puede ser estimulado por ciertas hormonas 

como las catecolaminas. Otras hormonas, como la insulina, ejercen un efecto inhibidor 

de la lipólisis. Además, parece existir un ritmo basal de lipólisis que es independiente de 

hormonas [53] y que es controlada por la perilipina, evitando la acción de las lipasas. 

Por otra parte, los triglicéridos se acumulan en el adipocito a través de tres vías: la 

lipogénesis de novo a partir de precursores no lipídicos, la captación de ácidos grasos 

del plasma y la reesterificación de ácidos grasos derivados de la lipólisis adipocitaria. 

La lipoproteína lipasa (Lpl) es la responsable de hidrolizar los triglicéridos que viajan 

en el plasma a través de las lipoproteínas mientras que la lipogénesis está regulada entre 

otros por el factor de transcripción Srebp1c [87]. El Srebp1c está involucrado en la 

regulación de genes relacionados con la síntesis de ácidos grasos y triglicéridos, 

incluyendo la ATP-citrato liasa (Acl), acetil-CoA carboxilasa alfa (Acaca), sintasa de 
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ácidos grasos (Fasn), diacilglicerol aciltransferasa (Dgat1), estearoil-CoA desaturasa-1 

(Scd1) y glicerofosfato aciltransferasa (Gpat). La actividad de la Lpl así como de la 

Dgat1 está regulada por la proteína estimuladora de acilación (Asp) que actúa a través 

del receptor Gpr77 de la membrana adipocitaria [88]. Al contrario de la lipólisis, la 

lipogénesis se ve estimulada por la insulina [89]. 

 

 

 

Figura 4. Metabolismo lipídico de los adipocitos. Los adipocitos disponen de la maquinaria 

bioquímica necesaria para ejercer correctamente sus funciones de reserva energética corporal. 

Para ello, debe mediar la lipogénesis [conversión de AGL a triglicéridos (TG)] y la lipólisis 

(hidrólisis de los triglicéridos a AGL y glicerol). Estos procesos son sensibles a la insulina (la 

insulina estimula la captación de glucosa y la lipogénesis e inhibe la lipólisis) y están sujetos a una 

regulación adrenérgica (que estimula la lipólisis y la termogénesis adaptativa en el tejido adiposo 

marrón). AC, adenilata ciclasa, ACS, acil-CoA sintetasa, AGL, Ácidos grasos libres, Ap2, proteína 

citosólica transportadora de lípidos, AR, receptor adrenérgico, HSL, hormona sensible a la lipasa, 

IR, receptor de la insulina, LPL, lipoproteína lipasa, PKA, proteína quinasa A (modificado de [90]). 

 

 

c) oxidación mitocondrial: aunque la grasa parda, relacionada con la oxidación de la 

grasa, sea escasa en la gente adulta, es posible demostrar algunas funciones in vivo de 

estos adipocitos en la edad adulta. Además, recientemente se ha demostrado que las 
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mitocondrias de las células grasas blancas tienen más importancia de la que se la había 

dado hasta el momento. El factor de transcripción PPARγ coactivador 1α (Ppargc1a) 

parece ser un importante coordinador de la transcripción de genes implicados en al 

termogénesis con la inducción de las proteínas desacoplantes (UCPs), genes de la 

cadena respiratoria mitocondrial y de la biogénesis mitocondrial [91]. Por otro lado, la 

proteína de interacción con receptores nucleares 1 (Nrip1) se ha descrito como un 

correpresor que controla la expresión de genes relacionados con la respiración 

mitocondrial y la β-oxidación [92]. 

 

d) metabolismo glucídico: en el adipocito, el metabolismo glucídico juega un papel 

importante en la homeostasis de la glucosa plasmática. La utilización de la glucosa 

como fuente de energía para las células requiere primeramente su transporte 

dependiente de la insulina hacia el interior, en el caso de los adipocitos a través de 

Glut4. Además, la captación de glucosa mediante Glut4 puede estar mediada por la 

acción de la caveolina 1 (Cav1), que interacciona además con el receptor de la insulina, 

por lo que se considera que es un elemento importante para el control de la señalización 

de la insulina [93]. Una vez allí, las hexoquinasas fosforilan la glucosa a glucosa-6-

fosfato. La fosforilación de la glucosa permite su utilización a través de las distintas vías 

metabólicas, como la glucólisis, cuyo paso final está catalizado por el complejo piruvato 

deshidrogenasa, regulado a su vez por la piruvato deshidrogenasa quinasa (Pdk4), o la 

gliceroneogénesis mediada por la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Pck1). Finalmente, 

la proteína-tirosina fosfatasa 1b (Ptp1b) regula negativamente la vía de señalización de 

la insulina [94].  

 

e) función endocrina: el adipocito emite y recibe señales modulando procesos como el 

gasto energético, la ingesta, la sensibilidad a la insulina, funciones endocrinas y 

reproductivas, metabolismo óseo, inmunidad e inflamación [73]. Algunas de estas 

señales tienen efectos locales en el metabolismo del tejido adiposo, en tanto que otras 

tienen acción sistémica e integran una red de señales que participan en la regulación de 

funciones en diversos tipos de células localizadas en órganos distantes, tales como 

hipotálamo, hígado, páncreas, músculo esquelético, etc. Así, las células grasas secretan 

numerosos compuestos peptídicos y no peptídicos que participan en distintos procesos 

[95]: 
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-  regulación del peso corporal: como la leptina. 

-  inflamación: como la IL6, TNFa, MCP1, resistina, visfatina y apelina.  

-  metabolismo lipídico: como la lipoproteína lipasa y la apolipoproteína E. 

-  metabolismo del retinol y el colesterol: como la proteína de unión al retinol. 

- función vascular: como el inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1 y el   

angiotensinógeno. 

- actividades autocrinas y paracrinas que regulan la celularidad del tejido adiposo: como 

el factor de crecimiento similar a insulina-1 y la hormona de crecimiento.  

 

De las diversas proteínas secretadas por el adipocito, la leptina es una de las más 

importantes, ya que a través de esta hormona el tejido adiposo se comunica con el 

sistema nervioso central y participa en la regulación neuroendocrina de la homeostasis 

energética. Además, tiene efectos biológicos en diversos procesos celulares como la 

reproducción, hematopoyesis, angiogénesis, respuesta inmune, control de la presión 

sanguínea y formación de hueso [95]. 

 

3.2. Regulación de la expresión génica en el músculo esquelético 

El músculo esquelético es uno de los tejidos más sensibles a la acción de la insulina y es 

el órgano más importante para la captación y utilización de la glucosa. De hecho, en el 

periodo pospandrial hasta un 85% de la glucosa del organismo es captada por el tejido 

muscular [96]. Además, en situaciones de ayuno, el músculo esquelético también utiliza 

los ácidos grasos provenientes de la hidrólisis de los triglicéridos para la obtención de 

energía [97]. Las diferencias estructurales entre distintos músculos van a condicionar 

sus funciones. Así, las fibras blancas o de contracción rápida están asociadas a un 

metabolismo glicolítico mientras que las fibras rojas o de contracción lenta se asocian a 

un metabolismo oxidativo. Mientras que en el músculo gastrocnemio predominan las 

fibras blancas, en el músculo soleo y el extensor digital largo (EDL) predominan las 

fibras rojas [98]. De esta manera, el tipo de fibras musculares van a determinar el 

metabolismo del músculo.  

El metabolismo muscular está regulado, de forma parecida al tejido adiposo, por 

receptores que responden a hormonas como la leptina, adiponectina, insulina o apelina, 

mientras que recientemente se han descubierto que algunas moléculas expresadas por el 

músculo tienen una acción metabólica en el tejido adiposo, sugiriendo así un 
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intercambio de “señales” entre ambos tejidos para el mantenimiento del peso corporal 

[99]. Además, la obesidad se caracteriza por una acumulación ectópica de grasa en 

tejidos periféricos como el músculo, contribuyendo así a una mayor insulino-resistencia 

debido a una deficiencia en la acción de la insulina [100]. Por esta razón, la regulación 

de la expresión génica en el músculo esquelético es de vital importancia para el estudio 

de los mecanismos implicados en la obesidad y la insulino-resistencia [101]. Esta 

regulación va a afectar tanto a genes oxidativos como lipolíticos, lipogénicos y/o 

inflamatorios. Así, se ha relacionado la obesidad con una reducción en la expresión de 

Ppargc1a en el músculo, originando una disminución de su capacidad oxidativa [101], y 

con un incremento de la expresión del transportador de ácidos grasos CD36 [102]. 

Asimismo, también está relacionada con alteraciones en factores de transcripción y 

enzimas implicadas en la oxidación de ácidos grasos como Ppara, Ppard y la carnitina 

palmitoiltransferasa 1b (Cpt1b) [103,104], en la síntesis de glucógeno como la 

glucógeno sintasa 1 (Gys1) [105] y en el metabolismo de los glucocorticoides como la 

11ß-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (Hsd11b1) [106] o el receptor de 

glucocorticoides Nr3c1 [107]. El metabolismo de la glucosa también tiene un papel 

fundamental en el músculo, implicando genes como Glut4, Pdk4 y hexoquinasa 2 

(Hk2), que participan también en el metabolismo del adipocito como se ha comentado 

en el apartado anterior. Finalmente, se ha relacionado la inducción de Socs3 como un 

posible mecanismo implicado en la inflamación y la resistencia insulínica mediada por 

la leptina [108]. 

 

3.3. Modificaciónes nutriepigenéticas  

Los crecientes avances científicos están promoviendo el conocimiento de la implicación 

de los mecanismos epigenéticos en la aparición, desarrollo y terapia de enfermedades 

como la obesidad y la diabetes tipo 2 [78]. La mayoría de estudios se han centrado en el 

estudio de la metilación (Figura 5) de las islas CpG (regiones genómicas con una 

elevada frecuencia de dinucleótidos CG presentes en una amplia mayoría de los 

promotores) en el ADN genómico. En este contexto, la búsqueda de promotores de 

genes susceptibles de ser regulados epigenéticamente y con un rol en el desarrollo de la 

obesidad (genes epiobesogénicos) podría ser de gran interés. Así, se ha visto que la 

leptina y Glut4 sufren una hipometilación durante la adipogenesis, hecho que 

corresponde con su sobreexpresión en adipocitos maduros [109]. Campión y col han 
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propuesto otros genes epiobesogénicos como Ppargc1a, Pparg, TNFa, el receptor de 

glucocorticoides, Lpl, Fabp4, Cav1 o Socs3 [78]. Los mismos autores describen una 

lista de genes que han reportado cambios en la metilación del ADN, detectados 

principalmente en el cáncer, pero con funciones biológicas relacionadas con la 

adipogénesis, inflamación, metabolismo de la grasa y señalización de la insulina [78]. 

Además, se ha descrito recientemente como los niveles de metilación de diferentes 

genes pueden ser utilizados como un biomarcador de respuesta a una dieta hipocalórica 

[110,111,112].  

 

  

Figura 5. Metilación de la Citosina del ADN. Una familia de tres enzimas activas, las 

metiltransferasas de ADN (DNMTs), catalizan la metilación de la posición 5 del anillo de la citosina, 

usando S-adenosilmetionina como molécula donante del grupo metilo (CH3). La metilación se 

produce en citosinas seguidas de una guanina, llamados sitios CpG (modificado de [113]). 

 

Por otra parte, se ha visto que ciertos componentes de la dieta pueden modificar la 

metilación de ADN en promotores de genes expresados en distintos tejidos. En general, 

los factores dietéticos que afectan la metilación, actúan mediante dos mecanismos: 

cambiando la disponibilidad de donadores de grupos metilo o bien alternado la 

actividad de enzimas involucradas en la metilación del ADN. Así se ha visto como 

nutrientes como el ácido fólico, metionina, colina, betaína, vitamina B6 y vitamina B12 

pueden modificar la metilación del ADN [78] mientras que una dieta alta en grasas 

modifica la regulación de la ingesta mediante cambios en el patrón de metilación del 
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ADN de receptores dopaminérgicos [114]. Otros estudios confirman el efecto de las 

dietas altas en grasas en la metilación del ADN, produciendo una disminución de la 

metilación del promotor de Mc4r en el cerebro [115], una hipermetilación de genes 

glicolíticos hepáticos [116] y una hipermetilación en los promotores de los genes Pparg 

[117] y leptina [118] en el tejido adiposo blanco. Los cambios epigenéticos también 

pueden afectar a la descendencia; así se ha visto que una restricción proteica en la dieta 

materna durante el embarazo implica cambios en la metilación del ADN de GR, Ppara y 

del receptor X del hígado [119,120] mientras que la alimentación de las madres con una 

dieta alta en grasas altera la metilación de genes relacionados con el metabolismo de la 

dopamina y los opioides [121] así como de genes relacionados con la disfunción β-

pancreática [122]. 

Por último, algunos estudios sugieren que ciertos compuestos bioactivos de los 

alimentos como los polifenoles del té (epicatequinas) y de las semillas de uva 

(proantocianidinas), la genisteina de la soja, la curcumina de la especie cúrcuma o los 

isotiocianatos presentes en crucíferas pueden ejercer efectos beneficios en enfermedades 

crónicas como el cáncer gracias a la modulación de la metilación del ADN [123,124].  

 

 4.  LOS POLIFENOLES 

Los polifenoles son antioxidantes presentes en alimentos vegetales de forma natural, 

caracterizados por la presencia de uno o más anillos aromáticos con varios grupos 

hidroxilo. Estas moléculas son los metabolitos secundarios más abundantes de las 

plantas [125], compuestos que permiten a las plantas interactuar con el ambiente y les 

proporcionan un mecanismo de defensa frente la radiación ultravioleta o la agresión de 

patógenos, parásitos y predadores. Además son parcialmente responsables de las 

propiedades organolépticas de los alimentos vegetales. Por ejemplo, se sabe que los 

polifenoles son los compuestos responsables de las diferencias de olor y color entre el 

vino blanco, rosado y tinto [126].  

La dieta humana está compuesta por una gran cantidad de alimentos de origen vegetal, 

como verduras, frutas, chocolate y bebidas (café, té, vino…). Estos alimentos contienen 

una cantidad muy relevante de polifenoles por lo que la ingesta diaria de polifenoles en 

la dieta humana se estima en 1g/día [127]. Así, la importancia de los polifenoles recae 
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en la abundancia de estos compuestos en la dieta, sus propiedades antioxidantes y su 

habilidad para regular varios procesos biológicos/bioquímicos [125].   

 

4.1. Clasificación  

Hasta el momento, se han identificado más de 8.000 estructuras fenólicas distintas en el 

mundo vegetal [128,129]. Las estructuras pueden variar desde simples ácidos fenólicos 

hasta moléculas altamente polimerizadas como los taninos. En la naturaleza, se 

encuentran en forma de glucósidos (conjugados con uno o más residuos de azúcar) 

aunque en algunos casos se pueden producir uniones directas entre una molécula de 

azúcar y un carbono aromático. La gran diversidad y amplia distribución de los 

polifenoles entre las plantas han llevado a distintas formas de clasificar estos 

compuestos: según su origen, su función biológica o su estructura química. La siguiente 

clasificación (Figura 6) se ha realizado en función del número de anillos aromáticos y 

de los elementos estructurales unidos a los anillos, distinguiendo así entre lignanos, 

ácidos fenólicos, flavonoides y estilbenos. En global, se dividen en 10 clases distintas 

de polifenoles (Figura 6). Los más comunes e importantes son los ácidos fenólicos y los 

flavonoides, estos últimos dividiéndose en varias subclases con más de 5.000 

compuestos. Los ácidos fenólicos son moléculas simples como el ácido cafeico, 

cumárico o clorogénico, que representan aproximadamente un tercio del total de la 

ingesta dietética de polifenoles; los flavonoides son los responsables de los dos tercios 

restantes [130]. La estructura de los flavonoides permite una multitud de sustituciones y 

variaciones en el anillo pirona dando lugar a flavonoles, flavonas, isoflavonas, 

flavanonas, antocianidinas y flavanoles (catequinas y proantocianidinas). Dentro de 

todos estos grupos las flavonas (p.e. apigenina y luteolina), los flavonoles (p.e. 

quercitina y kampferol) y sus glicósidos son los compuestos más abundantes en 

vegetales. Las proantocianidinas son las estructuras más complejas, ya que provienen de 

la polimerización de catequinas. 
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Figura 6. Clasificación y estructura química de las clases mayoritarias de los polifenoles 

(modificado de [131]). 

 

4.2. Ingesta dietética  

Las frutas y las bebidas como el té y el vino constituyen las principales fuentes de 

polifenoles de la dieta [130,132]. Algunos polifenoles, como la quercetina, se 

encuentran en todos los productos vegetales (frutas, verduras, cereales, legumbres, 

infusiones…) mientras que otros son específicos de alimentos en particular (las 

flavanonas en los cítricos, las isoflavonas en la soja o la floridzina en la manzana). En 

muchos casos, los alimentos contienen complejas mezclas de polifenoles. La manzana 

es uno de los pocos alimentos del cual se disponen datos precisos sobre su composición. 

Así, se ha visto que contienen mayoritariamente flavanoles (principalmente 

epicatequinas y procianidinas) además de ácido clorogénico y pequeñas cantidades de  

otros ácidos hidroxicinámicos, glicósidos de floretina y quercetina y antocianinas. Estos 

polifenoles están presentes en cantidades sustanciales en la pulpa de la fruta pero la 

concentración en la piel es mayor. Además, se han estudiado las diferencias de 
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composición entre variedades de manzanas. El perfil de polifenoles es prácticamente 

idéntico en todas las variedades aunque la concentración puede variar de 0,1 a 5g de 

polifenoles totales/Kg peso e incluso pueden llegar a 10g/Kg en algunas variedades de 

manzanas de sidra [125]. En legumbres y cereales los principales compuestos fenólicos 

son los flavonoides, ácidos fenólicos y taninos. Entre los vegetales, los principales 

flavonoides presentes son la quercetina seguida del kaempferol. El principal aporte de 

quercetina lo constituye la cebolla, la col rizada, la lechuga y el tomate, siendo las 

principales fuentes de kaempferol la col rizada fresca, el brócoli, las judías verdes 

francesas y las judías verdes troceadas. Por otra parte, la patata es una de las verduras 

con mayor contenido en ácido clorogénico. Las frutas destacan en la dieta por su alto 

contenido en flavonoles, principalmente quercetina. El ácido cafeico es el ácido 

hidroxicinámico predominante en la mayoría de frutas, constituyendo el 75% del total 

de estos ácidos y encontrándose en ciruelas, manzanas, albaricoques y arándanos. Sin 

embargo, el ácido p-cumárico es el componente mayoritario, dentro del grupo de los 

ácidos hidroxicinámicos, de los cítricos y de la piña. Finalmente, el vino es una fuente 

muy estudiada de compuestos fenólicos, sobre todo de ácidos fenólicos, antocianinas, 

taninos y flavonoides mientras que el té es una de las bebidas con un mayor contenido 

en compuestos fenólicos de interés nutricional, destacando por su alta concentración en 

catequinas, flavonoles, flavonas y ácidos fenólicos (ácido gálico y ácido clorogénico) 

[130,132]. 

La ingesta total de polifenoles es difícil de establecer debido al déficit de información 

de las tablas de composición y la gran variabilidad de ingesta entre personas. La 

principal causa de estas diferencias son las preferencias alimentarias individuales. En 

España, el consumo total de catequinas y proantocianidinas se ha estimado en 18-31 

mg/día siendo las principales fuentes las manzanas, peras, uvas y vino tinto [133]. Si 

consideramos el consumo de flavonoles, flavanonas, flavanoles e isoflavonas nos da un 

total diario de 100-150 mg en poblaciones desarrolladas, a los cuales deberíamos añadir 

el consumo variable de ácidos hidroxicinámicos (dependiente del consumo de café), 

antocianinas y proantocianidinas. Finalmente, la ingesta total de polifenoles 

probablemente llegue a 1 g por día en personas que consumen varias raciones de fruta y 

verdura al día [125]. 
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4.3. Absorción y metabolismo  

La gran diversidad estructural de los polifenoles implica diferencias en su 

biodisponibilidad y consecuentemente en su actividad biológica. Esto significa que los 

polifenoles más abundantes en la dieta no tienen por qué ser los más activos en el 

organismo [125,127] ya que puede existir diferencias en su actividad intrínseca, su 

absorción, metabolización o velocidad de eliminación. Además, los metabolitos que se 

encuentran en la sangre y tejidos pueden presentar una actividad biológica diferente a 

los compuestos iniciales [125]. 

 

Las características fisicoquímicas de los polifenoles parecen dictar su absorción y 

metabolismo. Por ejemplo, la estructura química, el grado de modificación química 

(glicosilación, conjugación…), el peso molecular, el grado de polimerización y la 

solubilidad son factores críticos. Así, los ácidos fenólicos son fácilmente absorbidos, 

seguidos de las catequinas, flavanonas y glucósidos de quercetina. Sin embargo, la 

absorción de los polifenoles de mayor tamaño, como las proantocianidinas, es muy baja 

[130]. 

 

Los polifenoles se metabolizan inicialmente en el tracto gastrointestinal (Figura 7). Los 

glicósidos son hidrolizados a sus correspondientes aglicones antes de su absorción. 

Tanto los aglicones como los polifenoles de bajo peso molecular son absorbidos 

directamente. Los polifenoles no absorbidos son transportados al colon dónde pueden 

ser hidrolizados por la microflora para poder ser absorbidos como compuestos más 

simples o ser eliminados a través de las heces. Durante el proceso de absorción, los 

polifenoles son conjugados en el intestino y posteriormente en el hígado. Este proceso 

incluye metilaciones, glucuronidaciones y sulfataciones. Es un proceso común de 

detoxificación que restringe sus potenciales efectos tóxicos y facilita su eliminación por 

vía urinaria o biliar gracias al aumento de su hidrofilización. En el plasma, los 

polifenoles suelen circular unidos a la albúmina y pueden ser transportados a distintos 

tejidos, especialmente en aquellos donde serán metabolizados. Estudios 

farmacocinéticos sobre la absorción y eliminación de los polifenoles demuestran que los 

niveles máximos en sangre ocurren generalmente 2 horas después de la ingesta [130]. 

Además, teniendo en cuenta que los aglicones pueden ser reabsorbidos por circulación 

enterohepática, se ha visto un segundo pico en la concentración plasmática 7 horas 
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después de la administración de genisteína en ratas [134] y 10 horas después de la 

ingesta de hesperidina en humanos [135]. 

 

La vida media exacta de los polifenoles en plasma es difícil de calcular pero se ha visto 

que es de alrededor de 2 horas para las antocianinas y 2-3 horas para los flavanoles, 

excepto para la epigallocatequina gallato que se elimina más lentamente. Finalmente, la 

vida media los flavonoles como la quercetina es de 11-28 horas [125] por lo que la 

ingesta repetida de flavanoles pueden resultar en una acumulación de estos en el plasma 

y los tejidos, mientras que las catequinas y antocianinas no tienen tendencia a 

acumularse [136]. 

 

 

 

Figura 7. Vías de absorción de los polifenoles (modificado de [132]). 

 

4.4. Efectos biológicos  

Los polifenoles son considerados potentes antioxidantes in vitro y han demostrado ser 

incluso más potentes que la vitamina C, E y carotenoides [137]. Sin embargo, y a pesar 

de su gran distribución en el mundo vegetal, los efectos de los polifenoles en la salud 

han sido objeto de atención de los nutricionistas desde hace sólo unos años. Hasta 
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mediados de los años 90, los antioxidantes más estudiados fueron los carotenoides, 

vitaminas antioxidantes y minerales. De hecho, la primera evidencia proveniente de 

estudios epidemiológicos referente a los efectos beneficiosos de los polifenoles en 

humanos provienen de un estudio de Hertog y col de 1993 [138], donde se correlacionó 

la ingesta de flavonoles con el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares. El 

estudio de las propiedades antioxidantes de los polifenoles (especialmente los 

flavonoides) y sus efectos en la prevención de enfermedades, empezó a tomar 

importancia a partir de 1995 (Figura 8). El factor principal por lo que su investigación 

se ha visto retrasada es la considerable diversidad y complejidad de sus estructuras 

químicas [139].  

 

 
 

 
Figura 8.  Aumento del número de publicaciones relacionadas con antioxidantes en los últimos 30 

años. Publicaciones registradas en la base de datos Medline. La palabra clave “cáncer” se utilizó 

como referencia, para tener en cuenta el aumento general en el número de publicaciones 

(modificado de [139]). 

 

Durante muchos años, los beneficios asociados a los polifenoles se han atribuido 

principalmente a sus propiedades antioxidantes, neutralizando los radicales libres y 

protegiendo así las células frente al estrés oxidativo. Sin embargo, actualmente este 

concepto parece ser un punto de vista muy simplificado de su modo de acción. Así, las 

células responden a los polifenoles preferentemente mediante interacciones directas con 
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receptores o enzimas involucradas en señales de transducción, lo cual puede resultar en 

cambios en el estado redox de la célula [139]. Además, los polifenoles pueden actuar 

tanto como antioxidantes como prooxidantes. Como antioxidantes, los polifenoles 

pueden aumentar la supervivencia celular; como prooxidantes, pueden inducir apoptosis 

y prevenir el crecimiento de tumores. En general, los procesos biológicos afectados por 

los polifenoles incluyen alteración de la expresión génica, aumento de la apoptosis, 

regulación de la proliferación y diferenciación celular, disminución de la agregación 

plaquetaria, aumento de la vasodilatación, modulación de la señalización intracelular, 

activación de la glicoproteína P y modulación de la actividad enzimática [140].  

 

Los múltiples efectos biológicos atribuidos a los polifenoles confieren a estas moléculas 

un efecto preventivo en numerosas enfermedades. Así, numerosos estudios 

epidemiológicos y experimentos in vivo e in vitro han demostrado los efectos 

protectores de los polifenoles sobre el cáncer, enfermedades cardiovasculares, diabetes, 

osteoporosis, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades inflamatorias 

intestinales, infecciones, alergias, asma y el envejecimiento 

[141,142,143,144,145,146,147,148].  

 

A diferencia de los micronutrientes (vitaminas y minerales), los polifenoles no son 

requeridos para el mantenimiento de las funciones vitales en humanos. Sin embargo, 

Williamson y col sugieren que, debido a sus efectos beneficiosos para el mantenimiento 

de la salud humana y la prevención de enfermedades, los polifenoles son “esenciales 

para conseguir una expectativa de vida completa”, es decir: ayudan a aumentar las 

probabilidades de alcanzar la expectativa de vida determinada genéticamente para cada 

persona [149]. 

 

4.5. Alteraciones epigenéticas 

Los efectos preventivos de algunos polifenoles en el cáncer pueden explicarse en parte 

por la modulación de varios componentes de la maquinaria epigenética (Figura 9) 

incluyendo cambios en el patrón de la metilación del ADN, la regulación de 

modificaciones de histonas y cambios en la expresión de algunos miARNs. Esto es de 

gran interés, ya que las modificaciones epigenéticas ocurren tempranamente y son 
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potencialmente reversibles, remarcando las propiedades quimiopreventivas de los 

polifenoles como una posibilidad atractiva desde un punto de vista clínico.  

 

 

Figura 9. Efectos de los polifenoles en la metilación del ADN y modificaciones de histonas. En el 

cáncer, los genes supresores tumorales están “inactivados” (mostrados como círculos rojos) 

mientras que los oncogenes están “activados” (círculos verdes). Varias enzimas participan en la 

regulación epigenética de la expresión génica. La metiltransferasa de ADN (DNMT) es la 

responsable de transferir un grupo metilo a la citosina. Las histonas acetilasas (HAT) y histonas 

deacetilasas (HDAC) son las responsables de la acetilación y deacetilación de los residuos de lisina 

en las histonas, respectivamente. Los polifenoles pueden afectar estas enzimas revirtiendo la 

desregulación epigenética en células cancerosas (modificado de [150]). 

 

Los polifenoles han mostrado un potencial inhibidor de las DNMTs in vitro y una 

habilidad para revertir la silenciación inducida por metilación de varios genes 

supresores tumorales. Así, Fang y col [151] demostraron que el tratamiento de células 

humanas de cáncer esofágico con epigallocatequina-3-gallato (EGCG) revierte la 

hipermetilación de varios genes supresores tumorales como p16, Rar, Mgmt y Mlh1, de 
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una forma dosis y tiempo dependiente. Kato y col [152] observaron como el tratamiento 

de células cancerosas con EGCG revirtió parcialmente el estado de hipermetilación del 

gen Reck aumentando así su expresión. Cuando se estudió el efecto de la curcumina en 

la línea celular de leucemia MV4-11 se observó una disminución en la metilación global 

del ADN genómico comparable al agente hipometilante decitabina [153]. El ácido 

rosmarínico ha sido descubierto recientemente como un potente inhibidor de la 

actividad de las DNMTs en extractos nucleares de células cancerosas de mama. En la 

siguiente figura se muestran las plantas y polifenoles más estudiados en relación a la 

inducción de alteraciones epigenéticas en células cancerosas (Figura 10). 
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Figura 10. Plantas con un papel evidenciado en la inducción de modificaciones epigenéticas en 

células cancerosas. Los principios activos de cada una de las plantas (mayoritariamente polifenoles) 

se muestran entre paréntesis (modificado de [150]).  

 

La evidencia de los efectos moduladores de los polifenoles en la metilación del ADN in 

vivo es menos concluyente. El consumo de genisteína se correlacionó positivamente con 

los cambios en la metilación del ADN de la próstata de ratones [154] mientras que el 

tratamiento con el mismo polifenol en ratones neonatales previno la hipermetilación del 

promotor de Nsbp1 que persistió durante toda su vida [155]. Por otra lado, la ingesta de 

un extracto de polifenoles extraídos de la manzana en ratones ApcMin/+ alimentados 

con una dieta alta en grasas o control, previno la formación de pólipos intestinales 

acompañado de cambios en la metilación global del ADN [156]. En cambio, la 

suplementación con polifenoles provenientes del té no cambió el patrón de metilación 

del ADN de la próstata de ratones transgénicos con adenocarcinoma o wild-type, y 

tampoco indujo cambios en el tejido hepático e intestinal [157].  

 

4.6. Efectos sobre la obesidad y el síndrome metabólico 

La obesidad es comúnmente asociada a defectos en el metabolismo de la glucosa y a la  

resistencia a la insulina [158]. En este sentido, existe cierta evidencia científica que 

demuestra el efecto beneficioso de los polifenoles sobre el metabolismo glucídico. La 

floridzina presente en las manzanas y otras frutas parece inhibir el transporte de glucosa 

vía el cotransportador de sodio-glucosa, además de inhibir la reabsorción renal de 

glucosa. Así, en un modelo animal transgénico de diabetes tipo 2, el tratamiento con 

floridzina mejoró la hiperglucemia y disminuyó la masa grasa, sin cambios en los 

niveles de insulina ni en la sensibilidad a esta hormona [159]. Además los polifenoles 

pueden inhibir la amilasa pancreática y enzimas glicosidasas [160], disminuyendo así la 

liberación de glucosa a partir del almidón y otros azúcares. Los polifenoles presentes en 

el té verde pueden inhibir la glutamato deshidrogenasa [161], enzima implicada en la 

regulación de la secreción de insulina. Los polifenoles de la canela se consideran 

“miméticos” de la insulina [162,163,164]. Aunque en algunos estudios la canela no ha 

demostrado resultados beneficiosos sobre el metabolismo glucídico y el síndrome 

metabólico [165,166,167], otros estudios han demostrado un efecto de los polifenoles 
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de la canela en la regulación de la glucemia [168,169] y en la mejora de la sensibilidad a 

la insulina [164]. Efectos similares se han descrito para las procianidinas [170].  

Por otro lado, las catequinas del té verde incrementan el gasto energético y la oxidación 

de la grasa en humanos y en animales [171]. Así, en ratones alimentados con una dieta 

alta en grasas, la suplementación durante 4 semanas con 0,5% y 1% de EGCG 

disminuyó la acumulación de grasa de una forma dosis-dependiente, debido a una 

disminución de la absorción de nutrientes y un aumento de la oxidación lipídica [172]. 

Efectos parecidos se observaron cuando se analizaron los efectos agudos del EGCG 

[173], acompañados de una reducción en la incorporación de lípidos en el tejido 

adiposo, músculo e hígado, y una disminución en la expresión de genes hepáticos 

lipogénicos en la etapa pospandrial. Otros autores demuestran el potencial efecto 

antiobesogénico del EGCG en animales obesos, en los cuales la suplementación con 1% 

EGCG durante 5 meses disminuyó la cantidad de tejido adiposo hasta alcanzar los 

niveles de los animales alimentados con una dieta control [174]. Además, ratones 

alimentados con una dieta alta en grasas suplementada con catequinas (0,5%) 

presentaron una ganancia de peso un 18% menor en comparación con sus respectivos 

controles [175]. Otros polifenoles han demostrado propiedades parecidas. Así, la 

genisteína [176] y el resveratrol [177] redujeron el peso corporal y la cantidad de masa 

grasa en modelos animales. El perfil bioquímico se analizó en todos los estudios 

mencionados. En general, los niveles de ácidos grasos libres, triglicéridos, glucosa, 

insulina y colesterol fueron modificados por el consumo de polifenoles. 

El estado de inflamación crónica característico de la obesidad y el síndrome metabólico 

también se ha visto mejorado por el consumo de polifenoles. Así, la suplementación de 

ratas obesas con quercetina (10mg/Kg/día) disminuyó la producción de TNFa así como 

la expresión de iNOS por el tejido adiposo visceral [178]. 

En cuanto a los efectos de los polifenoles en el hígado, se ha observado la capacidad de 

un extracto de polifenoles procedentes de la mora para modular la actividad de enzimas 

hepáticas relacionadas con la lipólisis y la lipogénesis, explicando así la menor 

acumulación de triglicéridos hepáticos y la mejora del perfil lipídico plasmático [179]. 

De manera similar, el ácido clorogénico y los polifenoles del limón han demostrado un 

mismo efecto en el hígado, acompañado además de una sobreexpresión de PPARa 

[117,180]. Por último, los beneficios de los polifenoles frente la esteatosis hepática 
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pueden atribuirse a una reducción en la expresión de Srebf1 y sus genes diana, como se 

observó en ratones alimentados con un extracto de polifenoles provenientes del café 

[181]. 

 

Varios polifenoles han demostrado tener un efecto inhibidor de la adipogénesis (tanto 

en la diferenciación como la proliferación de adipocitos) y la secreción de 

adipocitoquinas [170,182,183,184], mientras que otros polifenoles ejercen una 

activación de la lipólisis [170,185] o inhiben la captación de glucosa en adipocitos 

[170,186]. Las propiedades antiobesogénicas de otros polifenoles se atribuyen a la 

inhibición de la absorción de lípidos a nivel intestinal [187,188] o a un incremento en el 

gasto energético [181]. Por otro lado, las antocianidinas aumentan la actividad nuclear 

de PPARg en adipocitos humanos, desencadenando un aumento en la expresión de 

Glut4 y adiponectina [189]. Finalmente, se ha propuesto que las mitocondrias podrían 

ser un elemento diana para los polifenoles, alterando su función y previniendo así la 

disfunción de los adipocitos propia de la obesidad [190]. Así, se ha visto como el 

resveratrol mejora la function mitocondrial y protege frente la obesidad mediante la 

activación de Sirt1 y Ppargc1a [177]. 

Una reciente revisión [191] sobre los efectos preventivos del té verde y el EGCG frente 

a los síntomas del síndrome metabólico, sugiere que los principales mecanismos 

implicados en su acción contra la obesidad, insulino-resistencia, hipertensión e 

hipercolesterolemia incluyen la modulación de la absorción y el metabolismo de la 

grasa, el aumento de la utilización de la glucosa, la disminución de la lipogénesis de 

novo y sus efectos antioxidantes. Otros estudios, añaden a estos mecanismos la 

inducción de la termogénesis, y la inhibición de enzimas como Acaca, Fasn y catecol-

O-metiltransferasa [188]. Los mecanismos de acción del EGCG del té verde han sido 

los más estudiados en comparación a otros polifenoles, debido principalmente al 

elevado consumo de este té a nivel mundial. 

La curcumina es otro de los polifenoles más estudiados por su potencial en la 

prevención de la obesidad y el síndrome metabólico. La revisión realizada por 

Aggarwal [163] señala las posibles dianas de la curcumina relacionadas con la obesidad. 

Así, sus acciones se resumen en la regulación de la expresión de TNFa y otros 

biomarcadores inflamatorios, la supresión de la activación de NF-қβ, la inhibición de la 

vía de Wnt/β-catenina y JNK, la inhibición de la glucógeno sintasa quinasa y la 
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interrupción de la vía de la leptina mediante la inhibición de la fosforilación del receptor 

de la leptina (Ob-R). 

Las propiedades beneficiosas de los polifenoles frente a enfermedades como la obesidad 

y la diabetes pueden explicarse también por la regulación de la expresión génica. Así, la 

ingesta de genisteína en ratones con obesidad inducida por una dieta alta en grasas 

redujo la hipertrofia de los adipocitos mediante la sobreexpresión de genes implicados 

en la oxidación de ácidos grasos y la disminución de la expresión de genes relacionados 

con la adipogénesis y la lipogénesis [192]. La disminución del peso corporal y el tejido 

adiposo inducido por los polifenoles extraídos de la acacia en ratones obesos se 

acompañó con un cambio en la expresión génica tanto en el músculo, aumentando la 

expresión de genes relacionados con el gasto energético, como en el hígado, 

disminuyendo la expresión de genes implicados en la vía de la lipogénesis, así como en 

el tejido adiposo, aumentando la expresión de la adiponectina y disminuyendo la 

expresión de TNFa [193]. Otros extractos ricos en polifenoles han demostrado ejercer 

una regulación del nivel de ARNm de genes relacionados con la función vascular y la 

inflamación, como las quimiocinas Ccl2 y Ccr2 [194], la ciclooxigenasa 2 [195] y Cav1 

[196]. También se ha observado como los polifenoles regulan la expresión de genes 

inflamatorios en el hipocampo de ratas con deterioro cognitivo, como la IL-1β, TNFa y 

NF-kappaB [197]. En ratas alimentadas con una dieta alta en grasas y azúcares simples, 

la suplementación con un extracto polifenólico de uvas fue capaz de disminuir el 

contenido lipídico del músculo, reduciendo la expresión del transportador de ácidos 

grasos CD36 y de Cpt1b y sobreexpresando el transportador de glucosa Glut4, 

favoreciendo así la sensibilidad a la insulina [198]. También en el músculo, un extracto 

polifenólico de manzana aumentó la expresión de Ppara y Ppard [199]. Otros estudios, 

han demostrado un papel de los polifenoles en la regulación de genes apoptóticos y del 

ciclo celular [200,201]. Por último, los numerosos estudios publicados sobre los efectos 

beneficiosos de los polifenoles extraídos del té verde han puesto de manifiesto la 

regulación del ARNm por estas moléculas. Así, la ingesta de estos polifenoles junto con 

una dieta alta en fructosa, aumentó los niveles expresión del receptor de insulina, Gys1, 

Pparg y los transportadores de glucosa Glut1 y Glut4 en el miocardio, mientras que 

redujo los niveles de Srebp1c y CD36 [202]. En el hígado y el músculo esquelético de 

ratas alimentadas con la misma dieta, los polifenoles del té verde aumentaron los niveles 

de expresión de distintos genes de la familia de los transportadores de la glucosa y la 
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señalización de la insulina [203]. Estudios in vitro han demostrado una disminución del 

ARNm de genes adipogénicos como Ppparg, C-EBPb y Fabp4 en células madre 

mesenquimatosas tratadas con EGCG [204]. 
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1. HIPÓTESIS 

 

 

Los extractos vegetales ricos en polifenoles son susceptibles de ser empleados como 

ingredientes de alimentos funcionales para el control de peso y la prevención de la 

obesidad.  

 

2. OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar el posible efecto preventivo de distintos extractos vegetales ricos en polifenoles 

sobre la ganancia de peso inducida por la dieta en ratas, así como los mecanismos 

implicados mediante estudios nutrigenómicos y epigenéticos. 

 

3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Caracterizar un modelo animal de obesidad inducido por la dieta con utilidad para la 

evaluación de la actividad biológica de distintos extractos vegetales, mediante la 

comparación de los efectos obtenidos en el perfil bioquímico e histológico y con el 

propósito de identificar biomarcadores asociados a la obesidad en modelos animales. 

 

2. Valorar la eficacia del nuevo software Adiposoft como herramienta para realizar  

análisis histológicos del tejido adiposo. 

 

3. Realizar un cribado de distintos extractos vegetales ricos en polifenoles en un modelo 

de obesidad inducido por la dieta para detectar posibles candidatos para la prevención 

y/o tratamiento de la ganancia de peso y adiposidad y las alteraciones metabólicas 

relacionadas. 

 

4. Profundizar en los mecanismos de acción de aquél extracto que demuestre los efectos 

más significativos en la prevención de la obesidad a través de: 

 

a) Analizar cambios inducidos por la ingesta del extracto polifenólico en la 

adiposidad, tanto a nivel tisular como celular. 
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b) Investigar el efecto del extracto rico en polifenoles sobre el perfil bioquímico, 

metabolismo de la glucosa y la resistencia a la insulina. 

c) Caracterizar los efectos del extracto polifenólico sobre la respuesta lipolítica de los 

adipocitos. 

d) Analizar las alteraciones inducidas por el extracto polifenólico sobre la expresión 

de genes relacionados con el metabolismo del adipocito y el desarrollo de la 

obesidad, así como las vías metabólicas implicadas. 

e) Estudiar los efectos del extracto polifenólico sobre la expresión de genes del 

músculo esquelético relacionados con el desarrollo de la obesidad y la resistencia 

a la insulina. 

f) Determinar si los cambios en la expresión génica inducidos por el extracto 

polifenólico pueden estar regulados por alteraciones en los niveles de metilación 

de diferentes sitios CpGs presentes en los promotores de estos genes. 
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1. DISEÑO GENERAL 

 

La presente Tesis Doctoral fue diseñada en base a la realización de tres modelos 

experimentales con el objetivo de estudiar el efecto de la suplementación con distintos 

extractos de polifenoles sobre el desarrollo de la obesidad inducida por la dieta en ratas 

Wistar.  

 

 

 

Figura 11. Diseño experimental general 

 

 

 

En el primer experimento (Cap.1) se caracterizaron distintos modelos de obesidad 

inducida por la dieta en ratas Wistar para seleccionar el más adecuado para la 

evaluación de la actividad biológica de distintos extractos polifenólicos. Para ello, se 

estudiaron distintas variables fenotípicas y bioquímicas relacionadas con un aumento de 

adiposidad e insulino-resistencia. 
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En el segundo experimento (Cap.2) se realizó un cribado de distintos extractos vegetales 

ricos en polifenoles en un modelo de obesidad inducida por una dieta alta en grasas y 

sacarosa (seleccionada en el capítulo 1) en ratas Wistar, analizando para ello distintas 

variables corporales, bioquímicas y hormonales relacionadas con el aumento de 

adiposidad y la aparición de inulino-resistencia. El experimento se realizó en 2 fases en 

los que se siguieron las mismas condiciones. 

 

Finalmente, en el tercer experimento (Cap.3) se realizó un estudio sobre los mecanismos 

implicados en las propiedades antiobesogénicas de los polifenoles de la manzana así 

como un estudio nutrigénomico y nutriepigenético en adipocitos aislados del tejido 

adiposo epididimal para evaluar las vías metabólicas afectadas y la posible implicación 

de una regulación epigenética. 
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2. DISEÑO EXPERIMENTAL (Capítulo 1) 

 

 

 

 

Figura 12. Diseño experimental capítulo 1. El objetivo de este estudio fue la 

caracterización de distintos modelos de obesidad inducida por la dieta para seleccionar el 

más adecuado para la evaluación de la actividad biológica de distintos extractos 

polifenólicos. El ensayo consistió en alimentar ratas Wistar con una dieta alta en grasas 

(HF), una dieta alta en grasas y sacarosa (HFS) o una dieta alta en sacarosa (HS) durante 

35 días. Al finalizar este período, se analizaron diferentes variables de composición 

corporal y bioquímicas así como la celularidad de distintos depósitos grasos mediante el 

software Adiposoft. 
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3. DISEÑO EXPERIMENTAL (Capítulo 2) 

 

 

 

 
Figura 13. Diseño experimental capítulo 2. El objetivo de este estudio fue la realización de 

un cribado de distintos extractos vegetales de polifenoles para valorar sus potenciales 

propiedades antiobesogénicas en un modelo animal de obesidad inducida por la dieta. El 

ensayo se distribuyó en 2 fases. En cada una de ellas, se alimentaron ratas Wistar con una 

dieta alta en grasas y sacarosa (HFS) suplementada o no con distintos extractos 

polifenólicos (2 en la primera fase y 6 en la segunda) durante 56-64 días. Al finalizar este 

período, se analizaron diferentes variables de composición corporal y bioquímicas.  
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4. DISEÑO EXPERIMENTAL (Capítulo 3) 
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Figura 14. Diseño experimental capítulo 3. Tras seleccionar el extracto de manzana como 

el extracto más prometedor para el control de la obesidad y sus alteraciones metabólicas 

relacionadas, se procedió a estudiar los mecanismos implicados en estos efectos. Para ello, 

se realizaron estudios de calorimetría indirecta así como IPGTT. También se cuantificó el 

nivel de grasa en hígado y músculo y se estudió la celularidad de distintos depósitos grasos. 

Además, se extrajeron adipocitos del tejido adiposo epididimal para evaluar diferencias en 

su respuesta lipolítica así como en la expresión génica. Por último, se realizaron estudios 

epigenéticos en los promotores de aquellos genes cuya expresión resultó modificada por la 

ingesta del extracto de polifenoles de manzana. AGL, Ácidos grasos libres; CIMA, Centro 

de Investigaciones en Medicina Aplicada; IPGTT, Test de Tolerancia Intraperitoneal a la 

Glucosa.   
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Influence of dietary macronutrient composition on 

adiposity and cellularity of different fat depots in 

Wistar rats 

 

N. Boqué, J. Campión, L. Paternain, D.F. García-Díaz, M. Galarraga, M.P. Portillo, F.I. 

Milagro, C. Ortiz de Solórzano and J.A. Martínez 

 

J Physiol Biochem, 65 (4), 387-396, 2009 

Resumen 

El objetivo del estudio fue investigar el papel del contenido en macronutrientes de la dieta sobre 

indicadores de adiposidad y el desarrollo de hipertrofia/hiperplasia en los depósitos grasos de 

ratas Wistar usando una estrategia histológica y computacional combinada. Con este propósito, 

ratas Wistar macho fueron distribuidas en 4 grupos a los que se les asignaron distintas 

intervenciones nutricionales: grupo Control (pienso); grupo alto en grasa, HF (60% grasa); 

grupo alto en grasa y azúcares, HFS (45% grasa y 17% sacarosa); y grupo alto en azúcares, HS 

(42% sacarosa). Tras 35 días las ratas fueron sacrificadas, se recogió la sangre del tronco, 

distintos tejidos se pesaron y fragmentos de distintos depósitos grasos se guardaron en 

formaldehído para estudios histológicos con el nuevo software Adiposoft. Las ratas alimentadas 

con dietas HF, HFS y HS aumentaron significativamente el peso corporal y el peso de la grasa 

total en comparación con las ratas controles, siendo más pronunciados los cambios metabólicos 

en las ratas del grupo HS que en los otros grupos. Los análisis de celularidad realizados con 

Adiposoft revelaron que el tejido adiposo retroperitoneal es histológicamente diferente al 

mesentérico y al subcutáneo, ya que presentó un tamaño mayor de los adipocitos. El depósito 

graso subcutáneo fue el más sensible a la dieta, presentando hipertrofia inducida por la dieta HF 

e hiperplasia inducida por la dieta HS. El depósito graso mesentérico tuvo una respuesta similar 

pero atenuada en comparación con el tejido adiposo subcutáneo mientras que el retroperitoneal 

presentó hiperplasia inducida por la dieta HS.  Estos resultados proporcionan nuevas ideas sobre 

el papel de los macronutrientes en el desarrollo de la obesidad hiperplástica caracterizada por la 

gravedad de sus manifestaciones clínicas. Finalmente, se presentó una nueva herramienta para el 

análisis de muestras histológicas de tejido adiposo.  
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SUMMARY      

The aim of this study was to investigate the role of dietary macronutrient content on 

adiposity parameters and adipocyte hypertrophy/hyperplasia in subcutaneous and 

visceral fat depots from Wistar rats using combined histological and computational 

approaches. For this purpose, male Wistar rats were distributed into 4 groups and were 

assigned to different nutritional interventions: Control group (chow diet); high-fat 

group, HF (60% E from fat); high-fat-sucrose group, HFS (45% E from fat and 17% 

from sucrose); and high-sucrose group, HS (42% E from sucrose). At day 35, rats were 

sacrificed, blood was collected, tissues were weighed and fragments of different fat 

depots were kept for histological analyses with the new software Adiposoft. Rats fed 

with HF, HFS and HS diets increased significantly body weight and total body fat 

against Control rats, being metabolic impairments more pronounced on HS rats than in 

the other groups. Cellularity analyses using Adiposoft revealed that retroperitoneal 

adipose tissue is histologically different than mesenteric and subcutaneous ones, in 

relation to bigger adipocytes. The subcutaneous fat pad was the most sensitive to the 

diet, presenting adipocyte hypertrophy induced by HF diet and adipocyte hyperplasia 

induced by HS diet. The mesenteric fat pad had a similar but attenuated response in 

comparison to the subcutaneous adipose tissue, while retroperitoneal fat pad only 

presented adipocyte hyperplasia induced by the HS diet intake after 35 days of 

intervention. These findings provide new insights into the role of macronutrients in the 

development of hyperplastic obesity, which is characterized by the severity of the 

clinical features. Finally, a new tool for analyzing histological adipose samples is 

presented. 

 

Key words: Diet-induced obesity; Macronutrient content; Hypertrophy; Hyperplasia; 

White adipose tissue.  
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INTRODUCTION 

 

Obesity is the result of an augmented adipose tissue mass. The enlargement of 

this fat depot may be the result of an increase in the number of adipocytes (hyperplasia) 

or an increase in adipocyte size by lipid accumulation (hypertrophy). Moreover, 

hyperplasia can be due to the presence of new preadipocytes or to an induction of its 

differentiation (8). It is known that the most severe form of obesity is characterized by 

an adipose tissue enlargement as a consequence of adipocyte hyperplasia (18) and that it 

is related with an early age of onset (10). In addition, adipocyte number is apparently 

unafected in individuals with hyperplastic obesity following a hypocaloric diet (35). On 

the other hand, adipocyte cell size can influence insulin sensitivity (1, 32), glucose 

tolerance (37) and adipose tissue metabolism (22). Also, it has been shown that enlarged 

adipocytes secrete growth factors that induce adipocyte preadipocyte proliferation (28) 

as fat cells do not have an unlimited capacity for expansion. There are also regional 

differences between different fat depots, having the mesenteric region the major growth 

capacity and the subcutaneous the major proliferation capacity (9, 20). In these sense, a 

previous study of our group showed this proliferative capacity of the subcutaneous 

adipose tissue in rats fed with a high-fat diet (3). Furthermore, it is known that it could 

be due to a differential tissue perfussion or to the innervation density of adipose tissue 

by the sympathetic nervous system (6, 7).  

 

On the other hand, specific dietary constituents may promote the development of 

insulin resistance, diabetes and obesity independently of an increased energy intake. In 

this sense, macronutrient profile can affect diet-induced thermogenesis (17), gene 

expression (5) or the level of some hormones (13, 33). Moreover, the source and 

amount of energy can modify adipose tissue growth by hypertrophy and hyperplasia in 

Holstein Steers, being hypertrophy most affected by the amount of energy and 

hyperplasia by the source of energy (34). Furthermore, it has been shown that a high-fat 

diet can modulate the proliferation of adipogenic progenitors in adult mice in a fat-depot 

depending manner, resulting in adipose tissue hyperplasia (20). Since there are evidence 

that a dietary treatment can modify adipocytes number and size, the aim of this study 

was to investigate the role of dietary macronutrient content on adiposity markers and 

adipocyte hypertrophy/hyperplasia measurements in subcutaneous and visceral fat 

depots of Wistar rats fed on diets with different proportions of lipids and sugars.  
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MATERIALS AND METHODS  

 

Animals. Experiments were performed with forty-five male Wistar rats from 

CIFA (Centre of Pharmaceutical Aplicated Investigation) of the University of Navarra 

with an initial weight of 250 g. Animals were kept in an isolated room with a constantly 

regulated temperature between 21 and 23ºC, and controlled (50±10%) humidity in a 

12h:12h artificial light/dark cycle. They were distributed into 4 groups and were 

assigned to different nutritional interventions during 35 days. Thus, Control group 

(n=10) was fed with a standard pelleted chow diet from Harlan Ibérica (Barcelona, 

Spain) and the other 3 groups were fed with different hypercaloric diets: a high-fat diet 

(HF, n=12), a high-fat-sucrose diet (HFS, n=12) and a high-sucrose diet (HS, n=11), 

whose composition is reported in Table I (23, 27). The HF diet (288 Kcal/100g) 

consisted in a mix of pate, ham, bacon, biscuits and a standard chow diet; the HFS diet 

(267 Kcal/100g) consisted in a mix of pate, ham, bacon, biscuits, sweetened condensed 

milk and a standard chow diet; and the HS diet (339 kcal/100g) consisted in pelleted 

chow and sweetened condensed milk.  

 

 

 

The different groups of rats had ad libitum water and food access, while body 

weight and food intake were recorded 3 times per week. After finishing the 

experimental feeding period (day 35) rats were sacrificed, blood was collected from the 

trunk and serum stored at -20ºC, while tissue samples of liver and retroperitoneal, 

mesenteric, epidydimal and subcutaneous (inguinal) WAT were isolated, weighted and 

stored immediately at -80ºC. All the procedures performed agreed with the national and 

institutional guidelines of the Animal Care and Use Committee at the University of 

Navarra. 

Table I. Composition of the experimental diets.

Lipids Protein Total CHO Simple sugars

C (n=10) 17% 10% 73% 7%

HF (n=12) 60% 16% 24% 4.5%

HFS (n=12) 45% 20% 35% 17%

HS (n=11 ) 19% 12% 69% 42%

Values are represented as percentage of total energy. CHO, Carbohydrates.
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Serum measurements. Serum triglycerides were determined with the RANDOX 

kit for the in vitro diagnostic of triglycerides (Randox LTD Laboratories, Ardmore 

Road, UK), glucose was measured using the HK-CP kit (ABX Pentra, Montpellier, 

France), total cholesterol was measured using the Cholesterol-CP kit (ABX Pentra, 

Montpellier, France) and HDL-cholesterol with the HDL direct-CP kit (ABX Pentra, 

Montpellier, France) adapted for a COBAS MIRA (Rochel, Basel, Switzerland) 

equipment. Leptin and insulin quantification was performed by specific Elisas Kits 

following the protocols described by the manufacturer (Linco Research, Missouri, 

USA). Finally, the homeostatic model assessment (HOMA), as an insulin resistance 

index, was calculated using the formula: (fasting plasma insulin x plasma glucose)/22.5. 

 

Histological analyses. Small pieces of different fat depots were kept in 

formaldehyde for histological analyses. These tissues were fixed and stained with 

hematoxylin/eosin, and acquired using AxioVision Zeiss Imaging software  

(AxioVision controls via software an Axio Imager M1 Zeiss microscope and an Insight 

AxioCamm ICc3 camera). The magnification in this case was 20x. The acquired images 

were stored in uncompressed 24 bit color TIFF format. Finally, these images were 

analyzed with a new software (Adiposoft from CIMA, University of Navarra) in order to 

determine adipocyte diameters and adipose tissue cellularity. Adipocyte number in each 

tissue was estimated according to formulas from Lemonnier et al (25). 

 

Statistical analyses. All results are expressed as the average mean ± standard 

deviation. Means comparisons were tested for metabolic parameters by Anova test and 

Student’s T test for all the variables. For frequency distribution cell sizes <25 µm were 

considered debris or very small adipocytes (16) and removed from the analysis. After 

that, cells were grouped by sizes according to adipocyte diameter (25-50 µm, small 

adipocytes; 50-90 µm, normal adipocytes; 90-130 µm, big adipocytes; >130 µm, very 

big adipocytes) and analyzed statistical differences by a repeated measures Anova test. 

Finally, statistical differences of Lemonnier estimations were performed using Mann-

Whitney U test. A level of probability up at p0.05 was set up as statistically significant 

and p0.01 as very statistically significant. For the statistical tests, GraphPad Prism 

Software 4.02 version and SPSS v13.0 was used (San Diego, CA, USA).   
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RESULTS 

 

Body weight and adiposity. During the experimental period, rats fed with the 3 

obesigenic dietary treatments showed hyperphagia (Table II). At the end of the 

experiment, rats fed with HF and HS diets significantly increased body weight and total 

body fat (reflected as the sum of retroperitoneal, mesenteric, retroperitoneal and 

epidydimal fat pads) in comparison to Control rats (Table II). HFS diet increased also 

total body fat; however it did not modify body weight significantly. Liver weight (Table 

II) was also higher in HF, HFS and HS rats than in Control rats, suggesting diet-induced 

steatosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C (n=10) HF (n=12) HFS (n=12) HS (n=11 )

Weight related parameters

Food intake (Kcal/day) 79.7±27.5
a

186.4±18.3
b

181.8±27.5
b,c

103.1±5.6
d

Food efficiency (g/Kcal) 0.023±0.007
a

0.014±0.005
b

0.012±0.005
b

0.029±0.006
a,c

Final body weight (g) 388±23
a

420±25
b

413±39
a,b

426±24
b

Total fat mass (g) 22.61±4.75
a

32.09±6.92
b

32.84±6.11
b

35.42±7.11
b

Liver weight (g) 8.85±1.18
a

11.19±1.01
b

10.38±1.53
b

10.4±1.14
b

Plasma values 

Glucose (mmol/l) 5.77±0.81
a

6.22±1.03
a

6.50±1.17
a

5.98±1.04
a

Total cholesterol (mg/dl) 63.6±7.9
a

58.3±12.0
a

56.8±11.7
a,b

48.4±7.2
b

HDL-cholesterol (mg/dl) 22.4±2.7
a

21.9±6.5
a,b

20.8±4.6
a,b

19.3±2.2
b

Triglycerides (mg/dl) 86.2±28.5
a

70.6±21.2
a

69.7±20.7
a

132.9±57.6
b

FFA (mg/dl) 0.78±0.12
a

0.69±0.08
a,b

0.63±0.09
b,c

0.91±0.22
a,d

Leptin (ng/ml) 2.76±1.52
a

5.97±2.65
b

7.33±3.99
b,c

9.45±3.66
c

Insulin (µU/ml) 7.18±2.94
a

14.78±10.92
b

19.62±14.65
c

31.54±10.13
d

HOMA IR 1.92±1.01
a

4.36±3.67
a,b

6.17±5.81
b,c

8.51±3.51
c,d

Group

Table II. Weight related parameters and plasma values of male Wistar rats fed with 4 different 

dietary treatments during 35 days.

All the results are expressed as the mean ± SD. Statistical analyses were performed using Anova test and 

Student's T test was used to test differences in the means of each group. Different letters (a, b, c) 

indicates significative differences between groups of at least p<0.05. Total fat mass indicates the sum of 

the subcutaneous, retroperitoenal, mesenteric and epidydimal fat pads weights. C,Control; HF, High-Fat; 

HFS,High-Fat-Sugar;  HS, High-Sugar; FFA, Free Fatty Acids.
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Metabolic parameters and hormone profile. The three diets tested in this study 

induced marked hyperleptinemia and hyperinsulinemia after 35 days of experimental 

treatment. Regarding lipid profile, HS diet was the only one that increased free fatty 

acid and triglycerides levels in Wistar rats, while it caused a decrease in total cholesterol 

and HDL cholesterol levels (Table II). Finally, HOMA-IR, an indicator of insulin 

resistance, was higher in HFS and HS groups against control rats. 

 

Histological analyses. The results of adipose tissue cellularity obtained from 

Adiposoft program showed fat depot differences in control rats. Thus, retroperitoneal fat 

pad had a higher frequency of big adipocytes than subcutaneous (p<0.01) and 

mesenteric (p<0.001) fat pads (Rp:15.46%±2.27; Sc:6.21%±2.55; Mes:3.26%±1.27) and a 

lower frequency of small fat cells (p<0.001) in comparison to these two depots 

(Rp:31.16±2.54; Sc:42.63±4.56; Mes:49.04±0.70). Regarding the effects of obesigenic 

diets, adipocyte frequency analyses in the subcutaneous adipose tissue showed that HF 

rats had a reduced frequency of small fat cells (p<0.001) and a higher frequency of big 

adipocytes (p<0.001), revealing that HF diet induced an increase in subcutaneous 

adipocytes size compared with chow diet (Figure 1A). This fact was not observed in 

HFS and HS diets. In the mesenteric fat depot, it was found exactly the same pattern of 

adipocyte frequency distribution that in the subcutaneous fat depot (Figure 1B), 

reaching significance only for small ones (p<0.01). Finally, the effects of the dietary 

treatments on the retroperitoneal fat depot (Figure 1C) resulted in a decrease in the 

percentage of big fat cells by HS diet in comparison to control diet (p<0.01), with no 

changes in the frequency of the small and normal adipocytes by any of the treatments. 
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Fig. 1. Adipocyte frequency distribution in subcutaneous (A), mesenteric (B) and 

retroperitoneal (C) adipose tissue of male Wistar rats fed with chow diet (C), high-fat diet (HF), 

high-fat-sucrose diet (HFS) and high-sucrose diet (HS) during 35 days (n= 3,4). Non-lineal 

regression curves (Gauss) are shown in each figure.  

Figure 1

A

B

C
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 Finally, we studied how the dietary treatments could affect different markers of 

adipose cellularity (cell volume, cells per gram and cells per total fat pad) from each 

depot (Figure 2 and Table III) using Adiposoft histogram data and the algorithm 

published by Lemnonier et al (24). First of all, cell volume (Figure 2A, 2D, 2E), as a 

measure of cell hypertrophia, was higher in the subcutaneous fat depot from rats fed 

with HF diet (p=0.055) in comparison with control fed rats. Neither the two other diets 

nor the HF diet affected this index in mesenteric and retroperitoneal fat depot. On the 

other hand (Table III), all dietary treatments increased statistically each fat depot weight 

analyzed (apart from for HFS and mesenteric pad). Remarkably, adipocyte number per 

gram of fat was not affected by the diets except for HF in the subcutaneous fat pad, 

which showed lower number of cells than HS fed rats (p<0.05), showing again a 

hypertrophic effect dependent on the macronutrient type (fat vs. carbohydrates).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C (n=4) HF (n=4) HFS (n=4) HS (n=3 )

Subcutaneous pad

Fat pad weight (g) 5.67±1.25
a

7.41±1.98
b

8.16±1.54
b

9.17±2.41
b

Adipocyte number/g (x10
6
) 11.47±4.97

a,b
6.60±1.82

a
9.51±4.23

a,b
9.16±1.77

b

Adipocyte number/fat pad (x10
6
) 63.20±24.78

a
58.20±11.19

a
92.50±48.72

a,b
92.18±11.41

b

Mesenteric pad

Fat pad weight (g) 2.98±0.95
a

4.11±1.05
b

3.78±0.94
a,b

4.63±1.04
b

Adipocyte number/g (x10
6
) 11.78±2.16

a
8.37±3.68

a
9.47±2.38

a
11.28±5.14

a

Adipocyte number/fat pad (x10
6
) 40.76±7.14

a,b
35.55±11.02

a,b
33.80±5.28

a
54.01±14.89

b

Retroperitoneal pad

Fat pad weight (g) 7.57±2.08
a

10.31±2.50
b

10.46±2.34
b

10.86±2.51
b

Adipocyte number/g (x10
6
) 3.27±0.81

a
3.43±0.59

a
3.46±0.54

a
4.33±1.51

a

Adipocyte number/fat pad (x10
6
) 23.89±2.91

a
35.52±8.56

a,b
38.75±11.24

b
48.88±8.70

b

Group

Table III. Cellularity of three adipose depots of Wistar rats fed with 4 different dietary treatments 

during 35 days.

All the results are expressed as the mean ± SD. Statistical analyses were performed using Mann Whitney U 

test. Different letters (a, b, c) indicate significative differences between groups of at least p<0.05. C,Control; 

HF, High-Fat; HFS, High-Fat-Sugar; HS, High-Sugar.
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Total adipocyte number per fat pad (parameter of hyperplasia) was not changed 

by HF diet in all the three fat depots (Table III). However, HS diet induced an increase 

in this total population of adipocytes in the subcutaneous (46%, p<0.05) and 

retroperitoneal (104%, p<0.05) fat depots. Finally, HFS diet had an intermediate effect 

on adipose tissue cellularity comparing fat diet against the carbohydrate enriched diet, 

with much more heterogeneity between rats than in the other 3 dietary groups.  

 

DISCUSSION 

 

 The effect of dietary composition on adiposity and cellularity was studied in the 

current investigation through the new software Adiposoft. For this purpose, three diets 

with different macronutrient distribution were used to induce obesity in male Wistar 

rats. Taking into account that obesity is characterized by an increased adipose mass, the 

three obesigenic diets were able to establish this overweight model. Moreover, the three 

diets increased liver weight, suggesting the induction of hepatic steatosis (29). 

 

 Diet-induced metabolic alterations in HS group were more pronounced than in 

the other groups. The rise in serum triglycerides and FFA has been explained because 

diets high in simple sugars markedly stimulate fatty acid synthesis from carbohydrates 

(19, 21). However, total cholesterol levels decreased with HS dietary treatment. This 

reduction could be the result of the lower HDL cholesterol levels, as has been 

previously reported by Kamgang et al (21). These rats showed also hyperinsulinemia, as 

described by other authors (31). The absence of changes in insulin resistance parameters 

in HF group could be due to the short experimental period, as other authors had reported 

changes in glucose, insulin and HOMA index  in Wistar rats fed with a HF diet (15, 29). 
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Fig. 2. Effect of chow diet (C), high-fat diet (HF), high-fat-sucrose diet (HFS) and high-sucrose 

diet on adipocyte size of Wistar rats. (A) Mean adipocyte volume of Wistar rats in subcutaneous 

fat pad. (B) Mean adipocyte volume of Wistar rats in mesenteric fat pad. (C) Mean adipocyte 

volume of Wistar rats in retroperitoneal fat pad. Three representative images (D) from 

hematoxylin and eosin stained paraffin sections of subcutaneous fat pads of Wistar rats fed with 

chow diet, high-fat diet and high-sucrose diet. 
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Regarding histological analyses, the present investigation showed that 

retroperitoneal adipose tissue is histologically different than mesenteric and 

subcutaneous ones, with greater adipocytes in basal conditions (26). On the other hand, 

rats fed with HF diet developed adipocyte hypertrophy in the subcutaneous adipose 

tissue without changes in adipocyte number. These results agree with those of 

Lemonnier et al (24), as a high-fat diet induced an increase in fat cell size in the 

subcutaneous fat depot of old female Zucker rats. However, in a previous study from 

our laboratory (3), rats fed with HF diet during 56 days presented an increase in the 

proliferation of subcutaneous adipocytes, estimated by DNA quantification. It could be 

explained by the different experimental feeding length and different technical 

approaches. Thus, according to the theory of the critical fat cell size (11), these 

differences can be due to lack of time of these adipocytes to achieve a maximal 

adipocyte size and thereby stimulate new cell production or differentiation. Taking into 

account that age is a significant factor in diet-induced changes in adipocyte morphology 

(30), other studies using young adult female rats (aged 2 month, as in our study) fed 

with a high-fat diet, reported adipocyte hyperplasia in both subcutaneous and visceral 

fat depots (2, 14), in addition to adipocyte hypertrophy. Likewise, it has been shown in 

male mice that dietary fats of different origin affect adipose tissue cellularity in a 

different manner (4).  

 

On the other hand, the HS diet induced an increase in the number of new fat 

cells in the subcutaneous and retroperitoneal depots of Wistar rats. This has been 

previously reported by Tulp et al (36). Despite that the present study has not been found 

a clear adipocyte hypertrophy induced by the HFS diet, other investigations revealed an 

effect of the same diet on fat cells, increasing subcutaneous and retroperitoneal 

adipocyte sizes (12). 

 

Regarding fat-depot differences in cellularity, it has been evidenced that mice 

fed with high-fat diet during 60 days had a greater proportion of new adipocytes in 

subcutaneous than visceral fat, while adipocyte hypertrophy was more pronounced in 

visceral adipose tissue (20). Although we have not found this depot-specific action, 

there are some differences in the methodology of both studies, as the high-fat diet used 

in such study (20) had only 45% of energy as fat while we used a diet with 60% of 

energy as fat. Moreover, the experimental period was longer.  
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Indeed, our findings suggest that rats fed on diets with different rate of fat/sugar 

develop obesity with different adiposity characteristics in a time dependent manner. 

Thus, a high-fat intake led mainly to adipocyte hypertrophy in subcutaneous adipose 

tissue, while a high sugar intake led to an increase of subcutaneous and retroperitoneal 

fat due to adipocyte hyperplasia. These findings provide new insights into the role of 

macronutrients, such fat and sugar, in the development of hyperplastic obesity, 

characterized by the formation of new fat cells and the severity of the clinical features. 

Finally, the results of this study demonstrated that this new software, Adiposoft, is a 

very useful tool to analyze adipose tissue cellularity, facilitating the determination of 

adipocytes diameters, volume, area and number in a great number of images, avoiding 

the relatively complex and delicate protocol for isolating adipocytes from the adipose 

tissue.  
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Resumen 

El objetivo del estudio fue llevar a cabo un screening de extractos polifenólicos de plantas para 

evaluar un posible efecto protector frente  la obesidad utilizando un modelo de obesidad animal 

inducido por la dieta. Las ratas fueron alimentadas con una dieta con alto contenido en grasa y 

sacarosa (HFS), con o sin suplementación de diferentes extractos polifenólicos de plantas 

(almendra, manzana, canela, azahar, hamamelis, tila, vid roja y abedul) durante 56-64 días. Un 

grupo de ratas alimentadas con pienso se utilizaron como grupo control. La ganancia de peso 

fue menor en ratas suplementadas con los extractos de manzana, canela, hamamelis y abedul en 

comparación con el grupo HFS. Por otra parte, la ingesta de los extractos de manzana y canela 

previno el aumento de la masa grasa promovido por la dieta HFS. La resistencia a la insulina, 

calculada por el índice HOMA-IR, fue disminuida en ratas alimentadas con los extractos de 

manzana, canela, hamamelis y abedul. El extracto de manzana también previno la 

hiperglucemia e hiperleptinemia inducida por la dieta HFS. Sólo los extractos de manzana y  

canela se consideraron finalmente como extractos potencialmente anti-obesogénicos debido a su 

capacidad para disminuir la grasa corporal, mientras que la mejora de las complicaciones 

metabólicas relacionadas con la obesidad por los polifenoles de la manzana señalan este 

extracto como un ingrediente funcional prometedor para el tratamiento y la prevención de la 

obesidad y las complicaciones asociadas. 
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Abstract 

 

Objective: To conduct a screening for potential antiobesity polyphenolic plant extracts 

using a diet-induced animal model.  

 

Methods: Rats were fed a high-fat-sucrose (HFS) diet with or without supplementation 

of different polyphenolic plant extracts (almond, apple, cinnamon, orange blossom, 

hamamelis, lime blossom, grape vine, and birch) for 56-64 days. Chow-fed rats were 

used as control group.  

 

Results: Body weight gain was lower in rats supplemented with apple, cinnamon, 

hamamelis and birch extracts as compared to HFS non-supplemented group. Moreover, 

apple and cinnamon extracts prevented the increase in fat mass promoted by the HFS 

diet. Insulin resistance, estimated by the HOMA-IR index, was reduced in rats fed 

apple, cinnamon, hamamelis and birch extracts. Apple extract also prevented the HFS-

induced hyperglycemia and hyperleptinemia.  

 

Conclusions: Only apple and cinnamon extracts were finally considered as potentially 

important anti-obesogenic extracts, due to their body fat-lowering effects, while the 

improvement of obesity-related metabolic complications by apple polyphenols 

highlights this extract as a promising functional food ingredient for the management of 

obesity and its metabolic complications. 

 

 

KEY WORDS: screening, plant extracts, polyphenols, high-fat-sucrose diet, anti-

obesity, adipose tissue. 
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INTRODUCTION 

 

Obesity, defined by the World Health Organization (WHO) as an abnormal or 

excessive fat accumulation that may impair health, is becoming one of the greatest 

challenges to global health in this millennium, with more than 200 million men and 

nearly 300 million women obese globally in 2008.
1
 Due to these increasing obesity 

rates, the WHO has prompted to consider it as the epidemic of XXI century and to 

promote different strategies to prevent and control its progress.
2
 

 

Plant extracts, defined as raw or refined products derived from plants or parts of 

plants (e.g. leaves, stems, buds, flowers, roots, or tubers), are frequently used for the 

treatment of diseases.
3
 Nowadays, there is scientific data supporting the evidence that 

some plant components have beneficial physiological effects.
4,5

 Thus, research 

concerning new natural compounds addressing the treatment of obesity is increasing 

due to their low side-effects compared with conventional pharmacological agents as 

well as their potential applications for the development of new functional foods.  

 

Here, we focused on the research of the potential effects of polyphenolic natural 

extracts on obesity prevention. Polyphenols possess multiple phenol substructures, 

consisting in one or more aromatic rings with one or more hydroxyl groups. These 

compounds are widespread constituents of plant foods (fruits, vegetables, cereals, olive, 

legumes, etc.) and partially responsible for their overall organoleptic properties.
6
 

Moreover, polyphenols are the most abundant antioxidants in the diet.
7
 

 

Scientific research provides evidence that polyphenols could offer some 

protection against the development of chronic diseases such as cardiovascular diseases 

8
, cancers 

9
, diabetes 

10,11
 and neurodegenerative diseases.

12,13
 In the past two decades, 

interest has been focused on the potential biological effects of polyphenols on the 

prevention of obesity and associated clinical manifestations. In this sense, it has been 

shown that dietary polyphenols supplementation reduces body weight gain and adipose 

tissue in rodents fed a hypercaloric diet, while prevents the dietary-induced hepatic 

steatosis.
14,15,16
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In this context, since new extraction technologies and procedures 
17,18

 have led to 

the identification and characterization of many plant polyphenols, rapid and accurate 

screening for large number of polyphenols is required. Therefore, the purpose of this 

study was to conduct a screening for potential antiobesity polyphenolic plant extracts 

using a HFS diet-induced animal model. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Plant extracts. All plant extracts were provided by Biosearch S.A. (Granada, 

Spain). The polyphenolic composition of all the extracts tested in this study is given in 

table 1, accompanied by the scientific name of each plant.   

 

 

Determination of Bioactive Compounds. The determination of total phenols 

was performed with a spectrophotometric technique using the Folin-Ciocalteau 

reagent.
19

 Gallic acid was used as a standard for the calibration curve. All samples and 

standards were dissolved in water and the absorbance was measured at 760 nm. Total 

flavonoids content was determined by HPLC using pure compounds diluted in ethanol 

Table 1. Composition and daily doses of polyphenolic plant extracts
a 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a  % w/w indicates grams of polyphenolic plant extract per 100 grams of food intake. 

Plant polyphenolic 

extract 
Scientific name Active principles  

Daily dose 

(% w/w) 

Almond Prunus dulcis D. A. Webb 35% total polyphenols  1.7% 

Apple Malus domestica Borkh 
80% total polyphenols,  

5% phloridzine 
1.4% 

Cinnamon 
Cinnamomum zeylanicum 

Blume 

1% oligomeric 

proanthocyanidins 
2% 

Orange blossom Citrus aurantium L. 6% flavonoids 4% 

Hamamelis Hamamelis virgiana L. 15% total polyphenols 2% 

Lime blossom Tilia tomentosa Moench 1% flavonoids 1% 

Grape vine Vitis vinifera L. 3% flavonoids 3% 

Birch Betula alba L. 2% flavonoids 5% 
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as standards. Samples were dissolved in water:ethanol (1:1). Standard flavonoids used 

were hesperidin for orange blossom extract, rutin for birch extract, vitexin for grape 

vine extract and cumarin for cinnamon extract. UV absorbance was measured at 270, 

280 and 365 nm depending on the extract. Oligomeric procyanidins were quantified by 

HPLC using pure catechin diluted in water:ethanol (1:1) as standard. Samples were 

dissolved in water and the approximate retention times for trimers, tetramers and 

pentamers were 20, 27 and 30 minutes. UV absorption was determined at 278 nm. 

Finally, phloridzine was quantified by HPLC using pure compounds diluted in methanol 

as standards. Samples were dissolved in methanol and its absorbance quantified at 210 

nm. 

 

Animals. Assays were separately performed in two experimental sets. Thus, 

screening for almond and apple polyphenolic plant extracts was carried out during the 

“Experimental Set 1” while screening for cinnamon, orange blossom, hamamelis, lime 

blossom, grape vine, and birch polyphenolic plant extracts was performed during the 

“Experimental Set 2”. For this purpose, male Wistar rats from CIFA (Center for 

Applied Pharmacobiology Research) of the University of Navarra (Pamplona, Spain) 

with an initial average weight of 333 ± 30 g were kept in an isolated room with a 

constantly regulated temperature between 21 and 23ºC and controlled humidity 

(50±10%) under a 12h/12h artificial light/dark cycle. Animals were randomly assigned 

into 4 different groups (n=12) for the “Experimental Set 1” and 8 different groups 

(n=12) for the “Experimental Set 2” and were fed a HFS diet with or without 

supplementation of different polyphenolic plant extracts during 56 and 64 days 

respectively. Daily doses of each polyphenolic plant extract are shown in Table 1. 

Chow-fed rats were used as control group in both models and were fed a standard 

pelleted diet from Harlan Ibérica (Barcelona, Spain) containing 20% of energy as 

proteins, 67% as carbohydrates (5% sucrose, 62% starch) and 13% as fat by dry weight 

(290 Kcal/100g). The composition of the HFS diet (473 Kcal/100g) from Research 

Diets (D12451, New Brunswick, NJ, USA) was 20% of energy as protein, 35% as 

carbohydrates (18% sucrose, 10% maltodextrin and 7% starch) and 45% as lipids by dry 

weight. 
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Rats had ad libitum water and food access, while body weight and food intake 

were recorded weekly. After finishing the experimental feeding period, rats were 

sacrificed, blood was collected from the trunk and serum stored at -20ºC. Tissue 

samples of liver, muscles and retroperitoneal, mesenteric, epididymal and subcutaneous 

(inguinal) white adipose tissue (WAT) were isolated, weighed and immediately stored 

at -80ºC. All the performed procedures agreed with the national and institutional 

guidelines of the Animal Care and Use Committee at the University of Navarra. 

 

Serum measurements. Serum glucose was measured with the HK-CP kit (ABX 

Pentra, Montpellier, France) and total cholesterol was determined with the Cholesterol-

CP kit (ABX Pentra, Montpellier, France) adapted for the COBAS MIRA equipment 

(Rochel, Basel, Switzerland). Leptin and insulin quantification was performed by 

specific ELISA Kits (Linco Research, Missouri, USA and Mercodia AB, Uppsala, 

Sweden) in the automated ELISA immunoassay analyzer TRITURUS (Grifols 

International S.A., Barcelona, Spain). Finally, the homeostatic model assessment-

insulin resistance (HOMA-IR) was calculated using the formula: [fasting insulin 

(µU/mL) x fasting glucose (mM)/22.5] as described elsewhere (Pickavance, Brand, 

Wassermann, & Wilding, 2005). 

 

Statistics. All results are expressed as the percentage increase or decrease 

induced by almond and apple extracts with respect to the mean of HFS group of 

“Experimental Set 1” and increase or decrease induced by cinnamon, orange blossom, 

hamamelis, lime blossom, grape vine and birch extracts with respect to the mean of 

HFS group of “Experimental Set 2”. The effects of dietary HFS intake were not 

significantly different between both sets; therefore, when comparing HFS group to 

control group, the mean of both experimental sets was used. Statistical analyses were 

performed using the ANOVA test while the Dunnet’s test post-hoc was used to test 

differences between each group against HFS group. A level of probability up at p0.05 

was set up as statistically significant and p0.01 as very statistically significant. For the 

statistical tests, SPSS software for Windows 15.0 was applied (Chicago, IL, USA).   
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RESULTS 

 

Rats fed a HFS diet exhibited higher body weight gain as compared to chow-fed 

animals (60%, p0,01), which was accompanied by an increase in energy food intake 

(30%, p0,05). As expected, subcutaneous and visceral fat mass weight was markedly 

increased by HFS feeding (69%, p0,01; 63%, p0,01). In addition, glucose levels 

raised significantly (12%, p0,05)  in animals fed a HFS diet in comparison to control 

group while the intake of this diet induced a clear hyperinsulinemia and hyperleptinemia 

in these animals (156%, p0,01; 160%, p0,01). Our data provide evidence that 

HFS-diet feeding resulted in a well-established model of diet-induced obesity in male 

Wistar rats.  

 

Regarding the screening of polyphenolic plant extracts for the prevention of 

obesity, body weight gain was significantly lower in rats supplemented with apple, 

cinnamon, hamamelis and birch extracts as compared to HFS non-supplemented 

animals (Table 2), despite a similar daily food intake in all groups (from 92 to 97 

Kcal/rat/day in “Experimental Set 1” and from 94 to 100 Kcal/rat/day in “Experimental 

Set 2”). Moreover, cinnamon-fed animals had attenuated food efficiency, while birch-

fed animals presented a statistical tendency towards lower food efficiency (Table 2). 

Importantly, apple and cinnamon plant extracts prevented the increase in total WAT 

promoted by the HFS diet (Table 2). This fact was accompanied by a significant 

reduction of visceral WAT in animals whose diet was supplemented with apple, while it 

tended to be lower in cinnamon-fed animals against HFS non-supplemented animals 

(Table 2). As shown in figure 1, different effects of polyphenolic plant extracts on 

subcutaneous, retroperitoneal, epididymal and mesenetric fat pads revealed a depot-

specific action. Thus, cinnamon extract intake led to significant reduction of 

subcutaneous fat mass, without changes in the other fat depots weights, whereas apple 

extract intake led to significant reduction of epididymal and mesenteric fat mass, with a 

tendency to decrease subcutaneous fat pad weight.  
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Fig. 1. Percentage increase/decrease of fat depot weights (g/Kg body weight) from male 

Wistar rats fed a high-fat-sucrose (HFS) diet supplemented with different polyphenolic 

plant extracts during 64 days respect to HFS-fed rats (considered as 0). A, Subcutaneous 

fat depot; B, Retroperitoneal fat depot; C, Epipidymal fat depot; D, Mesenteric fat 

depot. 
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On the other hand, in order to determine whether body weight loss could be due 

at least in part to changes in liver or muscle weights, these values were analyzed. Liver 

weight was unchanged in all groups except in animals fed birch extract that presented an 

increased hepatic mass (Table 2). Likewise, regarding effects of polyphenolic extracts 

on muscle mass, total muscle weight was unchanged in supplemented rats. Even so, 

hamamelis extract was able to increase soleus muscle weight (Table 2), while apple 

extract consumption led to a slightly but not significant increase in gastrocnemius 

muscle weight as compared to HFS-fed rats.  

 

Given that biochemical measurements are important to assess possible benefits 

of plant polyphenols on obesity and metabolic syndrome, we evaluated whether the 

ingestion of the polyphenolic extracts tested in this study together with a HFS diet could 

revert the effects of this obesogenic diet on serum values. Therefore, we selected the 

most effective extracts (as evaluated by the results previously described) and we 

measured biochemical parameters in the supplemented groups with apple, cinnamon, 

hamamelis and birch extracts. These results showed that supplementation with apple 

extract was able to prevent the hyperglycemia caused by HFS diet (Table 3). Moreover, 

although cholesterol levels were not affected by HFS feeding, supplementation of this 

diet with apple extract decreased cholesterol serum levels, whereas supplementation 

with birch extract resulted in an unexpected increase in cholesterol levels in comparison 

to HFS group (Table 3). Interestingly, apple extract prevented the HFS-induced 

hyperleptinemia (Table 3). Finally, rats supplemented with hamamelis extract displayed 

lower insulin levels than HFS-fed animals, and the same occurred with rats 

supplemented with apple, although it did not reach statistical significance. Even so, the 

four analyzed plant extracts were able to improve insulin resistance as determined by 

HOMA-IR index (Table 3). 
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DISCUSSION 

 

Recent evidence concerning protective effects of polyphenols administration 

against chronic diseases 
21,22

 has became of great interest to the food industry regarding 

research on new polyphenol-rich ingredients for the development of functional foods or 

nutritional supplements. Since obesity is one of the key targets for new functional foods 

23
, the aim of this study was to screen different polyphenolic plant extracts for the 

prevention of obesity using a diet-induced obesity rodent model. 

 

The establishment of a diet-induced obesity model is essential for the study of 

natural compounds with anti-obesity properties. Thus, combinations of simple 

carbohydrate and saturated fat-rich dietary components have been used in rodents to 

mimic signs and symptoms of human obesity and metabolic syndrome.
24,25

 Indeed, 

HFS-fed animals is considered probably the best model to test pharmaceutical and 

nutraceutical preparations for the treatment or prevention of diet-induced human obesity 

and metabolic syndrome, as concluded in some reviews.
26

 Therefore, the first objective 

of this work was to establish a diet-induced obesity model in male Wistar rats. As 

described before by our research group 
24,25

, long-term HFS feeding resulted in 

increased body weight, food efficiency and adiposity as well as development of marked 

hyperleptinemia and insulin resistance, leading to commonly associated undesirable 

Western diet features. 

Biochemical measurements

Glucose (mmol/l)  13.41%  3.40% *  0.76%  4.67%  7.55%  3.77%  3.20%  2.99%

Total cholesterol (mg/dl)  14.52%  4.94% *  3.64%  5.01%  0.26%  4.80%  21.70%  3.09% *

Leptin (ng/ml)  26.63%  7.91% *  22.26%  13.04%  28.35%  7.20%  11.38%  9.61%

Insulin (µU/ml)  36.11%  10.88% t  27.26%  14.30%  45.72%  7.97% **  29.13%  13.20%

HOMA-IR  48.20%  8.64% *  33.21%  7.78% *  43.18%  8.18% **  32.89%  10.39% *

Table 3. Biochemical measurements of male Wistar rats fed with HFS diet with or without supplementation of different plant

extracts
a

a
All the results are expressed as the percentage increase/decrease respect HFS group ± SE. Statistical analyses were performed using Anova test

and Dunnet’s test post-hoc, or using Student's t-test when two groups were compared. HFS, high-fat-sucrose; HOMA-IR, homeostatic model

assessment of insulin resistance., increase respect HFS group; , decrease respect HFS group.*, p<0.05; **, p<0.01; t, p<0,1.

Group (HFS + plant extract)

Birch                                 

(n=12)

Apple                             

(n=12)

Cinnamon                       

(n=12)

Hamamelis                 

(n=12)

Experimental Set 1 Experimental Set 2
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Next step, and the main objective of this study, was to test different polyphenolic 

plant extracts in diet-induced obesity animals and select those that could exhibit some 

promising anti-obesity properties, as assessed by the effects observed on body weight 

gain and tissue weights. Taking into account that apple, cinnamon, hamamelis and birch 

plant extracts prevented the increase in body weight gain induced by HFS diet, while 

cinnamon and birch extracts also reduced food efficiency, this was considered as an 

important issue for the identification of potential anti-obesity polyphenolic plant 

extracts. Notably, apple and cinnamon were the only plant extracts that reduced total 

and visceral WAT weight increase in Wistar rats. It is well known that a key issue in the 

prevention of obesity is to impede diet-induced body fat accumulation. Furthermore, fat 

depot-specific effects of these plant extracts, revealed that apple anti-adiposity effects 

were more pronounced in epididymal and retroperitoneal fat depots (both visceral fat 

pads) whereas cinnamon effects were more important at subcutaneous level. This 

finding has to be considered, inasmuch as obesity-associated complications are 

particularly related to visceral adipose tissue, which is more metabolically active and 

produces larger amounts of adipocytokines.
27

 Moreover, the anti-adipogenic effects of 

apple polyphenols were previously described in a chow-fed rat model, although there 

were not changes in body weight gain.
28

  

 

On the other hand, birch extract supplementation led to higher hepatic mass, 

indicating a possible increase in liver fat deposition. Even so, specific analyses to 

determine hepatic fat content, like hepatic triglycerides measurement or lipid staining, 

should be performed. Furthermore, lack of muscle mass loss in polyphenol-

supplemented groups is important to be considered, as sometimes lower body weight is 

due to reduced lean mass instead of reduced body fat.
29

 Accordingly, results from this 

preliminary screening revealed that of the eight polyphenolic extracts tested, apple, 

cinnamon, hamamelis and birch presented significant properties against the obesogenic 

effects of HFS intake.  

 

With the purpose of determining the polyphenolic plant extracts that could 

enhance the biochemical profile aggravated by HFS feeding, biochemical measurements 

were analyzed in these extracts that were selected as the most promising anti-obesity 

extracts in the preliminary screening. Reduction in HOMA-IR, an insulin resistance 
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index, in the four analyzed groups evidenced that apple, cinnamon, hamamelis and birch 

polyphenols could improve the insulin resistance state associated to obesity. These 

findings agree with the results presented in several articles 
30,31

 pointing out that 

different plant polyphenolic extracts present beneficial actions on insulin resistance. 

However, only apple extract could prevent HFS-diet induced hyperglycemia. In line 

with this glucose-lowering effect, Johnston et al. 
32

 described substantial reduction of 

glycemia in humans by naturally occurring phenolic compounds in apple juice. 

Although we did not find any changes in serum glucose levels of cinnamon-

supplemented diet-induced obese rats, Jia Q et al. 
33

 reported that polyphenolic 

oligomers found in cinnamon reduced glucose levels in Wistar and streptozotocin-

induced diabetic rats fed a standard laboratory diet. Moreover, cinnamon polyphenols 

have been described to reduce fasting serum glucose in subjects with type 2 diabetes or 

metabolic syndrome.
34

 

 

On the other hand, prevention of HFS-diet induced hyperleptinemia by apple 

extract supplementation was consistent with the reduced total WAT weight, as this 

adipokine is secreted in direct proportion to body fat amount.
35

 Moreover, apple extract 

was the only one that was able to inhibit diet-induced hypercholesterolemia. This effect 

has been previously shown in overweight humans supplemented with apple polyphenols 

36
 but it has not been evidenced in supplemented chow-fed animals.

28
 Surprisingly, 

birch extract supplementation resulted in increased levels of serum cholesterol. This fact 

could be possibly explained by the increased hepatic mass seen in this group. 

 

Regarding the possible mechanisms implicated on the anti-obesogenic effects of 

polyphenols, in vitro studies demonstrated that they could act as inhibitors of adipocyte 

differentiation 
37,38

, lipogenesis 
39

, lipolysis 
40

 or intestinal lipid absorption 
41

 as well as 

inducers of fatty acid oxidation 
39

 or antagonist at cannabinoid receptors.
42

 Moreover, 

the effects of polyphenols on lipogenesis, lipid absorption and energy homeostasis have 

been validated in vivo.
14,15,16,43

 Another mechanism that could explain their antiobesity 

properties is the attenuation of inflammatory changes, evidenced in coculture of 

adipocytes and macrophages.
44,45
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CONCLUSIONS 

 

The screening performed in this work, led to the identification of four 

polyphenolic plant extracts with potential anti-obesity properties (apple, cinnamon, 

hamamelis and birch extracts) as they presented some beneficial effects on different 

weight parameters. Even so, only apple and cinnamon extracts were finally considered 

as significant anti-obesigenic extracts, due to their body fat-lowering effects. Actually, 

apple polyphenolic extract displayed the most outstanding properties, highlightening 

this extract as the most promising functional food ingredient for the prevention of 

obesity, as reflected by the improvement of obesity-related metabolic complications, 

such as hyperglycemia and hyperleptinemia. 

 

 

ABBREVIATIONS USED 

 

HFS           High-fat-sucrose 

HOMA-IR   Homeostatic model assessment-Insulin resistance                                   

UV             Ultraviolet      

WAT           White adipose tissue  

WHO         World Health Organization 
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polyphenols in Wistar rats through regulation of adipocyte 
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Resumen 

Los polifenoles de la manzana (AP) han demostrado mostrar propiedades 

antihiperglicémicas, antihiperlipidémicas y antiinflamatorias. Sin embargo, los posibles 

efectos sobre la obesidad inducida por la dieta no se han estudiado. Ratas Wistar macho 

fueron alimentados con una dieta alta en grasas y sacarosa (HFS) con o sin 

suplementación de un extracto de AP (700 mg/kg peso/día) durante 8 semanas (n=12 

por grupo). La suplementación de la dieta HFS con AP previno la ganancia de peso 

corporal, el aumento de la adiposidad y la hipertrofia de los adipocitos inducidos por la 

ingesta de la dieta. Por otra parte, AP disminuyó la hiperglucemia, resistencia a la 

insulina e hiperleptinemia inducida por la dieta HFS. Las ratas suplementadas con AP 

mostraron una mejora en la tolerancia a la glucosa después de una prueba de tolerancia 

a la glucosa por vía intraperitoneal y un aumento de la respuesta lipolítica de sus 

adipocitos a la estimulación por isoproterenol. La ingesta de AP diminuyó los niveles de 

ARNm de Lep, Plin y Srebf1 y el aumento de Aqp7, Aebp1 y Ppargc1a en los 

adipocitos extraídos del tejido adiposo epididimal, sin efectos en la expresión génica del 

músculo esquelético. Además, estudios epigenéticos mostraron modificaciones en los 

patrones de metilación de los promotores de los genes Aqp7, Lep, Ppargc1a y Srebf1 en 

los adipocitos de ratas suplementadas con manzana en comparación con ratas 

alimentadas con HFS. En conclusión, el extracto de AP puede tener un efecto anti-

obesogénico a través de la regulación de genes implicados en la adipogénesis, lipólisis y 

la oxidación de ácidos grasos. Mecanismos epigenéticos podrían estar implicados en 

algunas de las acciones anti-adipogénicas de AP. 
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Abstract                

Apple polyphenols (AP) have been reported to display antihyperglycemic, 

antihyperlipidemic and antiinflammatory properties. However, potential effects against 

diet-induced obesity (DIO) have not been studied yet.  Male Wistar rats were fed a high-

fat-sucrose (HFS) diet with or without supplementation of an AP extract (700 mg/Kg 

body weight/day) during 8 weeks (n=12 per group). Chow-fed rats were used as the 

control group. Supplementation of HFS diet with AP prevented body weight gain, 

adiposity increase and adipocyte hypertrophy promoted by this obesogenic diet, without 

changes in food intake. Moreover, AP decreased the HFS diet-induced hyperglycemia, 

hyperleptinemia and insulin resistance. Rats supplemented with AP exhibited improved 

glucose tolerance after an intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT) and enhanced 

lipolytic response of their adipocytes to isoproterenol stimulation. AP intake led to 

reduced Lep, Plin and Srebf1 mRNA levels and increased Aqp7, Aebp1 and Ppargc1a 

mRNA levels in epidydimal adipocytes, while having no effect on skeletal muscle gene 

expression. In addition, epigenetic studies showed statistically different DNA 

methylation patterns on promoters of Aqp7, Lep, Ppargc1a and Srebf1 genes in 

adipocytes from apple-supplemented rats compared to HFS-fed rats. In conclusion, AP 

extract may have an anti-obesity effect through regulation of genes involved in 

adipogenesis, lipolysis and fatty acid oxidation as well as increased adipocyte glycerol 

release. Epigenetic mechanisms could be involved in some AP mediated anti-

adipogenic actions. 

 

KEY WORDS: body weight; adipose tissue; insulin resistance; mRNA; epigenetics. 
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INTRODUCTION          

 

Obesity has a substantial public health impact (1), emerging as one of the most 

pressing global issues in our times. The enormous economic costs (2) related to its high 

prevalence (3) and associated chronic diseases (4) have led most governments to 

consider focusing huge research efforts to combat excessive fat accumulation. 

 

The potential role of plant polyphenols on obesity management has a growing 

interest within the scientific community and food industries. Indeed, it has been 

described that different polyphenols found in green tea (5), coffee (6), lemon (7) or 

grapes seeds (8) prevented diet-induced obesity (DIO) in mice and rats. This anti-

obesogenic effect can be explained by several mechanisms including modulation of 

inflammation (9) energy and lipid metabolism (6), adipogenesis (10) or fat absorption 

(11). 

 

Apples are a rich source of polyphenols, which consist of a complex mixture of 

chlorogenic acid, phloridzin, quercetin, catechin, epicatechin, procyanidin and rutin, 

among others compunds (12). These phenolic substances have been reported to display 

antihyperglycemic (13), antihyperlipidemic (14), anti-inflammatory (15) and 

antioxidant properties (16). Furthermore, previous studies demonstrated the effect of 

apple polyphenols (AP) on fat deposition, by decreasing the weight of visceral adipose 

tissue in Wistar rats fed a control diet (17) or preventing mesenteric adipose tissue 

accumulation in high fat-fed Sprague-Dawley rats (18). In the same way, AP were able 

to decrease triglyceride absorption by inhibiting pancreatic lipase activity in mice and 

humans (19).   

 

The novel technologies employed in nutrigenomics research are helping to 

deepen our understanding of how nutrients and other bioactive food components 

modulate gene expression. These modifications can alter biological responses such as 

metabolism, cell growth, and differentiation. In this way, Ohta Y et al (18) described an 

effect of AP on the transcription of genes involved in hepatic fatty acid synthesis.  

Moreover, there are also many natural compounds, such as resveratrol, curcumin and 

green tea that have been termed “epigenetic modifiers” as they have an effect on 

http://en.wikipedia.org/wiki/Resveratrol
http://en.wikipedia.org/wiki/Curcumin


 

 

IV. Resultados Página 119 
 

epigenome enzymatic activities (20). These modifications may alter gene expression but 

do not involve changes in the DNA sequence itself. 

 

Since the potential effects against DIO have not been well elucidated yet, the 

purpose of this work was to determine the effect of AP on high-fat-sucrose (HFS) fed 

rats as well as to conduct a nutrigenomic and epigenetic study to evaluate changes in 

mRNA expression and DNA methylation induced by the ingestion of AP on rat 

adipocytes. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Plant extract. Apple (Malus Domestica Borkh) polyphenolic extract was 

provided by Biosearch S.A. (Granada, Spain). The determination of total phenols was 

performed with a spectrophotometric technique using the Folin-Ciocalteau reagent. 

Apple extract was characterized by GC-MS and compounds were identified from their 

mass spectrum. Samples were dissolved in Milli-Q water and 1 mL of extract was 

mixed with 0.5 mL of phenyl-β-D-glucoside (internal standard, 1 mg/mL) and 

evaporated under vacuum. Dried samples were treated with 350 μL 2.5% 

hydroxylamine hydrochloride in pyridine (30 min at 75 ºC), and 350 μL of 

hexamethyldisilazane plus 35 µL of trifluoroacetic acid (45º C for 30 min). Derivatised 

samples were centrifuged and 1 µL of supernatant was injected into a GC-MS. GC-MS 

analyses were carried out using a Hewlett-Packard 7890 gas chromatograph coupled to 

a 5975 quadrupole mass detector (both from Agilent, Palo Alto, CA, USA), using 

helium as carrier gas (average linear velocity ~ 20 cm s
-1

). A 30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 

µm film thickness fused silica column coated with TRB-1 (crosslinked methyl silicone) 

from Teknokroma (Barcelona, Spain) was used. Oven temperature was held at 200 ºC 

for 20 min, then programmed to 270 ºC at a heating rate of 15 ºC min
-1

, then 

programmed to 290 ºC at 1 ºC min
-1

 and finally programmed to 300 ºC at 15 ºC min
-1

 

and held for 40 min. The injector temperature was kept at 300 ºC and injections were 

made in split mode with a split ratio 1:20. Mass spectrometer was operated in electronic 

impact (EI) mode at 70 eV, scanning the 35-700 m/z range. Interface and source 

temperature were 280 ºC and 230 ºC, respectively. Acquisition was done using 

HPChem Station software (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA). Total polyphenol 
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content of the AP extract was 80.5%. The composition of the polyphenols was 3.63 mg 

quinic acid/g extract; 0.51 mg cumaric acid/g extract; 0.8 mg caffeic acid/g extract; 1.19 

mg phloretin/g extract; 28.33 mg phloridzin/g extract; 48.41 mg catechin isomer/g 

extract; 15.3 mg catechin derivate/g extract; 85.59 mg chlorogenic acid/g extract; and 

4.11 mg chlorogenic acid isomer/g extract.  

 

Animals. Male Wistar rats from CIFA (Center for Applied Pharmacobiology 

Research) of the University of Navarra (Pamplona, Spain) with an initial average weight 

of 333 ± 30 g were kept in an isolated room with a constantly regulated temperature 

between 21 and 23ºC and controlled humidity (50±10%) under a 12h/12h artificial 

light/dark cycle. Animals were randomly assigned into 3 different groups (n=10-12) and 

were fed a HFS diet with or without supplementation of AP plant extract (700mg/Kg 

body weight) during 8 weeks. Chow-fed rats were used as control group and were fed a 

standard pelleted diet from Harlan Ibérica (Barcelona, Spain) containing 20% of energy 

as proteins, 67% as carbohydrates (5% sucrose, 62% starch) and 13% as fat by dry 

weight (290 Kcal/100g). The composition of the HFS diet (473 Kcal/100g) from 

Research Diets (D12451, New Brunswick, NJ, USA) was 20% of energy as protein, 

35% as carbohydrates (18% sucrose, 10% maltodextrin and 7% starch) and 45% as 

lipids by dry weight. Rats had ad libitum water and food access, while body weight and 

food intake were recorded weekly. All the performed procedures agreed with the 

national and institutional guidelines of the Animal Care and Use Committee at the 

University of Navarra. 

 

Indirect calorimetry and activity measurements.  Oxygen consumption (VO2) 

and carbon dioxide production (VCO2) of individually-caged rats were measured during 

24 h using the Oxylet System (Panlab, Barcelona, Spain). Respiratory quotient (RQ) 

was calculated as the ratio of the volume of CO2 produced by the volume of O2 

consumed. Energy expenditure was calculated according to Weir equation: EE = 1.44 x 

VO2 x 1.44 x (3.815 + 1.23 x RQ). Locomotor activity was measured by continuous 

recording of spontaneous activity through extensiometric weight transducers placed 

below the home cage and the number of rearings was monitored by 2 dimensional 

infrared frames elements. Calculations were performed with the Metabolism 2.0 

software (Panlab, Barcelona, Spain). 
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Intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT). Rats were fasted overnight 

and after a baseline blood collection (time 0) 1 g/kg of glucose was injected 

intraperitoneally. Blood samples were collected from the tail vein at time 15, 30, 60, 

and 90 min after glucose challenge, and blood glucose level was estimated with a 

Medisense Optium glucometer (Abbot, Illinois, USA)    

 

Animal sacrifice and tissue collection. After finishing the experimental feeding 

period, rats were sacrificed, blood was collected from the trunk and serum stored at -

20ºC. Tissue samples of liver, muscles and retroperitoneal, mesenteric, epididymal and 

subcutaneous (inguinal) white adipose tissue (WAT) were isolated, weighed and 

immediately stored at -80ºC.   

 

Adipocyte isolation. After collecting the adipose tissue, epididymal WAT 

samples were cut into small pieces and the fragments were digested with collagenase I 

(2.5 mg/mL) at 37 ºC (Worthington Biochemical, Lakewood, NJ, USA) in Krebs-

Ringer bicarbonate buffer (KRBA) containing albumin (3.5 g/100 mL) and glucose (6 

mM) at 7.4 pH. The ratio of digestion solution for the adipose tissue mass was 2 mL/g. 

After 30 min of incubation under continuous vigorous shaking (60 cycles/min), the fat 

cells were filtered through a nylon mesh (400 µm) and washed three times with KRBA 

to eliminate the stroma-vascular fraction and collagenase. 

 

Lipolysis. Isolated epidydimal adipocytes were used to measure ex vivo 

lipolysis. Adipocytes were incubated in Krebs-Ringer HEPES buffer with or without  

10
-9 

M and 10
-6 

M isoproterenol (Sigma Chemical, St Louis, MO, USA) during 90 min 

at 37ºC. Lipolysis rate was evaluated by the determination of the amount glycerol 

released into the media per 100 mg of total lipids. Total lipid content was evaluated 

gravimetrically after extraction as described previously (21). 

 

Serum measurements. Using an automatized COBAS MIRA equipment 

(Rochel, Basel, Switzerland), circulating glucose levels (HK-CP kit; ABX Pentra, 

Montpellier, France), serum triglycerides (RANDOX triglycerides kit; Randox LTD 

Laboratories, Crumlin, UK), total cholesterol (Cholesterol-CP kit; ABX Pentra, 

Montpellier, France), serum glycerol (RANDOX glycerol kit; Randox LTD 
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Laboratories, Crumlin, UK) and free fatty acids values (NEFA-HR-2 kit; WAKO 

Chemicals GmbH, Neuss, Germany) were measured. Leptin and insulin quantification 

was performed by specific ELISA Kits (Linco Research, Missouri, USA and Mercodia 

AB, Uppsala, Sweden) in the automated ELISA immunoassay analyzer TRITURUS 

(Grifols International S.A., Barcelona, Spain). Finally, the homeostatic model 

assessment (HOMA), as an insulin resistance index, was calculated using the formula: 

[fasting insulin (µU/mL) x fasting glucose (mM)/22.5] as described elsewhere (22). 

 

Hepatic triglycerides measurement. Liver samples were homogenized at 50ºC 

in a lysis buffer containing NaCl 150mM, Tritón-X-100 0,1% and Tris 10mM pH8.  

After centrifugation, the infranatant was removed and used for the determination of 

triglycerides content by an enzymatic method (RANDOX triglycerides kit; Randox 

LTD Laboratories, Crumlin, UK). 

 

Muscle fat quantification. The fat content of gastrocnemius muscle samples 

was measured by quantitative nuclear magnetic resonance spectroscopy using the 

EchoMRI
TM

 system (Echo Medical Systems, TX, USA). 

 

Histological analyses. Small pieces of epidydimal and subcutaneous fat depots 

were kept in formaldehyde for histological analyses. These tissues were fixed and 

stained with hematoxylin/eosin, and acquired using AxioVision Zeiss Imaging software 

(AxioVision controls via software an Axio Imager M1 Zeiss microscope and an Insight 

AxioCamm ICc3 camera). The magnification in this case was 20x. The acquired images 

were stored in uncompressed 24 bit color TIFF format. Finally, these images were 

analyzed with an open source software (Adiposoft from CIMA, University of Navarra, 

http://sw.wikkii.com/wiki/Adiposoft/sw) in order to determine adipocyte diameters and 

adipose tissue cellularity. Adipocytes with diameters below 20 µm were not considered 

for analysis (23). Adipocyte number in each tissue was estimated according to 

Lemonnier et al (24,25). 

 

Gene expression assays. From frozen rat adipocytes and gastocnemius skeletal 

muscle tissue (-80ºC), total RNA was isolated by Trizol method (Invitrogen, CA, USA) 

and purified with the RNeasy kit (Qiagen, Germantown, MD, USA). cDNA was 

http://sw.wikkii.com/wiki/Adiposoft/sw
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synthesized using RT² First Strand Kit (Qiagen, Germantown, MD, USA). Next, 

quantitative real-time PCR was performed using a custom RT² qPCR Primer Assay 

(Qiagen, Germantown, MD, USA) designed for the study of important key genes 

expressed in adipocytes involved in different pathways related with obesity (see 

Supplementary Data: Table 1). For the study of skeletal muscle gene expression, 

specific Taqman probes for rat (Applied Biosystems, TX, USA) were used (Table 1). 

The assay was conducted using the ABI PRISM 7900 HT Fast Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, TX, USA). In order to normalize expression values, Gapdh 

mRNA levels were used as housekeeping for adipocytes RNA and 18S for 

gastocnemius muscle RNA. A genomic DNA control primer set was used to detect 

nontranscribed genomic DNA contamination. Changes in gene expression between 

groups were calculated using the 2
-ΔΔCt 

method and expressed as mean fold change of 

HFS and HFS+AP samples relative to control samples.  

 

 

 

 

Epigenetic studies. DNA was isolated from epididymal adipocytes by using the 

QiamP DNA Mini KIT (Quiagen, Germantown, MD, USA) and its quality was assessed 

with PicoGreen dsDNA Quantitation Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

Table 1. Analized genes in skeletal muscle.

RefSeq Gene Symbol Gene Name

NM_207587.1 Adipor1 Adiponectin receptor protein 1

NM_031349.2 Aplnr Apelin receptor

NM_031561.2 Cd36 CD36 molecule (thrombospondin receptor)

NM_013200.1 Cpt1b Carnitine palmitoyltransferase 1b

NM_001109615.1 Gys1 Glycogen synthase 1

NM_017080.2 Hsd11b1 Hydroxysteroid 11-beta dehydrogenase 1

NM_017071.2 Insr Insulin receptor

NM_012596.1 Lepr Leptin receptor

NM_012576.2 Nr3c1 Nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1

NM_053551.1 Pdk4 Pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4

NM_013196.1 Ppara Peroxisome proliferator activated receptor alpha

NM_013141.2 Ppard Peroxisome proliferator-activated receptor delta

NM_031347.1 Ppargc1a Peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1 alpha

NM_012751.1 Slc2a4 Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 4

NM_053565.1 Socs3 Suppressor of cytokine signaling 3

X03205 18S Eucaryotic 18S ribosomal RNA
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Genomic DNA was treated with bisulfite by using the EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen, 

Valencia, CA, USA) and DNA methylation was measured by SEQUENOM MALDI-

TOF mass spectrometry (26). For this purpose, primer pairs were designed to generate 

amplicons (300–500 bp) covering the relevant CpGs (Table 2).  

 

 

 

Statistics. All results are expressed as the average mean ± standard error. 

Statistical analyses were performed using the ANOVA test while DMS post-hoc was 

used to test differences between each group against HFS group. Association analyses 

were performed using the Pearson’s correlation test. A level of probability up at p0.05 

was set up as statistically significant and p0.01 as very statistically significant. For the 

statistical tests, SPSS software for Windows 15.0 was applied (Chicago, IL, USA).   

 

RESULTS              

Effect of AP supplementation on body weight, adiposity and food intake 

Consistent with our previous reports (24,27), feeding Wistar rats a HFS diet 

significantly increased body weight compared with a control diet (Figure 1A). 

Supplementation of HFS diet with AP prevented body weight (Figure 1A) and adiposity 

gain (Figure 1B) promoted by this obesogenic diet, without changes in food intake 

(HFS, 92.51.8 vs HFS+AP, 97.92.5 kcal/rat/day; n.s.). The effects of AP on the 

prevention of adipose tissue expansion were more pronounced in epididymal and 

mesenteric visceral fat depots (Figure 1B).  

 

 

Genes Forward primer (5' → 3') Reverse Primer (3' → 5') Nº of CpG sites Localizationa

Aebp1 GTTTGAGTAGGGATTTGGGTGGTAG TCCCTCTCCTAACAAACTTAAAACTC 37  -350 to +161

Aqp7 GTTGGAGTATGAGTTTTTGTTTTGG AAACCCCCTATACCCTAATCTAACC 7 +314 to +587

Lep TTTGTTATTTGTTTTTGGAATTGGT CCCCTCTTATAATTACCCCAATACA 32 -586 to -18

Plin GTTAGTTGAGTTTAGGATGGTTGGA TTTCTTCCCCTTATCTCTCCTAAAA 6 +33 to +437

Ppargc1a AATAAATGAGGTTGTTTGGTTGATT CAACCTCCCTTCTCCTATACAACTT 7 -710 to -134

Srebf1 GAATTTAGGTATTTTTGGGGG CAAAATAATAAAATACAAAATCCTCCC 39 + 9790 to +10080

a 
Localization respect to transcriptional start site.

Table 2. Primer sequences for quantitative analysis of the degree of DNA methylation using the MassARRAY system
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Effect of AP supplementation on metabolic parameters and tissue lipid 

accumulation  

 

AP was found to protect from HFS diet-induced hyperglycemia, hyperleptinemia and 

insulin-resistance (assessed by HOMA values), with a strong tendency to decrease 

insulin levels (Table 3). HFS intake resulted in higher hepatic weight and triglycerides 

content (Table 3). Even so, AP supplementation could not prevent these effects on liver 

(Table 3). No differences were found regarding muscle weight and gastrocnemius 

muscle fat accretion (Table 3). 
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Fig. 1.  Effect of apple polyphenols (AP) on body weight gain (A) and fat pad weights (B). 

Male Wistar rats were fed with high-fat-sucrose (HFS) diet supplemented with or without AP 

during 56 days. Data are means ± SE (n=10-12); * p < 0.05, ** p < 0.01 vs. control group. # p < 

0.05, ## p < 0.01 vs. HFS group. WAT, white adipose tissue; Sc, subcutaneous; Epi, 

epidydimal; Mes, mesenteric; Rp, retroperitoneal. 

 

 

 

 

Effect of AP supplementation on adipose tissue histology    

Results from histological studies demonstrated that HFS intake induced changes in 

cellularity of epididymal fat pad. These rats developed adipocyte hypertrophy, reflected 

with a decreased number of adipocytes per gram (Table 4). Supplementation of HFS 

with AP markedly reversed the enlargement of adipocyte volume induced by HFS diet 

intake and thereby increasing the number of adipocytes per gram (Table 4). A similar 

Biochemical measurements

Glucose (mmol/L) 5.45 ± 0.23 6.36 ± 0.28 * 5.50 ± 0.22 # <0.05

Triglycerides (mg/dL) 136.3 ± 15.0 100.6 ± 5.63 * 82.5 ± 4.91 <0.01

Total cholesterol (mg/dL) 64.0 ± 6.44 74.3 ± 3.54 63.5 ± 3.67 ns

Leptin (ng/mL) 9.12 ± 2.28 22.9 ± 3.69 ** 14.6 ± 2.60 # <0.001

Insulin (µU/mL) 7.59 ± 0.99 16.0 ± 1.38 ** 11.8 ± 1.27 t <0.05

HOMA-IR 2.18 ± 0.55 6.65 ± 1.19 ** 3.45 ± 0.60 # <0.01

Glycerol (µmol/L) 284.5 ± 19.8 223.6 ± 16.8

*

* 204.5 ± 9.3 <0.01

FFA (mmol/L) 0.98 ± 0.02 0.66 ± 0.04 ** 0.72 ± 0.05 <0.001

Tissue measurements

Liver weight (g) 9.50 ± 0.26 10.9 ± 0.46

*

* 10.3 ± 0.35 <0.05

Liver triglycerides (µmol/mg) 24.8 ± 1.43 49.4 ± 6.60 ** 44.8 ± 3.94 <0.01

Gastrocnemius muscle weight (g) 2.39 ± 0.05 2.48 ± 0.06 2.51 ± 0.07 ns

EDL muscle weight (g) 0.89 ± 0.02 0.95 ± 0.03 0.93 ± 0.03 ns

Soleus muscle weight (g) 0.17 ± 0.01 0.18 ± 0.01 0.18 ± 0.01 ns

Gastrocnemius muscle fat (%) 3.73 ± 0.16 3.80 ± 0.18 3.67 ± 0.15 ns

Table 3. Biochemical and tissue measurements of male Wistar rats fed with HFS diet with or without

supplementation of AP plant extract during 56 days
a

a
All the results are expressed as the mean ± SE. Statistical analyses were performed using ANOVA test and DMS test post-

hoc. *, p<0.05, **, p<0.01 vs Control; #, p<0.05, t, p<0,1 vs HFS. HFS, High-Fat-Sucrose; AP, Apple Polyphenols; HOMA-

IR, Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance; FFA, Free Fatty Acids; EDL, extensor digitorum longus.

MeanSE

Control (n=10) HFS (n=12) HFS+AP (n=12)

ANOVA                    

p-value
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pattern was observed in the subcutaneous adipose tissue although it was not statistically 

significant. 

 

 

 

 After that, the frequency distribution of adipocyte diameters was analyzed. A 

general shift towards higher proportion of large fat cells (diameter ˃110 µm) and lower 

proportion of medium adipocytes (diameter 60-80 µm) in the epididymal fat pad of HFS-

fed rats was found (Figure 2A). AP supplementation reversed this increase on the 

population of large adipocytes, especially on these fractions including very large cells, with 

diameters higher than 130 µm (Figure 2A). Indeed, the overall pattern of fat cell distribution 

in the epididymal adipose tissue of AP-supplemented group was about halfway between 

control and HFS group. Therefore, a variation in cell size (hypertrophy), rather than cell 

number (hyperplasia), accounted for differential fat pad weight between the groups. In 

contrast, we could not detect any significant changes in the adipocyte frequency 

distribution of subcutaneous depot between the 3 dietary groups (Figure 2B), although it 

was found a similar pattern than in the epididymal depot. 

Effects of AP supplementation on energy metabolism and locomotor activity 

Rats fed with HFS diet displayed decreased RQ than control rats, suggesting a higher 

utilization of fat as energy source (Figure 3A). These differences were especially 

important during the dark phase (12-h) period (Figure 3A). Nevertheless, no changes in 

Epididymal fat pad

Adipocyte density (x10
6 

cells/gr) 7.02 ± 0.13 4.50 ± 0.33 ** 5.71 ± 0.43 # <0.01

Adipocyte number (x10
6
 cells/pad) 74.7 ± 10.2 69.7 ± 2.20 63.9 ± 6.97 ns

Adipocyte volume (pL) 131.2 ± 2.37 208.3 ± 17.3 ** 150.8 ± 4.13 # <0.01

Subcutaneous fat pad

Adipocyte density (x10
6 

cells/gr) 8.48 ± 1.51 5.73 ± 0.96 8.40 ± 1.43 ns

Adipocyte number (x10
6
 cells/pad) 62.0 ± 7.23 73.6 ± 9.29 86.4 ± 19.9 ns

Adipocyte volume (pL) 127.8 ± 22.0 178.4 ± 36.6 121 ± 17.6 ns

Table 4. Cellularity of adipose tissue of Wistar rats fed with HFS diet with or without supplementation

of AP plant extract during 56 days
a

a
All the results are expressed as the mean ± SE. Statistical analyses were performed using ANOVA test and DMS

test post-hoc. **, p<0.01 vs Control; #, p<0.05 vs HFS. HFS, High-Fat-Sucrose; AP, Apple Polyphenols.

Mean±SE

Control (n=5) HFS (n=4) HFS+AP (n=5)

ANOVA                    

p-value
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energy expenditure were obtained (Figure 3B), even when corrected by lean mass (Ctrl, 

289.933.7 vs HFS, 314.821.6 vs HFS+AP, 326.032.5 Kcal/Kg lean mass/h; p˃0.1). 

RQ and energy expenditure were not affected by consumption of AP together with the 

HFS diet (Figure 3A, 3B).  

 

      A  

 
    B     

 

    

 
Fig. 2.  Effect of apple polyphenols (AP) on epidydimal (A) and subcutaneous (B) adipocyte 

size frequency distribution of male Wistar rats fed with high-fat-sucrose (HFS) diet 

supplemented with or without AP during 56 days. Data are means ± SE (n=4-5); * p < 0.05, ** 

p < 0.01 vs. control group. # p < 0.05 vs. HFS group. 
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When the spontaneous locomotor activity of the animals was measured (Figure 

3C), it was detected a higher number of activity counts in rats fed HFS diet compared to 

rats fed control diet, only during the light phase (12-h). This effect was not modified by 

AP supplementation. Finally, the number of vertical movements was used as a measure 

of rearing. There were not found significant differences between all groups concerning 

this variable (Figure 3D). 

A                                                                        B 

  
C                                                                          D 

     
 
Fig. 3. Effect of apple polyphenols (AP) on respiratory quotient (RQ) (A), energy expenditure 

(B), activity (C) and rearing (D) of male Wistar rats fed with high-fat-sucrose (HFS) diet 

supplemented with or without AP during 56 days. Data are means ± SE (n=6); *, p < 0.05; **, p 

< 0.01; t, p < 0.1 vs control group.  

 

Effect of AP supplementation on IPGTT 

AP supplementation reversed the increase in blood glucose levels observed in HFS-fed 

rats after the IPGTT. Thus, AP caused a significant decrease in serum glucose levels at 

30 mins after the intraperitoneal glucose load (Figure 4A) compared with the HFS 

group. Likewise, there was a significant decrease in the total area under the curve by AP 

(Figure 4B), almost to control levels. This finding suggests an important effect of AP on 

the improvement of glucose tolerance.  

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

24 hour light phase dark phase

A
v

e
r
a

g
e
 R

Q

Ctrl

HFS

HFS+AP

**
**

0

20

40

60

80

100

120

24 hour light phase dark phase

E
n

er
g

y
 e

x
p

en
d

it
u

re

(K
ca

l/
d

a
y

/K
g

^
0

.7
5

)

Ctrl

HFS

HFS+AP

0

50

100

150

200

250

300

350

24 hour light phase dark phase

A
ct

iv
it

y
 (

co
u

n
ts

/m
in

)

Ctrl

HFS

HFS+AP

*

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

24 hour light phase dark phase

N
um

be
r o

f r
ea

ri
ng

Ctrl

HFS

HFS+AP

t

t



 

 

IV. Resultados Página 130 
 

            A 

 
            B 

 
 

Fig. 4. Effect of apple polyphenols (AP) on glucose tolerance of male Wistar rats fed with high-

fat-sucrose (HFS) diet supplemented with or without AP during 56 days.  Glucose curves (A) 

and area under the curves (B) of a 90-min IPGTT are shown. For the IPGTT twelve-hour–fasted 

rats were acutely injected (intraperitoneally) with glucose. Data are means ± SE (n=5); * p < 

0.05, ** p < 0.01 vs control group. # p < 0.05, ## p < 0.01 vs HFS group. 

 

Effect of AP supplementation on adipocyte ex vivo lipolysis  

We further explored the lipolytic capacity of epididymal adipocytes from animals 

supplemented chronically with AP was studied (Figure 5). Glycerol release during basal 

lipolysis was not different between all groups. As expected, stimulation of lipolysis by 

isoproterenol (10
-6 

M) resulted in higher glycerol release by control adipocytes. 

However, HFS intake impaired the catecholamine-induced lipolytic activity of 

adipocytes. Interestingly, supplementation with AP tended to restore the lipolytic 

response of fat cells to isoproterenol stimulation.  
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Fig. 5. Effect of apple polyphenols (AP) on basal and isoproterenol-stimulated lipolysis of 

isolated epidydimal adipocytes from male Wistar rats fed with high-fat-sucrose (HFS) diet 

supplemented with or without AP during 56 days. Data are means ± SE (n=5); $, p < 0.05; t, p < 

0.1 vs the corresponding basal values. 

 

AP supplementation alters gene expression in WAT adipocytes while having no 

effects on skeletal muscle 

 

To examine AP-induced gene expression modifications in isolated epididymal 

adipocytes, a quantitative RT-PCR primer array was performed. This assay was 

designed by our group and included 43 genes involved in different pathways like 

adipogenesis, lipogenesis, lipolysis, inflammation, glucose metabolism, fatty acid 

oxidation or energy expenditure (see Supplementary Data: Table 1).  

Some genes were regulated by HFS feeding in adipocytes but supplementation 

with AP did not modify its expression (Figure 6). Thus, acetyl-coenzyme A carboxylase 

alpha (Acaca), stearoyl-coenzyme A desaturase 1 (Scd1) and fatty acid synthase (Fasn), 

three genes implicated in lipogenesis, were downregulated by HFS intake. Adiponutrin 

(Adpn), a lipase that have a role in energy mobilization and storage in adipocytes, was 

overexpressed in HFS group compared with control group. The mRNA levels of 

caveolin 1 (Cav1), a critical regulator of insulin signaling and lipid droplet biogenesis 

and metabolism, were also increased by HFS. Gene expression levels of 

monoacylglycerol lipase (Mgll) tended to be lower in adipocytes from HFS group as 

compared to control ones. Finally, uncoupling protein 2 (Ucp2) was significantly 

upregulated by HFS consumption. 
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Fig. 6. Effect of apple polyphenols (AP) on mRNA levels in isolated epidydimal adipocytes 

from male Wistar rats fed with high-fat-sucrose (HFS) diet supplemented with or without AP 

during 56 days. Results were normalized to GAPDH mRNA levels and expressed as fold 

change respect to controls (control set at unit). Data are means ± SE (n=5-6); ** p < 0.01 vs 

control group. #p < 0.05, ## p < 0.01 vs HFS group. See supplementary data: Table 1. 

 

mRNA levels of another set of genes were modified by both HFS and AP 

supplementation (Figure 6). Hence, gene expression levels of leptin were importantly 

upregulated by HFS whereas this effect was normalized by AP supplementation. The 

role of leptin in the regulation of energy expenditure and food intake has been clearly 

evidenced. The same pattern was observed for perilipin (Plin), which coats lipid storage 

droplets in adipocytes, and sterol regulatory element binding transcription factor 1 

(Srebf1) gene, a transcription factor important for sterol and triglycerides synthesis. 

Accordingly, we have found higher expression levels of Plin and Srebf1 in adipocytes 

from HFS-fed animals in comparison to control ones, while this increase was 

significantly abolished when animals were fed with HFS diet plus AP.  

Interestingly, some genes were only regulated by AP supplementation (Figure 

6). Thus, the transcriptional repressor of adipogenesis, adipocyte enhancer binding 

protein 1 (Aebp1), aquaporin 7 (Aqp7), that facilitates glycerol transport, and 

peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 alpha (Ppargc1a), 

implied in mitochondrial biogenesis and fatty acid oxidation were significantly 

overexpressed in the supplemented group compared with the HFS group. Finally, 
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although the ANOVA p-value was not statistically significant for adiponectin (p=0.091) 

we thought that it is important to point out the significant upregulation of adiponectin 

gene expression by AP compared to HFS (p=0.034), considering its role on insulin 

sensitivity.        

Given that AP supplementation led to improvement of insulin resistance, we 

investigated whether these effects could be the result of altered gene expression in 

skeletal muscle, since is a key tissue responsible for maintenance of normal glucose 

homeostasis. HFS significantly decreased the expression levels of apelin receptor 

(Figure 7) in gastrocnemius muscle. However, AP supplementation was not able to 

modify the expression of none of the genes studied (Figure 7).   

 

Fig. 7. Effect of apple polyphenols (AP) on mRNA levels in gastrocnemius muscle from male 

Wistar rats fed with high-fat-sucrose (HFS) diet supplemented with or without AP during 56 

days. Results were normalized to 18S mRNA levels and expressed as fold change respect to 

controls (control set at unit). Data are means ± SE (n=5-6); * p < 0.05 vs control group.  

 

Changes in DNA methylation by HFS diet intake and AP supplementation  

In order to achieve a deeper understanding of the regulation of gene expression by AP, 

an epigenetic study was conducted in isolated epidydimal adipocytes. With this purpose, 

we measured the methylation pattern in the promoters of these genes which expression 

levels had been modified by AP supplementation (Figure 8 and Supplementary Data: 

Figure 1). We found significant changes in the degree of DNA methylation of 3 CpG 

sites of Aqp7 promoter (Figure 8). HFS intake resulted in hypomethylation of these 
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CpG sites whereas supplementation with AP reversed these effects. The opposite 

pattern was found in 2 CpG sites of leptin promoter, with increased methylation in HFS 

group and significant decreased methylation (CpG22) in AP group. Notably, AP could 

also modify the percentage of DNA methylation in one CpG site of Srebf1 and 

Ppargc1a promoters, two important transcription factors involved in adipocyte 

metabolism. 

 

Concerning the possible relationship among the degree of methylation of CpG 

sites and the previously analyzed gene expression levels, we found a significant 

correlation especially between Lep_CpG22 methylation degree and leptin gene 

expression and also between Aqp7 promoter total methylation and Aqp7 expression 

levels. Additionally, there was a negative correlation between total Aqp7 methylation 

and Lep_CpG22 methylation levels. Finally, correlations analyses revealed other 

important associations, especially between Aqp7 methylation levels and gene 

expression, biochemical and phenotypic parameters. Thus, epidydimal fat mass was 

significantly and negatively correlated with Aqp7_CpG4 methylation. Interestingly, 

Aqp7_CpG4 percentage methylation was inversely correlated with insulin plasmatic 

levels and leptin mRNA levels.  
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Fig. 8. Effect of apple polyphenols (AP) on the percentage of methylation (A) of specific CpG 

dinucleotides in gene promoters of isolated epidydimal adipocytes from male Wistar rats fed 

with high-fat-sucrose (HFS) diet supplemented with or without AP during 56 days. (B) 

Correlation analyses between percentage of DNA methylation and gene expression levels (R, 

Pearson’s correlation coefficient). Data are means ± SE (n=5-6); * p < 0.05, ** p < 0.01 vs 

control group. # p < 0.05, ## p < 0.01 vs HFS group. See supplementary data: Figure 2. 
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DISCUSSION    

                   

The results of the present study demonstrated that AP supplementation 

prevented HFS diet-induced body weight gain, fat accretion and adipocyte hypertrophy 

as well as the associated metabolic disturbances in Wistar rats. These findings were 

accompanied by changes in the expression of adipocyte-related genes and DNA 

methylation of their promoters. Therefore, we have shown that AP could be useful for 

the prevention and treatment of obesity and its related complications.  

 

 The effects of AP on adiposity could not be attributed to a reduction in food 

intake, since the extract did not induce differences in energy intake between groups. 

Similar findings have been previously described by other groups. Thus, Nakazato K et 

al (17) showed that rats fed with chow diet supplemented with 5% AP extract during 3 

weeks exhibited lower visceral fat weight, without changes in food intake. Ohta Y et al 

(18) described a reduction of mesenteric adipose tissue in Sprague-Dawley rats fed with 

a high-fat diet plus 1% of apple procyanidins during 9 weeks. The dose of AP used in 

our study (700mg/Kg body weight) corresponds to 1.5% (per 100g of food) 

approximately. Actually, the extract of AP used in our investigation exhibited a more 

pronounced effect on adiposity with a similar dose, as it was able to reduce significantly 

body weight gain as well as subcutaneous and all visceral fat depots weight. However, 

we could not find any effects on liver fat accumulation.  

 

The mechanisms underlying the anti-obesity effect of AP has not been 

extensively studied. Hence, one of the major goal of this work was to clarify how such 

an effect may be mediated. In this way, prevention of adipose tissue accumulation by 

AP was in accordance with the attenuation of epidydimal adipocyte hypertrophy, 

indicating that AP affects adiposity mainly through a reduction in fat cell size. Although 

we could not find significant differences in subcutaneous tissue cellularity between the 

dietary groups, a similar pattern was observed. These effects could be mediated through 

the increased capacity of these adipocytes to respond to catecholamine-induced 

lipolysis, since this represent a higher rate of triglyceride hydrolysis, increased 

mobilization of stored lipids and consequently reduced adipocyte volume (28). In this 

way, it is well known that stimulated lipolysis is impaired in obesity (21,29) supporting 
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our results. Moreover, other polyphenols have been reported to decrease β-adrenergic 

mediated lipolysis mainly via ERK1/2 and PKA signaling (30,31). On the other hand, 

the suppressed hyperleptinemia observed in the AP-supplemented rats might be due to 

the reduction in the number of large adipocytes as well as the reduction of total adipose 

mass per se, given that leptin is known to be almost exclusively released from 

adipocytes in proportion to adipocyte volume (32). 

 

One of the potential mechanisms implicated in obesity prevention is the 

stimulation of energy expenditure (33). For this reason, we performed an indirect 

calorimetry study but we did not found any modifications induced by AP ingestion. 

Therefore, we cannot explain the effects of AP on body weight and adiposity by 

differences in energy expenditure. Moreover, AP did not modulate physical activity and 

vertical movement (rearing) of the animals. As expected, HFS feeding increased fat 

oxidation, reflected by lower RQ levels. Nevertheless, AP intake did not reflect 

alterations in substrate oxidation.  

 

 In addition to protecting rats from HFS-induced obesity, AP supplementation 

normalizes glucose levels and HOMA index. In this context, quercetin and phloridzin, 

polyphenols found in apples, have reported to decrease intestinal glucose uptake (34,35) 

while quercetin also improved 3T3-L1 glucose uptake (36). The diminished population 

of larger-sized adipocytes in rats supplemented with AP could explain this improvement 

of glucose tolerance, as it has been seen that adipocyte size is related with insulin 

resistance (37) and that large adipocytes exhibit lower insulin-stimulated glucose 

oxidation (38). These results together with the amelioration of glucose tolerance 

observed during the IPGTT suggest that AP could be used as a functional ingredient for 

the treatment of insulin resistance and diabetes.  

 

We next attempted to delineate the mechanisms by which AP reduce adiposity. 

For this reason, we analyze the expression of adipocyte specific genes. Thus, the 

enhanced expression of the transcriptional repressor of adipogenesis, Aebp1, described 

in the AP-supplemented group, could indicate an inhibitory role of AP on adipogenesis. 

Remarkably, it has been previously described that in preadipocytes, Aebp1 mRNA 

levels are modulated by some plant extracts (39). Aebp1 is involved in the 
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differentiation of preadipocytes into mature adipocytes through its modulatory effect on 

MAPK activation and its interaction with the fatty-acid binding protein, important for 

the transport of fatty acids within the adipocyte (40). However, no changes in other key 

transcription factors related with adipogenesis, like PPARγ or CEBPα were evidenced. 

Other polyphenols like procyanidins (41,42), present in apples, exhibited an inhibitory 

action on the differentiation of preadipocytes into mature adipocytes in vitro.  

 

AP significantly reduced the expression levels of Srebf1, but unexpectedly, the 

expression of its lipogenic target genes was not modified. In this way, it has been shown 

that mRNA levels of Srebf1 do not always coincide with changes in adipose lipogenic 

gene expression (43,44). Even so, Srebf1 also participates in the control of adipogenesis 

(45) while it has been shown that other polyphenolic extracts inhibited adipocyte 

differentiation through downregulation of Srebf1 (46,47). Decreased Srebf1 expression 

could be a direct effect of the lower insulin levels of AP-supplemented rats, since we 

know that Srebf1 is regulated by this hormone. 

 

Ppargc1a is another transcription factor that was upregulated by AP. Ppargc1a is 

implied in mitochondrial biogenesis and fatty acid oxidation (48). Furthermore, it has 

been shown that Ppargc1a is involved in the regulation of adipokines, inasmuch it was 

able to modulate apelin gene expression and release in human white adipocytes (49). 

We propose that adipocytes from AP-supplemented rats displayed increased oxidation 

of fatty acids, partially derived from diet and partially from triglyceride hydrolysis. In 

this sense, we know that endogenous fatty acids in adipocytes are actively oxidized and 

that increased partitioning of fatty acids towards oxidation is in association with 

increased lipolysis (50). Besides, it has been seen that induction of lipolysis in white 

adipocytes and stimulation of the expression of Ppargc1a in brown adipocytes are both 

activated via the β(3)-adrenergic receptors (51). Concomitantly, the increase in 

Ppargc1a mRNA expression could indicate a partial shift from a white to brown adipose 

tissue phenotype (52). 

 

Perilipin shapes lipid droplet structure, modulates the access of lipases to the 

lipid droplet surface and acts as obesity-related gene (53). Perilipin was found to be 

overexpressed in adipocytes from HFS animals while supplementation with AP 
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reversed this effect. Higher expression of perilipin levels are related with increased 

adipogenesis and higher lipid droplets size (54). In this sense, decreased mRNA levels 

of perilipin in adipocytes from AP-supplemented rats could indicate again an inhibition 

of adipogenesis by AP. Similar results have been reported in primary human adipocytes 

treated with the polyphenol genistein (46).  

 

Aqp7 mRNA levels were also upregulated by AP intake. Aqp7 is known to 

modulate adipocyte glycerol and water permeability thereby controlling triglyceride 

accumulation and glucose homeostasis (55). In fact, it has been seen that adipocytes 

from Aqp7-knockout mice were larger and exhibited accumulation of triglycerides 

compared with wild-type mice adipocytes (56). Accordingly, overexpression of aqp7 

could help to explain the increased glycerol released observed in the ex vivo lipolysis 

experiments and the smaller size of the adipocytes of AP-fed rats.  

 

AP supplementation reversed the increased leptin expression levels induced by 

HFS feeding. The role of leptin in the regulation of energy expenditure and food intake 

(57,58) has been clearly evidenced. As we have discussed before, serum leptin levels 

are linked to body fat content. Results of leptin gene expression are in line with the 

decreased circulating leptin levels and reflect the reduced fat mass observed in AP-

supplemented animals. 

 

Regarding the results obtained on skeletal muscle, we have found a significant 

reduction of apelin receptor expression in the gastrocnemius muscle of HFS-fed rats. 

This finding agrees with the results presented by Dray et al, who have described the 

same effect on HF-fed and db/db mice, indicating a state of impaired insulin sensitivity 

(59). The lack of modifications on muscle gene expression induced by AP suggests that 

the improvement of obesity and insulin resistance observed in AP-supplemented rats 

might be explained by a direct effect of AP on WAT adipocytes instead of an effect on 

muscle tissue. 

 

 DNA methylation is involved in the control of gene expression together with 

other epigenetic processes such as histone modifications and miRNAs (60). Some 

studies have evidenced a role of AP on the modulation of DNA methylation in relation 
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with its chemopreventive properties. Thus, Fini et al. discovered that treatment with an 

AP extract resulted in demethylation of some tumor suppressor and age-related genes in 

vitro (61) and in vivo (62). Our group has reported previously that leptin promoter is 

modulated by high-fat diet, inducing an increase in the methylation of the CpG at the 

position –443 (63). Now, we describe an increase in leptin CpG (position -292 and -

198) metyhlation by HFS diet and a reduction of methylation to normal values by AP in 

the CpG at the position -198. Likewise, other groups have described an epigenetic 

regulation of leptin expression by gestational impaired glucose tolerance (64) and 

perinatal undernutrition (65). We have also observed an increase of Ppargc1a promoter 

methylation by AP. Different studies have evidenced an epigenetic control of Ppargc1a 

gene expression by high-fat overfeeding (66) and physical inactivity (67) in human 

muscle and an association between insulin resistance and liver Ppargc1a DNA 

methylation in patients with nonalcoholic fatty liver disease (68). On the other hand, we 

have reported for the first time an epigenetic regulation of Aqp7 gene promoter both by 

HFS diet and AP and of Srebf1 by AP, pointing out these genes as potential candidates 

for future epigenetic studies. 

 

Looking at the results of association analysis, only Aqp7 and Leptin promoter 

methylation levels were significantly correlated with the corresponding gene expression 

levels. So, we hypothesize that DNA methylation might play a role in the transcription 

of Aqp7 and Leptin, whereas regulation of Srebf1 and Ppargc1a could be mediated by 

other processes. Methylation of CpG rich sequences in gene promoter regions usually 

repress gene expression by interfering with binding of proteins required for 

transcription. Unexpectedly, we found that DNA methylation was positively correlated 

with gene expression. However, it has been proposed that if DNA methylation occurs 

on negative regulatory elements in the promoter, the transcriptional activity could be 

increased. Thus, hypomethylation of positive regulatory sequences as well as 

hypermethylation of negative regulatory sequences may result in higher levels of gene 

expression (69). Finally, the inverse correlation observed between Aqp7_CpG4 

percentage methylation and insulin levels as well as leptin expression are especially 

relevant because it has been described recently that leptin and insulin directly regulates 

Aqp7 expression through the PI3K/Akt/mTOR pathway in cultured adipocytes (70). 
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Similar doses of AP have been used in other animal studies (17,18,71) and no 

adverse effects have been reported. However, extrapolation from animal studies to the 

human situation is difficult. Therefore, before human intervention trials are designed to 

evaluate the effects of polyphenols on human obesity a safety assessment of the applied 

dose should be performed. 

 

Taken together, our results demonstrated that AP extract exerts potent anti-

obesogenic and anti-diabetic effects through a direct activity on adipocytes modulating 

β-adrenergic stimulated lipolysis as well as adipogenic, lipolytic and oxidative-related 

genes. Furthermore, some of these genes could be subjected to epigenetic regulation. 

Recently, it has been discovered that the major polyphenol found in green tea, (-)-

epigallocatechin gallate, exerts some of its antiadipogenic actions through the 67-kDa 

laminin receptor in adipocytes (72). Therefore, it would be interesting to investigate 

whether AP could act trough a specific adipocyte receptor. In conclusion, this study 

highlights AP extract as a promising functional food ingredient for the management of 

obesity and its metabolic complications. 

 

 

ABBREVIATIONS USED 

 

AP     Apple polyphenols 

DIO        Diet-induced obesity 

HFS        High-fat-sucrose 

IPGTT     Intraperitoneal glucose tolerance test 

RQ          Respiratory quotient 

WAT       White adipose tissue 

HOMA    Homeostatic model assessment 
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RefSeq Gene Symbol Gene Name Pathway

NM_022193 Acaca Acetyl-coenzyme A carboxylase alpha 0.476 ** 0.544 0.002 † Lipogenesis

NM_016987 Acly ATP citrate lyase 1.216 1.226 0.611 Lipogenesis

NM_001007144 Adfp Adipose differentiation related protein 0.955 1.207 0.775 Lipogenesis/Lipolysis

NM_144744 Adipoq Adiponectin, C1Q and collagen domain containing 0.767 1.132 0.091 Inflammation/Glucose metabolism

XM_217006 Adpn Adiponutrin 1.473 ** 1.771 0.001 † Lipogenesis/Lipolyisis

XM_223583 Aebp1 AE binding protein 1 0.734 2.054
##

0.005 † Adipogenesis

NM_134432 Agt Angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, clade A, member 8) 0.865 1.691 0.179 Adipogenesis

NM_031612 Apln Apelin 0.998 1.324 0.440 Inflammation/Glucose metabolism

NM_019157 Aqp7 Aquaporin 7 0.832 1.366
##

0.020 † Glycerol metabolism/Lipolysis/Lipogenesis

NM_031556 Cav1 Caveolin 1, caveolae protein 1.476 ** 1.553 0.005 † Glucose metabolism/Lipogenesis

NM_031530 Ccl2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 1.258 1.594 0.369 Inflammation

NM_031561 Cd36 CD36 molecule (thrombospondin receptor) 1.060 1.504 0.155 Inflammation/FA transport

NM_080782 Cdkn1a Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) 0.889 1.955 0.165 Adipogenesis

NM_031762 Cdkn1b Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B 0.922 1.195 0.398 Adipogenesis

NM_182735 Cdkn1c Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (P57) 1.441 1.750 0.061 Adipogenesis

NM_012524 Cebpa CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha 1.292 1.339 0.138 Adipogenesis

NM_024125 Cebpb CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta 0.996 1.298 0.591 Adipogenesis

NM_053437 Dgat1 Diacylglycerol O-acyltransferase homolog 1 (mouse) 1.267 1.545 0.034 † Lipogenesis

NM_053365 Fabp4 Fatty acid binding protein 4, adipocyte 1.175 1.539 0.169 Adipogenesis

NM_017332 Fasn Fatty acid synthase 0.320 * 0.385 0.045 † Lipogenesis

NM_001003710 Gpr77 G protein-coupled receptor 77 0.865 1.412 0.550 Lipogenesis

NM_012735 Hk2 Hexokinase 2 1.397 0.790 0.409 Glucose metabolism

NM_013083 Hspa5 Heat shock protein 5 1.107 1.396 0.165 Inflammation

NM_012589 Il6 Interleukin 6 0.843 0.780 0.849 Inflammation

NM_013076 Lep Leptin 2.190 ** 1.709
#

0.000 † EE/Inflammation/Lipolysis

NM_012859 Lipe Lipase, hormone sensitive 1.183 1.710 0.039 † Lipolysis

NM_012598 Lpl Lipoprotein lipase 0.939 1.155 0.578 Lipid storage

NM_138502 Mgll Monoglyceride lipase 1.369
t

1.591 0.022 † Lipolysis

NM_177928 Nampt Nicotinamide phosphoribosyltransferase 0.713 1.067 0.489 Inflammation

XM_221724 Nrip1 Nuclear receptor interacting protein 1 1.054 1.226 0.443 Lipolysis

NM_198780 Pck1 Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (soluble) 0.822 1.070 0.302 Glucose metabolism

NM_053551 Pdk4 Pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 0.748 1.433 0.173 Glucose metabolism

NM_013094 Plin Perilipin 1.634 ** 1.201
##

0.002 † Lipolysis, adipogenesis

XM_341960 Pnpla2 Patatin-like phospholipase domain containing 2 1.353 1.066 0.106 Lipolysis

NM_013124 Pparg Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 1.171 1.245 0.749 Adipogenesis

NM_031347 Ppargc1a Peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1 alpha 0.765 1.721
##

0.028 † EE/FA oxidation

NM_012637 Ptpn1 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 1 1.366 1.658 0.149 Glucose metabolism

NM_144741 Retn Resistin 1.285 0.745 0.118 Inflammation

NM_139192 Scd1 Stearoyl-Coenzyme A desaturase 1 0.394 ** 0.478 0.024 † Lipogenesis

XM_228146 Sirt1 Sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 1 1.350 1.609 0.086 Adipogenesis/Lipolysis

XM_213329 Srebf1 Sterol regulatory element binding transcription factor 1 1.746 ** 0.558
##

0.006 † Adipogenesis/Lipogenesis

NM_012675 Tnf Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) 0.942 1.121 0.871 Inflammation

NM_019354 Ucp2 Uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton carrier) 2.056 ** 1.483 0.030 † EE/FA oxidation/Glucose metabolism

NM_017008 Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase HSK HSK

NM_017314 Ubc Ubiquitin C HSK HSK

NM_031144 Actb Actin, beta HSK HSK

NM_017101 Ppia Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) HSK HSK

U26919 RGDC Rat Genomic DNA Contamination GDC GDC

Table 1. ANOVA p-value, fold change and implicated pathways of all the genes included in the RT² qPCR Primer Assay, designed for the study of gene expression levels in adipocytes from 

male Wistar rats fed with HFS diet supplemented with or without AP during 56 days.

aAll the results w ere normalized to GAPDH mRNA levels and expressed as fold change respect to controls. Statistical analyses w ere performed using ANOVA test and DMS test post-hoc. *, p<0.05, **, p<0.01, t, p<0,1 vs Control; #, p<0.05,  ##, p<0.01 

vs HFS; † , ANOVA p<0.05. HFS, High-Fat-Sucrose; AP, Apple Polyphenols; FA, Fatty Acids; EE, Energy Expenditure; HSK, Houskeeping; GDC, Genomic DNA Control.

HFS vs Ctrl HFS+AP vs Ctrl

Fold Change p-value
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Chr 4, NC_005103.2:
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Chr 14, NC_005113.2:
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AATAAATGAGGTTGTTTGGTTGATTAAATAAGAAAAGAAAGAAGGAAAGAAAGAAAGGAAGGAAGAAAGAAAGGAAGGAATAGGGAAAAGAAAGAAGGAAGGAAAGAAAGAAAGAA

AAAAGGGGGATTCGTTGTTTTTAAATATTTTTTTAATAGGGAGAAAAAAAAGAATTTTATGGAAACGTATTATATGAGGAGTTTTTGTTTTAGTTTTAAGTTGAGTTTGGGTTTATTCGGAA

ATTAGTTTTTAAAGTATATATATTTTAGGTAAGGGTGTAGTTATTGTGTTAGTAATAGAGGATTTTTGTTGTTTGTTTGTTTTGGATATAAGGTAAATTAAAAAAAAAGATTGTAGGAGATTT

GAGTTATTATATGATTAGGGTTTCGGTTTAGAGTTGGTGGTATTTAAAGTTGGTTTTAGTTATAGTGTGATGTTTGAAGTTTTTTAAAGGTTAAGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTATTTTTTTTTTT

TTTTTAAGCGTTATTTTATTGAGGTAGAGGGTTGTTTCGGAGTGACGTTAGGAGTTTGAGTAGTAAGTTGTATAGGAGAAGGGAGGTTG

-710 -134  

-710

-134 

1 2 3

4

5 6 7

0

10

20

30

40

50

60

70

CpG_1 CpG_3 CpG_4 CpG_6 CpG_7

D
N

A
 m

e
th

yl
at

io
n

 (
%

)

Control

HFS

HFS+M

#

Chr 10, NC_005109.2: 
46,473,441-46,473,856

GAACCCAGGCACTTCTGGGGGGGGGGGGGGTGGTTGCCTGTGCGGCAGGGGCTGGGACGGCAGTGACCGCCAGTAACCCCGGCGCGCGCTGGCGCAGTTGCGGTTAAAGGCGGACGC

CCGCTAGTAACCCCGGCCCCATTCAGAGCACCCGGTGAAACCCGAGCTGCTGCCGTCGGGGGTGGGCGGGGCCTTATTGGGGCGCGGCGCGGCTGCTGATTGGCCATGTGCGCTCACCC

GAGGGGCGGGGCACGGGGGCGCTCAGCGGGCTTTAAAGCCTGGCGGGGCCTGACAGGTGAAATCAGCGCGGACGCTGTAGGGGTAGCGTCTGCACGCCCTAGGGGCGGGGCGCGGA

CGACGGAGCCATGGATTGCACATTTGAAGGTACTTTGGGGAGGACCCTGCACTCTATTACTTTG

+9790 +10080 

+9790

+10080 

1 2 3 4 5 6 7 8 10 11

12 13 14 16 17 18 1920 2122 24

25 26 27 28 29 3230 31

15 23

33 34 35 36 37

38 39

9

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

D
N

A
 m

e
th

yl
at

io
n

 (
%

)

Control

HFS

HFS+M

#



 

 

IV. Resultados Página 155 
 

 
Figure 1. Nucleotide sequences of the CpG island in genes promoter regions showing 

individual CpG dinucleotides; effect of apple polyphenols (AP) on the percentage of 

methylation of CpG dinucleotides in gene promoters of isolated epidydimal adipocytes from 

male Wistar rats fed with high-fat-sucrose (HFS) diet supplemented with or without AP during 

56 days. (A) Aebp1 gene promoter, (B) Aqp7 gene promoter, (C) Lep gene promoter, (D) Plin 

gene promoter, (E) Ppargc1a gene promoter, (F) Srebf1 gene promoter. Data are means ± SE 

(n=5-6); * p < 0.05, ** p < 0.01 vs control group. # p < 0.05, ## p < 0.01 vs HFS group. 
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1. Discusión General 

Una creciente evidencia científica confirma los efectos beneficiosos de los polifenoles 

frente a distintas enfermedades, lo cual está generando un gran interés entre los 

investigadores para conocer los mecanismos implicados y entre las industrias 

alimentarias y farmacéuticas con el fin de desarrollar nuevos productos ricos en 

polifenoles en forma de suplementos o como parte de alimentos funcionales [1]. En 

efecto, los alimentos funcionales que ayuden a prevenir y/o tratar la obesidad y las 

enfermedades relacionadas pueden ser una ayuda complementaria a la restricción 

dietética y al incremento en la actividad física [2]. Según la Plataforma Tecnológica 

Europea (ETP), creada para fortalecer la competitividad de la industria agroalimentaria 

europea a través del conocimiento y la innovación [3], la prioridad en el campo de los 

alimentos funcionales es el estudio de la relación entre los componentes de la dieta y las 

funciones cerebral, inmune, gastrointestinal y metabólica (obesidad y enfermedades 

metabólicas relacionadas). Además, la ETP propone el uso de las tecnologías “ómicas” 

como una de las principales estrategias para alcanzar estos objetivos [3]. Estas 

tecnologías pueden proporcionar información acerca de los mecanismos de acción de 

sustancias bioactivas presentes en los alimentos. Por otra parte, se precisan 

investigaciones de diversas especialidades, incluyendo estudios fisiológicos, 

bioquímicos, epidemiológicos, fisiopatológicos y de química alimentaria. A partir de los 

resultados de estos estudios se pretende demostrar que un alimento funcional presenta 

relevancia biológica, un elemento clave para poder acreditar una declaración de salud 

[4]. Para ello, se precisa confirmar que la ingesta del compuesto conlleva a la alteración 

de marcadores que se encuentran en una determinada ruta metabólica que regula un 

proceso sobre el que pretendemos un efecto beneficioso y en segundo lugar, que esta 

alteración tiene un impacto clínico.   

Los datos disponibles en la literatura científica muestran evidencias de las propiedades 

saludables de los polifenoles [5,6,7,8,9,10]. Los efectos de estas moléculas sobre la 

obesidad y el síndrome metabólico se han descrito anteriormente tanto en modelos 

humanos como en animales [11,12,13,14,15]. Así, se han reconocido propiedades 

beneficiosas de ciertos polifenoles como la floridzina [16] y otros flavonoides [17] en el 

metabolismo de la glucosa, mientras que se han observado mejoras en el perfil lipídico 

en ratones knockout para apoE suplementados con una mezcla de polifenoles [18]. Por 
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otra parte, los efectos de los polifenoles sobre la adiposidad hasta el presente no son del 

todo concluyentes. En este contexto, diversos estudios realizados en modelos animales 

sobre las propiedades antiobesogénicas del EGCG presente en el té verde [19] han 

resultado ser prometedores y han mostrado que el EGCG posee efectos preventivos en 

la ganancia de peso y la acumulación de masa grasa. Además, estos hallazgos se ven 

respaldados por los resultados obtenidos en estudios en humanos [11,15,20], aunque 

todavía existen interrogantes sobre los mecanismos implicados en estas acciones, así 

como en las relaciones dosis-respuesta. Otros polifenoles han demostrado ciertos 

beneficios en la obesidad, como la curcumina [13] o los polifenoles presentes en el café 

[14]. Sin embargo, otros trabajos indican un efecto nulo de ciertos polifenoles o 

combinaciones de ellos en el peso corporal y la adiposidad [21,22]. De este modo, la 

suplementación de ratas obesas Zucker fa/fa con procianidinas procedentes de semillas 

de uvas durante 18 semanas no reveló cambios en la adiposidad [22], mientras que la 

ingesta de chocolate negro enriquecido en polifenoles durante 4 semanas, aunque 

disminuyó los niveles plasmáticos de glucosa, no indujo cambios antropométricos 

relevantes en los pacientes con sobrepeso y obesidad [21].    

El presente trabajo pretende identificar un extracto vegetal rico en polifenoles 

beneficioso para la prevención de la ganancia de peso, la adiposidad y los cambios 

metabólicos asociados a la obesidad, además de estudiar los mecanismos implicados en 

sus efectos. El extracto en cuestión podría considerase susceptible de ser utilizado como 

ingrediente para la elaboración de alimentos funcionales destinados a la prevención de 

la obesidad. 

2. Modelos de obesidad inducida por la dieta en ratas Wistar 

El primer objetivo de la Tesis Doctoral fue el desarrollo de un modelo de obesidad 

inducida por la dieta en ratas Wistar macho con unas características fenotípicas precisas 

para el estudio de las propiedades antiobesogénicas de distintos compuestos bioactivos 

así como identificar biomarcadores clave en el control de peso corporal y la obesidad. 

En el capítulo 1 se estudió el efecto de tres dietas con distinta composición nutricional 

en el desarrollo de la obesidad: una dieta alta en grasas (High-fat, HF), una dieta alta en 

grasas y sacarosa (High-fat-sucrose, HFS) y una dieta alta en sacarosa (High-sucrose, 

HS). Las tres dietas fueron capaces de incrementar la adiposidad, consistente con la 
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presencia de hiperleptinemia en los tres grupos, que presentó niveles proporcionales a la 

cantidad de sacarosa de la dieta. El mismo patrón se observó con los niveles de insulina. 

La relación observada entre la distribución de los macronutrientes en la dieta y la 

leptinemia podría estar mediada por la acción de la insulina, ya que se ha descrito que 

esta hormona regula la expresión de la leptina mediante una acción directa en los 

adipocitos [23]. Además, se ha determinado que en pacientes con diabetes tipo 2, el 

tratamiento con insulina aumenta los niveles de leptina los cuales preceden el aumento 

de peso corporal [24]. Por otra parte, la presencia de insulino-resistencia determinada 

por el índice HOMA-IR sólo se detectó en los grupos alimentados con dieta HFS y dieta 

HS. Finalmente, y aunque el metabolismo lipídico se vio afectado solamente por la dieta 

HS, se consideró que el mejor modelo de obesidad fue el inducido por la dieta HFS por 

presentar características comunes a la obesidad humana como el incremento del tejido 

adiposo, hiperleptinemia, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina, además de tener 

una composición nutricional más parecida a la dieta hipercalórica consumida en los 

países occidentales [25].  

Los resultados de celularidad obtenidos con el programa Adiposoft (software open 

source en colaboración con la Unidad de Morfología e Imagen del Centro de 

Investigaciones en Medicina Aplicada de la Universidad de Navarra; CIMA) 

permitieron realizar un exhaustivo análisis histológico del tejido adiposo. El diseño del 

programa fue motivado por la necesidad de determinar las causas de los cambios en la 

celularidad del tejido adiposo y la localización específica de estos cambios, de una 

manera rápida y sencilla [26,27,28]. Estos factores son esenciales para estudiar los 

mecanismos que conducen a la obesidad y enfermedades metabólicas en modelos 

animales. Desafortunadamente, las técnicas no invasivas como la resonancia magnética 

o la tomografía computarizada por rayos X no permiten proveer información sobre la 

celularidad del tejido adiposo [29]. Por eso, se precisan técnicas ex vivo como el análisis 

de células en suspensión, citometría de flujo o análisis histológicos en cortes de tejido 

teñidos, por microscopía óptica o electrónica [30,31,32]. Sin embargo, estas técnicas 

presentan numerosas dificultades como la complejidad de aislar los adipocitos mediante 

colagenasa, debido a la fragilidad de éstas células, o la necesidad de analizar 

manualmente las imágenes histológicas captadas por microscopía para contar el número 

y medir el diámetro de cada célula. El diseño de Adiposoft por tanto, significa la 

aparición de una herramienta automática para cuantificar la celularidad del tejido 
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adiposo, que reduce el  tiempo y el esfuerzo en comparación con las técnicas usadas 

habitualmente y facilita la determinación del diámetro, volumen, área y número de los 

adipocitos en una gran cantidad de imágenes. Además, el hecho de que el análisis sea 

independiente del usuario proporciona resultados mucho más objetivos. La validación 

del programa se realizó comparando con los resultados obtenidos en adipocitos en 

suspensión y del análisis manual de muestras histológicas. 

Los resultados obtenidos por Adiposoft demostraron como el tejido adiposo 

retroperitoneal es histológicamente diferente del mesentérico y el subcutáneo, 

presentando una mayor proporción de adipocitos de tamaño grande en condiciones 

basales, de acuerdo con los resultados obtenido por Lopes y col [33]. Además, el 

consumo de la dieta HS desencadenó una hiperplasia de las células del tejido adiposo 

subcutáneo y retroperitoneal. Por otro lado, la dieta HFS indujo una hiperplasia en el 

tejido adiposo retroperitoneal, mientras que la obesidad inducida por una dieta alta en 

grasas se relacionó principalmente con una hipertrofia de los adipocitos subcutáneos. El 

aumento en el número de adipocitos inducido por la dieta HS se ha descrito previamente 

por Tulp y col [34], quienes observaron un aumento en el tamaño del tejido adiposo 

blanco en ratas SHR/N-cp alimentadas con una dieta alta en azúcares, como resultado 

de una hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos. Por otra parte, los resultados 

obtenidos en ratas alimentadas con dieta HF corresponden con los descritos por 

Lemonnier y col [35], ya que la ingesta de una dieta alta en grasas aumentó el tamaño 

de los adipocitos en el depósito subcutáneo de ratas Zucker hembras. Sin embargo, en 

un estudio previo de nuestro laboratorio [36], ratas alimentadas con dieta HF durante 56 

días presentaron un aumento en la proliferación de adipocitos subcutáneos, estimado 

por cuantificación de ADN. Las diferencias encontradas pueden deberse a la distinta 

duración del tratamiento dietético así como a las distintas técnicas usadas. Así, de 

acuerdo con la teoría del tamaño crítico de las células grasas [37], que sugiere que 

cuando alcanzan un tamaño máximo empieza una sucesión de señales que resulta en un 

incremento del número de adipocitos, estas diferencias podrían deberse a la falta de 

tiempo de los adipocitos para alcanzar este “tamaño máximo crítico” y por tanto 

estimular la producción de nuevas células o la diferenciación de estas. Además, 

teniendo en cuenta que la edad es un factor determinante en la celularidad del tejido 

adiposo [38], otros estudios realizados en ratas hembras jóvenes alimentadas con una 

dieta alta en grasas y azúcares demostraron el desarrollo de hipertrofia e hiperplasia 
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tanto en los depósitos grasos viscerales como en el subcutáneo [39,40]. No sólo la edad 

sino también el sexo de los animales afectan la celularidad del tejido adiposo. 

Asimismo, se ha descrito previamente como en ratones machos la ingesta de grasas de 

distinto origen afecta la celularidad del tejido adiposo de manera diferente [41].  

 

En relación a las diferencias en la celularidad de los distintos depósitos grasos, se ha 

evidenciado que ratones alimentados con dieta HF durante 60 días mostraron una mayor 

proporción de nuevos adipocitos en los depósitos subcutáneo y viscerales, mientras que 

la hipertrofia fue más pronunciada en el tejido adiposo visceral [42]. Aunque en el 

presente trabajo no se ha observado un efecto dependiente del depósito, existen 

diferencias en el diseño de ambos estudios, como la duración del tratamiento y la 

composición de las dietas, ya que la dieta HF usada por Joe y col [42] contenía un 45% 

de grasa mientras que la dieta usada en nuestra investigación contiene un 60% de grasa. 

3. Efectos de la dieta HFS 

3.1. Peso corporal y adiposidad 

El modelo de obesidad inducida por la dieta HFS se confirmó en todos los diseños 

experimentales realizados en este trabajo. Los efectos de la dieta HFS sobre el 

incremento de adiposidad se evidenciaron tras 35, 56 y 64 días de ingesta, acompañados 

por un incremento sustancial del peso de los depósitos grasos subcutáneo y viscerales 

dependiente del tiempo. La ganancia de peso fue significativa sólo tras una ingesta 

crónica de la dieta HFS, es decir tras 56 y 64 días de tratamiento dietético. Esta misma 

dieta se usó para establecer un modelo de obesidad en ratones C57BL/6J y 129X1/SvJ 

[43], que fueron alimentados durante 3 meses. Asimismo, experimentos posteriores en 

nuestro grupo han demostrado como los efectos de la dieta HFS en el desarrollo de la 

obesidad parecen ser independientes de la ingesta energética total [44]. Los animales 

alimentados con una dieta HFS presentaron además niveles circulantes incrementados 

de la hormona leptina en todos los tiempos estudiados. La leptina es uno de los 

marcadores por excelencia del incremento de adiposidad corporal [45], cuyo papel más 

importante se encuentra relacionado con la regulación del apetito [46]. Por último, no se 

observaron diferencias según si el origen de la dieta fuese manual o comercial.  
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3.2. Metabolismo glucídico y lipídico 

En el presente trabajo, 35 días de tratamiento dietético no fueron suficientes para 

aumentar los niveles séricos de glucosa en comparación a los controles. Sin embargo, 

cuando los animales fueron alimentados durante 56 días o más con una dieta HFS, la 

glucemia alcanzó niveles significativamente mayores frente a los controles. La 

hiperglucemia se acompañó al mismo tiempo por una clara hiperinsulinemia y el 

establecimiento de insulino-resistencia reflejada por el aumento del índice HOMA-IR. 

Además, cuando se realizaron estudios de tolerancia a la glucosa intraperitoneal se 

observó como los animales alimentados con dieta HFS presentaban un aumento en los 

niveles séricos de glucosa en comparación a los controles, indicando una alteración de 

la tolerancia a la glucosa. La evolución que se produce en la obesidad para desarrollar 

primero intolerancia a la glucosa y luego diabetes tipo 2 se debe a cambios metabólicos 

compensadores [47]. Dichos mecanismos son inicialmente una hiperinsulinemia y una 

hiperglucemia postpandrial. La alteración de la homeostasis de la glucosa se atribuye a 

un desequilibrio en la vía de señalización de la insulina, que implica una disminución de 

la captación de glucosa por el músculo y los adipocitos, una alteración de la lipogénesis 

y un aumento de producción de glucosa por el hígado [48]. La etiología de este 

deterioro en la señalización de insulina está relacionada con un estado crónico de 

inflamación, modulado entre otros por las hormonas y citoquinas liberadas por los 

adipocitos [48].  

La ingesta de la dieta HFS no generó un modelo representativo de alteración del 

metabolismo lipídico característico la obesidad. Así, tras 35 días de ingesta, los niveles 

de triglicéridos y colesterol no se vieron modificados mientras que tras 56 días se 

observó una hipotrigliceridemia sin cambios en los niveles de colesterol. 

Inesperadamente, los niveles de ácidos grasos libres se vieron significativamente 

disminuidos por la ingesta de la dieta tanto a corto como a largo plazo. En este sentido, 

los resultados de Boivin y col [49] respaldan el concepto que la coexistencia de 

hipertriglicerdiemia y insulino-resistencia puede ser frecuente pero no obligatorio. 

Después de estos estudios, los autores sugieren que la ingesta de una dieta rica en grasa 

resulta en un rápido transporte de ácidos grasos a los tejidos desde los triglicéridos 

derivados de los quilomicrones, llevando a una situación de insulino-resistencia, 

mientras que los ácidos grasos podrían no estar disponibles para aumentar la producción 
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endógena de triglicéridos ya que podrían ser principalmente oxidados [49]. En cambio, 

la alimentación con una dieta rica en carbohidratos estimula la síntesis de triglicéridos 

en el hígado y el consecuente aumento de partículas VLDL en sangre, que permanecen 

en sangre más tiempo que los quilomicrones y cuyos lípidos son captados por los tejidos 

periféricos como el músculo más lentamente [49]. Por último, debe considerarse el 

hecho que los animales se sacrifican en ayunas, pudiendo generar alteraciones en el 

metabolismo lipídico el cual puede verse acelerado en respuesta a la falta de alimentos 

[50] .  

3.3. Histología del tejido adiposo 

La ingesta de una dieta HFS durante 35 días resultó en una hiperplasia del tejido 

adiposo retroperitoneal, mientras que a los 56 días se observó una hipertrofia del tejido 

adiposo epididimal inducido por la ingesta de la misma dieta, concluyendo que los 

efectos de esta dieta en la celularidad del tejido adiposo son depósito-específicos. La 

hiperplasia inducida por la dieta en el tejido adiposo retroperitoneal implica un aumento 

de la diferenciación y proliferación de los adipocitos, resultado de la interacción entre 

factores genéticos, factores locales (ej. factor de crecimiento de la interleuquina 1, 

leptina…), factores sistémicos (dieta…), vascularización y grado de inervación por el 

sistema nervioso simpático [26]. Por otro lado, la hipertrofia de los adipocitos 

epididimales sugiere una regulación de procesos metabólicos como la lipólisis, 

lipogénesis y la actividad de la lipoproteína lipasa [51]. Otros autores han demostrado 

un efecto hipertrófico de la dieta HFS en los depósitos subcutáneo y retroperitoneal, 

aunque el estudio se realizó en ratones y la duración del tratamiento fue de 11 semanas 

[52]. De esta manera, los distintos efectos de la dieta HFS en el tamaño y el número de 

adipocitos de cada depósito graso puede deberse a la duración del tratamiento dietético.  

 

3.4. Lipólisis 

Los adipocitos extraídos de ratas alimentadas con dieta HFS durante 56 días mostraron 

una menor respuesta lipolítica inducida por isoproterenol que los adipocitos aislados de 

ratas alimentadas con dieta control, sin cambios en la lipólisis basal. Este resultado 

concuerda con el publicado previamente por Campión y col [53] en el que se observó el 

mismo efecto en adipocitos de ratas alimentadas con una dieta de cafetería durante 42 

días. Otros estudios respaldan este efecto [54,55], demostrando así que el desarrollo de 
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obesidad podría contribuir a la resistencia a la lipólisis inducida por catecolaminas, 

alterando así la capacidad del tejido adiposo para movilizar lípidos almacenados. Este 

defecto en la lipólisis podría explicarse por el aumento de citoquinas que caracteriza el 

estado proinflamatorio de la obesidad [55]. Conjuntamente, evidenciamos una 

disminución en los niveles circulantes de ácidos grasos libres y glicerol tanto a corto 

como a largo plazo. Este resultado es sorprendente, ya que un aumento de la lipólisis 

suele venir acompañado por un aumento de los niveles de ambos metabolitos. Aún así, 

una posible alteración en la gluconeogénesis hepática inducida por la instauración de 

insulino-resistencia así como posibles alteraciones en la captación y oxidación de ácidos 

grasos por tejidos periféricos pueden explicar los resultados obtenidos en el presente 

trabajo [56,57].  

 

3.5. Gasto energético y cociente respiratorio 

La ingesta de la dieta HFS durante 56 días en ratas Wistar macho incrementó la 

oxidación de la grasa, como se deduce de la disminución en los valores del cociente 

respiratorio (RQ). Efectos parecidos se han observado en otros modelos de obesidad 

inducida por la dieta [58,59]. Sin embargo, no se observaron cambios en el gasto 

energético en las ratas alimentadas con la dieta HFS. En este sentido, otro estudio 

realizado en nuestro grupo describió que la ingesta de una dieta alta en grasas no indujo 

cambios en el gasto energético de ratas Wistar después de 69 días de tratamiento [60];  

las mismas conclusiones se obtuvieron después de la realización de un estudio con ratas 

Sprague-Dawley jóvenes alimentadas con una dieta alta en grasas desde las 3 semanas 

de edad [61]. Además, la ingesta de una dieta con elevado contenido en proteínas 

durante 2 semanas tampoco modificó el gasto calórico en ratas Wistar [62]. Un aumento 

en el gasto energético podría explicar la resistencia de ciertos animales a la obesidad, ya 

que se ha observado un aumento en el gasto energético en ratas resistentes a la obesidad 

(obesity-resistant, OR) después de 5 días de ingesta de una dieta alta en grasas [63], así 

como una disminución de la actividad física.   

 

3.6. Expresión génica 

La ingesta de la dieta HFS durante 56 días fue capaz de modificar el patrón de expresión 

génica de los adipocitos epididimales. Así, se produjo una disminución de los niveles de 

ARNm de los genes lipogénicos Acaca, Fasn y Scd1. Esta regulación se ha descrito 
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previamente en animales alimentados con dietas altas en grasas [64,65,66]. Este hecho 

puede explicarse como un mecanismo de compensación al exceso de lípidos 

provenientes de la dieta, tratando de desactivar la vía de la lipogénesis de novo a partir 

de precursores no lipídicos como la glucosa. Otra hipótesis indicaría que debido al 

consumo crónico de una dieta alta en grasas y azúcares, el tejido adiposo de estos 

animales contiene adipocitos disfuncionales que son incapaces de administrar el exceso 

de grasa [67]. 

 

Por otra parte, los niveles de expresión de los genes Adpn, Cav1, Lep, Plin, Srebf1, 

Ucp2 se vieron aumentados al finalizar el tratamiento dietético en comparación con los 

animales alimentados con dieta control. El primero de ellos, la adiponutrina (Adpn), es 

una proteína con capacidad lipolítica y lipogénica, aunque se cree que su función 

principal es el mantenimiento de la homeostasis energética, promoviendo el 

almacenamiento de energía en el adipocito en situaciones de exceso energético [68]. El 

hecho de que tenga una regulación muy parecida a la leptina respalda los resultados 

obtenidos, además de la evidencia de que su promotor es regulado por la glucosa y la 

insulina [69] y por el factor de transcripción de Srebf1 [70]. La expresión de la 

adiponutrina es casi 50 veces más elevada en ratas genéticamente obesas fa/fa [71] y 

también se ha visto aumentada en el tejido adiposo de humanos obesos [72]. Aún así, 

los resultados de Oliver y col describieron una diminución de a la adiponutrina en el 

tejido adiposo subcutáneo de ratas Wistar inducida por la ingesta de una dieta de 

cafetería durante 4 meses [73].  

 

La caveolina 1 participa en la maduración de la gota lipídica adipocítica [74] así como 

en el transporte de ácidos grasos y colesterol [75] y la regulación de la vía de la insulina 

[76]. Los resultados obtenidos en el presente trabajo en cuanto a la expresión de Cav1 

concuerdan con los descritos por Gómez-Ruiz y col [76] donde la ingesta de una dieta 

alta en grasas aumentó los niveles de ARNm de Cav1 en adipocitos retroperitoneales 

extraídos de ratas Wistar. Además, ratones knockout para Cav1 mostraron un fenotipo 

delgado y una resistencia a la obesidad inducida por la dieta [77].  

 

La leptina, uno de los marcadores por excelencia del incremento de adiposidad corporal, 

es una molécula sintetizada mayoritariamente en los adipocitos blancos [78]. Esta 

hormona contribuye a la regulación de la homeostasis energética, el metabolismo 
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(principalmente relacionado con la sensibilidad a la insulina), funciones 

neuroendocrinas, el metabolismo óseo y la función inmunitaria [79]. Sin embargo, los 

efectos de la leptina son en gran parte ausentes en los estados de obesidad acompañados 

con hiperleptinemia, probablemente debido a la aparición de resistencia a la leptina 

[80]. Este proceso puede ser consecuencia de una menor expresión de los receptores de 

la leptina hipotalámicos o del tejido adiposo [81], de una reducción en el transporte por 

la barrera hematoencefálica o por el impedimento de una correcta regulación de la vía 

de señalización intracelular de la leptina [82]. En el presente trabajo, el aumento de los 

niveles de expresión de la leptina en los adipocitos epididimales de ratas alimentadas 

con dieta HFS corresponden con el aumento en los niveles circulantes de esta hormona, 

además de con un aumento de la adiposidad que explica en gran parte los resultados 

obtenidos. Además, la regulación de la leptina por la ingesta crónica de una dieta HFS 

se ha descrito previamente por otros autores [83,84]. Por último, se ha descrito un 

aumento en la secreción de leptina debido a la ingesta aguda de una comida alta en 

grasas en ratas con normopeso, cuyos niveles fueron dos veces mayores en aquellas 

ratas que posteriormente resultaron ser sensibles a la obesidad en comparación a las 

ratas resistentes a la obesidad, sugiriendo que la secreción de leptina después de una 

comida rica en grasas podría ser un potente factor de predicción de la acumulación de 

tejido adiposo en ratas alimentadas con una dieta alta en grasas [85]. 

 

La perilipina modela la estructura de las gotas lipídicas así como el acceso de las lipasas 

a la superficie de las gotas y actúa como un gen relacionado con la obesidad [86]. Una 

expresión elevada de los niveles de perilipina se relaciona con un aumento de la 

adipogénesis y un mayor tamaño de las gotas lipídicas [87]. Por tanto, el aumento en los 

niveles de ARNm de perilipina determinados en los adipocitos de ratas con obesidad 

inducida por la dieta HFS sugiere un aumento de la adipogénesis así como una 

hipertrofia de los adipocitos, como se ha descrito anteriormente tras los estudios de 

celularidad del tejido adiposo epididimal. Por otra parte, la perilipina está involucrada 

en los procesos que gobiernan la hidrólisis de los triglicéridos en los adipocitos, 

facilitando la acción de la lipasa Lipe bajo la estimulación por catecolaminas. En 

concreto, cuando los niveles de AMPc aumentan en los adipocitos, la perilipina es 

fosforilada por la proteína quinasa A, atenuando así la función de la perilipina como 

barrera para las lipasas en la superficie de las gotas lipídicas y aumentando por tanto la 

lipólisis [88]. 
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En relación al Srebf1, un aumento de su expresión en adipocitos se ha relacionado con 

un aumento de la diferenciación, ya que se trata de un factor de transcripción implicado 

en la adipogénesis. Aunque no se ha detectado un aumento significativo en el número 

de adipocitos del tejido adiposo epididimal, probablemente la formación de nuevas 

células grasas esté estimulada por la ingesta de la dieta alta en grasa y sacarosa, ya que 

se ha descrito una regulación de Srebf1 por la glucosa y la insulina [89], ambos 

aumentados en nuestro modelo dietético. Por otra parte, Srebf1 está implicado también 

en la regulación de la lipogénesis. Sin embargo, aunque su expresión está aumentada 

por la ingesta de la dieta, la expresión de sus genes diana como Acaca, Scd1 y Fasn está 

disminuida. En este sentido, se ha demostrado que los niveles de ARNm de Srebf1 no 

coinciden siempre con los cambios en la expresión de genes lipogénicos en el tejido 

adiposo [90,91]. De hecho animales knockout para Srebf1 no mostraron cambios en la 

expresión de Acaca y Fasn en los adipocitos [92] mientras que la estimulación de Fasn 

mediada por insulina no requirió un aumento de la transcripción de Srebf1 en adipocitos 

in vitro [91].  

 

Finalmente, la sobreexpresión de Ucp2 en los adipocitos de ratas alimentadas con dieta 

HFS podría indicar un aumento de la oxidación de los ácidos grasos, como respuesta a 

la gran cantidad de estos nutrientes provenientes de la dieta, en un intento de proteger 

frente la acumulación lipídica en los adipocitos. La misma regulación de Ucp2 se ha 

descrito en el tejido adiposo de ratas con obesidad inducida por la dieta [93,94]. Aunque 

hay estudios que sugieren que la resistencia a la obesidad por parte de algunos animales 

podría venir mediada en parte por un aumento de la expresión de Ucp2 inducido por la 

ingesta de una dieta rica en grasas [95,96], sugiriendo un papel de este gen en la 

eficiencia metabólica, otros autores demuestran una sobreexpresión de este gen mediada 

por la ingesta de una dieta rica en grasas en ratones susceptibles a la obesidad, sin 

cambios en ratones resistentes a la obesidad [97]. 

 

En relación a los resultados obtenidos en el músculo esquelético, se observó una 

reducción significativa en la expresión del receptor de la apelina en el músculo 

gastrocnemio de ratas alimentadas con dieta HFS. Este resultado concuerda con los 

presentados por Dray y col, que han descrito el mismo efecto en ratones alimentados 

con una dieta alta en grasas y en ratones db/db, indicando una alteración de la 

sensibilidad a la insulina [98]. Aunque no encontramos cambios en los niveles de 
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expresión de los otros genes estudiados en el músculo esquelético, otros autores 

demuestran que la hiperglicemia derivada de la ingesta de una dieta alta en grasas se 

asocia con una sobreexpresión de los receptores de adiponectina en el músculo [99], 

mientras que la ingesta de una dieta rica en fructosa provoca insulino-resistencia 

mediante una reducción de la expresión del receptor de la insulina y Glut4 en el 

músculo [100]. Otros estudios han descrito un aumento del transporte de ácidos grasos 

en el músculo en ratas alimentadas con una dieta elevada en grasas y sacarosa mediante 

el aumento de la expresión de CD36 [101]. 

 

3.7. Metilación del ADN 

La metilación del ADN está implicada en el control de la expresión de los genes junto 

con otros procesos epigenéticos tales como modificaciones de histonas y miARNs 

[102]. Nuestro grupo de investigación ha publicado previamente que la ingesta de una 

dieta alta en grasas ejerce una modulación epigenética en el promotor de la leptina, 

induciendo un aumento en los niveles de metilación del CpG en la posición - 443 de 

dicho gen [103]. En el trabajo actual, se describe un aumento en la metilación de dos 

sitios CpG del promotor de la leptina (posición -292 y -198) por la dieta HFS. 

Asimismo, otros grupos han descrito una regulación epigenética de la expresión de la 

leptina mediada por la alteración de la tolerancia a la glucosa gestacional [104] y por la 

desnutrición perinatal [105]. Por otro lado, en este trabajo se describe por primera vez 

en la literatura una regulación epigenética de la Aqp7. Así, la ingesta de la dieta HFS 

durante 56 días redujo el porcentaje de metilación en tres sitios CpG del promotor de la 

Aqp7, pudiendo tener un efecto en la regulación de la expresión de este gen.   

 

4. Cribado de extractos vegetales ricos en polifenoles para la 

prevención de la obesidad inducida por la dieta en ratas Wistar       

La evidencia referente a los efectos protectores de la administración de polifenoles 

frente ciertas enfermedades crónicas ha despertado el interés de las industrias 

alimentarias en relación a la búsqueda de nuevos ingredientes ricos en polifenoles para 

el desarrollo de nuevos alimentos funcionales o suplementos nutricionales. Teniendo en 

cuenta que la obesidad es una de las dianas clave para la nueva generación de alimentos 

funcionales [106], el segundo objetivo de esta investigación se centró en el cribado de 
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distintos extractos vegetales ricos en polifenoles para la prevención de la obesidad 

usando un modelo animal de obesidad inducida por una dieta HFS. Los extractos 

testados se obtuvieron tras la extracción y purificación de los polifenoles existentes de 

forma natural en los distintos alimentos vegetales. De esta manera, se obtuvieron 

mezclas de polifenoles, que por una parte, son más fáciles de obtener que moléculas 

polifenólicas aisladas y, por otra parte, se ha demostrado un efecto sinérgico de distintos 

polifenoles en la adipogénesis in vitro, es decir una mayor efecto de un extracto 

combinado de polifenoles en comparación con los mismos componentes 

individualmente [107].  

Al finalizar el período experimental, los extractos de manzana, canela, hamamelis y 

abedul redujeron significativamente el incremento de peso inducido por la dieta, hecho 

que se consideró como un hito imprescindible para la identificación de extractos 

polifenólicos con potenciales efectos para la prevención de la obesidad. Aún más 

importante y esencial fue el hecho que los extractos de manzana y canela consiguieron 

disminuir la expansión del tejido adiposo blanco total en comparación a las ratas 

alimentadas con una dieta HFS, ya que, como es bien sabido, la obesidad se define 

como una acumulación excesiva de grasa corporal [108]. Además, los efectos depósito 

específicos de estos extractos revelaron que los efectos antiadipogénicos de los 

polifenoles de manzana fueron más pronunciados en los depósitos viscerales epididimal 

y retroperitoneal mientras que los efectos de los polifenoles de la canela fueron más 

importantes a nivel subcutáneo. Este resultado debe ser considerado, ya que las 

complicaciones metabólicas asociadas a la obesidad están relacionadas íntimamente con 

la cantidad de tejido adiposo visceral, el cual es metabólicamente más activo y secreta 

una cantidad mayor de adipocitoquinas [109]. Además, los efectos antiadipogénicos de 

los polifenoles de la manzana se han descrito anteriormente en un modelo animal no 

obeso, aunque no se observaron cambios en la ganancia de peso corporal [110]. 

También se ha descrito un efecto de la suplementación con polifenoles de la canela 

(20g/Kg durante 12 semanas) sobre la acumulación de grasa mesentérica en ratas 

alimentadas con una dieta alta en grasas y fructosa [111]. 

Por otro lado, la suplementación con el extracto polifenólico de abedul incrementó la 

masa hepática, indicando un posible aumento en la deposición de grasa en este tejido, 

aunque se necesitarían análisis específicos sobre el contenido de triglicéridos hepáticos 

o estudios histológicos para poder afirmar tal conclusión. Además, es importante 
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considerar que los extractos testados no provocaron una pérdida de masa muscular en 

los animales, ya que a menudo la pérdida de peso corporal es debido a una pérdida de 

masa magra en vez de grasa corporal [112]. Por consiguiente, los resultados de este 

cribado preliminar revelaron que entre los ocho extractos polifenólicos testados, los 

obtenidos de la manzana, canela, hamamelis y abedul presentaron propiedades 

protectores frente a los efectos obesogénicos de la ingesta de una dieta alta en grasa y 

sacarosa. 

La reducción del HOMA-IR, un índice de resistencia a la insulina, en los cuatro grupos 

analizados, evidenció que los extractos de manzana, canela, hamamelis y abedul podrían 

mejorar el estado de resistencia insulínica asociado a la obesidad. Este hecho es 

consistente con los resultados presentados en varios artículos [12,113], describiendo las 

acciones beneficiosas de distintos extractos vegetales ricos en polifenoles en la 

resistencia a la insulina. Sin embargo, sólo el extracto de manzana pudo prevenir la 

hiperglucemia inducida por la dieta HFS. En este sentido, Johnston y col [114] 

describieron una reducción substancial de la glucemia en humanos provocada por los 

compuestos fenólicos presentes de manera natural en el zumo de manzana. Aunque no 

se encontró cambios en los niveles de glucosa sérica en las ratas suplementadas con el 

extracto de canela, Jia Q y col [115] observaron como los polifenoles oligoméricos 

presentes en la canela redujeron la glucemia en ratas Wistar, así como en ratas 

diabéticas alimentadas con una dieta estándar de laboratorio. Además, se ha descrito que 

los polifenoles de la canela reducen la glucosa sérica en ayunas, en sujetos con diabetes 

tipo 2 o síndrome metabólico [116]. Por último, aunque los efectos del extracto de 

hamamelis no fueron significativos para la reducción de la adiposidad y la 

hiperleptinemia, la disminución que provocó en los niveles de insulina debe valorarse 

para considerar este extracto como un potencial ingrediente para corregir la resistencia a 

la insulina asociada a la diabetes. 

Por otro lado, la prevención de la hiperleptinemia inducida por la dieta HFS mediante la 

suplementación con el extracto de polifenoles de manzana concuerda con la reducción 

del peso del tejido adiposo blanco, ya que esta adipoquina es secretada en proporción a 

la cantidad de grasa corporal [117]. Además, el extracto de manzana fue el único capaz 

de disminuir los niveles séricos de colesterol, aunque la dieta HFS no fue capaz de 

inducir hipercolesterolemia. Este efecto se ha demostrado previamente en humanos con 

sobrepeso, cuya dieta se suplementó con polifenoles de manzana [118]; sin embargo, no 
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se observaron cambios en animales alimentados con dieta control suplementada con un 

extracto polifenólico de manzana [110]. Sorprendentemente, la suplementación con el 

extracto de abedul incrementó significativamente los niveles de colesterol. Este hecho 

se puede deber al aumento de la masa hepática observado en este grupo, ya que el 

hígado ejerce un papel clave en la síntesis y el mantenimiento de la homeostasis del 

colesterol. Además, un aumento en el peso/tamaño del hígado suele ir acompañado por 

un aumento en la función del hígado y la actividad de los sistemas enzimáticos, 

habiéndose demostrado una correlación entre el tamaño del hígado en cerdos y los 

niveles plasmáticos de colesterol [119]. 

En resumen, el cribado realizado en este trabajo llevó a la identificación de cuatro 

extractos vegetales ricos en polifenoles con propiedades significativas para la 

prevención de la obesidad (manzana, canela, hamamelis y abedul), ya que presentaron 

varios efectos beneficiosos sobre distintos indicadores de composición corporal. Aún 

así, sólo los extractos de manzana y canela se consideraron finalmente como potenciales 

extractos antiobesogénicos, debido a su acción preventiva en la acumulación de grasa 

corporal. Ciertamente, el extracto de polifenoles de manzana mostró las propiedades 

más relevantes, remarcando este extracto como el ingrediente funcional más prometedor 

para la prevención de la obesidad, como se refleja por la mejora que indujo en las 

complicaciones metabólicas asociadas a la obesidad como la hiperglucemia, 

hiperleptinemia e hiperinsulinemia. 

 

5. Efectos antiobesogénicos y mecanismos implicados de la 

suplementación de la dieta HFS con un extracto rico en polifenoles de 

manzana 

Tras la realización del cribado, se decidió profundizar en los mecanismos implicados en 

los efectos antiobesogénicos del extracto rico en polifenoles de manzana, los cuales se 

detallan a continuación. 

5.1. Peso corporal y adiposidad 

Los efectos de los polifenoles de la manzana sobre la adiposidad y el peso corporal no 

pueden atribuirse a una menor ingesta energética, ya que el extracto no disminuyó la 
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ingesta en comparación al grupo HFS. Resultados similares han sido descritos 

previamente por otros investigadores [110,120]. Así, Nakazato k y col [110] publicaron 

como ratas alimentadas con una dieta control suplementada con un extracto de 

polifenoles de manzana (5%) durante 3 semanas presentaban una reducción del peso de 

la grasa visceral, sin cambios en la ingesta energética. Ohta Y y col [120] describieron 

una reducción del tejido adiposo mesentérico en ratas Sprague-Dawley alimentadas con 

una dieta alta en grasas suplementada con un 1% de procianidinas de manzana durante 9 

semanas. La dosis usada en nuestro estudio (700mg/Kg peso) corresponde a un 1,5% 

(por 100g de comida) aproximadamente. Objetivamente, el extracto de polifenoles de 

manzana empleado en nuestra investigación mostró un efecto más pronunciado sobre la 

adiposidad con una dosis similar, ya que fue capaz de disminuir significativamente la 

ganancia de peso así como el peso de los depósitos grasos subcutáneo, mesentérico, 

retroperitoneal y epididimal. Sin embargo, no se detectó ningún efecto en la 

acumulación de grasa hepática y muscular. 

5.2. Metabolismo glucídico y lipídico 

Además de la protección de la obesidad inducida por una dieta alta en grasa y sacarosa, 

se ha demostrado que la suplementación con un extracto de manzana rico en polifenoles 

normaliza los niveles de la glucosa e índice HOMA-IR. En este contexto, la quercetina 

y la floridzina, polifenoles presentes en el extracto de manzana utilizado en nuestro 

estudio, han demostrado disminuir la absorción intestinal de glucosa [16,121] mientras 

que la quercetina también mejoró la captación de glucosa en la línea celular 3T3-L1 

[122]. La disminución de la población de adipocitos grandes en las ratas suplementadas 

con el extracto de polifenoles podría explicar esta mejora en la tolerancia de la glucosa, 

ya que se ha hallado que el tamaño del adipocito está relacionado con la resistencia de 

insulina [123] y que los adipocitos grandes presentan una menor oxidación de la glucosa 

estimulada por la insulina [124]. Estos resultados junto con la mejora de la tolerancia a 

la glucosa observada durante el IPGTT sugieren que el extracto de polifenoles de 

manzana podría ser empleado como ingrediente funcional para el tratamiento de la 

diabetes y la resistencia a la insulina.  
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5.3. Histología del tejido adiposo y lipólisis 

Los mecanismos implicados los efectos antiobesogénicos del extracto de polifenoles de 

manzana no han sido estudiados de forma extensiva. Por esta razón, uno de los 

principales objetivos de este trabajo fue clarificar los factores implicados en estos 

efectos. En este sentido, la prevención de la acumulación de masa grasa por los 

polifenoles de manzana está estrechamente relacionada con el hecho de que la 

hipertrofia de los adipocitos se viese reducida en el tejido adiposo epididimal, indicando 

que los polifenoles de manzana afectan a la adiposidad principalmente por una 

reducción del tamaño de los adipocitos. Aunque no se encontraron diferencias 

significativas en la celularidad del tejido subcutáneo entre los distintos grupos, se 

observó un patrón similar. Estos efectos podrían ser mediados por la mayor capacidad 

de estos adipocitos para responder a la lipólisis inducida por catecolaminas, puesto que 

esto representa un incremento en la tasa de hidrólisis de los triglicéridos, un aumento en 

la movilización de lípidos almacenados y consecuentemente, una reducción del 

volumen de los adipocitos. Además, otros polifenoles han mostrado una capacidad para 

disminuir la lipólisis mediada por los receptores β-adrenérgicos, principalmente vía la 

señalización de ERK1/2 y de PKA [125,126]. Por otra parte, la supresión de la 

hiperleptinemia observada en las ratas suplementadas con polifenoles de manzana pudo 

ser debida a la reducción en el número de adipocitos de tamaño grande así como a la 

reducción de la masa adiposa total por sí misma, dado que la leptina es secretada casi 

exclusivamente por los adipocitos en proporción directa al volumen de estas células 

[45]. 

 

5.4. Gasto energético y cociente respiratorio 

Uno de los posibles mecanismos implicados en la prevención de la obesidad es el 

estímulo del gasto energético [127]. Por esta razón, realizamos un estudio de 

calorimetría indirecta aunque no encontramos ninguna modificación inducida por la 

ingesta de los polifenoles de manzana. Por lo tanto, no podemos explicar los efectos de 

los polifenoles de manzana sobre el peso corporal y la adiposidad por diferencias en el 

gasto energético. Según lo esperado, la alimentación con HFS incrementó la oxidación 

de grasa, reflejada por valores más bajos de RQ [128]. Sin embargo, la suplementación 

con polifenoles de manzana no alteró la oxidación de substratos energéticos. Otros 

polifenoles como EGCG o los polifenoles del café han demostrado incrementar la 
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oxidación de la grasa durante la fase nocturna sin mostrar cambios en el gasto 

energético de ratones con obesidad inducida por la dieta [14,129]. 

 

5.5. Expresión génica 

Seguidamente intentamos delinear las vías afectadas por la ingesta del extracto de 

manzana rico en polifenoles que pudieran estar implicadas en la reducción de la 

adiposidad. Por esta razón, analizamos la expresión de genes del adipocito mediante el 

diseño de un ensayo RT-PCR ad hoc. El ensayo se diseñó en base a la experiencia de 

nuestro grupo en estudios nutrigenómicos además de una exhaustiva recopilación 

bibliográfica y la utilización de herramientas específicas como el software Ingenuity 

[130]. Los cambios en los transcritos detectados por el ensayo RT-PCR están 

implicados en distintas vías relacionadas con la obesidad y el síndrome metabólico, 

como la lipogénesis, lipólisis, inflamación, metabolismo de la glucosa, adipogénesis, 

oxidación de ácidos grasos y gasto energético. Los genes fueron seleccionados en 

función de los resultados encontrados en la literatura que demuestran que cambios en 

sus niveles de ARNm son relevantes y desencadenan una cierta actividad biológica.  

 

Los resultados obtenidos en el ensayo RT-PCR demostraron un aumento de la expresión 

del represor transcripcional de la adipogénesis (Aebp1) en el grupo suplementado con el 

extracto de manzana, que podría indicar un papel inhibitorio de los polifenoles de 

manzana en la adipogénesis. Se ha descrito previamente que los niveles de ARNm de 

Aebp1 en preadipocitos son modulados por algunos extractos vegetales [131]. Aebp1 

está implicado en la diferenciación de los preadipocitos a adipocitos maduros a través 

de su efecto modulatorio de la activación de MAPK y su interacción con la proteína de 

unión a los ácidos grasos, importante para el transporte de ácidos grasos dentro del 

adipocito [132]. Sin embargo, no pudieron observarse cambios en otros factores de 

transcripción claves implicados en la adipogénesis, como PPARγ o CEBPα. Otros 

polifenoles como las procianidinas [133,134], presentes en las manzanas, exhibieron 

una acción inhibitoria de la diferenciación de preadipocitos a adipocitos maduros in 

vitro.  

 

Por otra parte, el extracto de polifenoles de manzana redujo perceptiblemente los 

niveles de expresión de Srebf1, aunque la expresión de sus genes diana no se modificó. 
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Como se ha comentado anteriormente, se ha demostrado que los niveles de ARNm de 

Srebf1 no coinciden siempre con los cambios en la expresión de genes lipogénicos en el 

tejido adiposo [90,91]. La disminución en los niveles de Srebf1 podría implicar una 

disminución de la adipogénesis en el tejido adiposo, ya que se ha demostrado que otros 

extractos polifenólicos inhiben la diferenciación del adipocito mediante la regulación de 

la expresión de Srebf1 [135,136]. Los cambios en la expresión de Srebf1 podría ser un 

efecto directo de los bajos niveles de insulina en las ratas suplementadas con polifenoles 

de manzana, puesto que se conoce que Srebf1 es regulado por esta hormona [89]. 

 

Ppargc1a es otro factor de transcripción que fue sobreexpresado por la ingesta del 

extracto de manzana. Ppargc1a está implicado en la oxidación de los ácidos grasos y la 

biogénesis mitocondrial [137]. Además, se ha demostrado que este gen está implicado 

en la regulación de ciertas adipoquinas, ya que fue capaz de modular la expresión y la 

secreción de la apelina en adipocitos blancos humanos [138]. Según éste análisis, se 

propone que los adipocitos de ratas suplementadas con polifenoles de manzana podrían 

estar oxidando una mayor cantidad de ácidos grasos, derivados parcialmente de la dieta 

y parcialmente de la hidrólisis de los triglicéridos. En este sentido, se sabe que los 

ácidos grasos endógenos se oxidan activamente en el adipocito y que el aumento de la 

degradación de ácidos grasos hacia esta vía está asociado con el incremento de la 

lipólisis [139]. Además, la inducción de la lipólisis en los adipocitos blancos y el 

estímulo de la expresión de Ppargc1a en adipocitos marrones están ambos activados vía 

los receptores adrenérgicos-β(3) [140]. Paralelamente, el aumento de la expresión del 

ARNm de Ppargc1a podría indicar un cambio parcial de un fenotipo blanco a un 

fenotipo marrón del tejido adiposo [141]. 

 

En relación a la perilipina, ésta fue sobreexpresada en los adipocitos de animales 

alimentados con dieta HFS mientras que la suplementación con el extracto de manzana 

invirtió este efecto. Un aumento en la expresión de los niveles de perilipina se relaciona 

con un aumento de la adipogénesis y un mayor tamaño de las gotas lipídicas [87]. En 

este sentido, la disminución de los niveles de ARNm de perilipina en los adipocitos de 

ratas suplementadas con polifenoles de manzana podría indicar, de nuevo, una 

inhibición de la adipogénesis por este extracto. En este sentido, ratones knockout para la 

perilipina presentan un fenotipo delgado acompañado de una disminución muy 

importante en los niveles de triglicéridos del tejido adiposo en comparación a los wild-
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type, y demuestran ser resistentes a los efectos adipogénicos de una dieta alta en grasas 

[142,143]. Además, se han encontrado efectos similares en adipocitos primarios 

humanos tratados con el polifenol genisteína [135].  

 

Los niveles de ARNm de Aqp7 también fueron sobreexpresados por la ingesta del 

extracto de manzana. La Aqp7 modula la permeabilidad del glicerol y del agua en el 

adipocito controlando por tanto la acumulación de triglicéridos y la homeostasis de la 

glucosa [144]. De hecho, los adipocitos de ratones knockout para la Aqp7 presentan un 

mayor volumen y una mayor acumulación de triglicéridos en comparación con los 

adipocitos de los ratones control [145]. Por consiguiente, la sobreexpresión de Aqp7 

podría ayudar a explicar el aumento de secreción de glicerol observado en los 

experimentos de lipólisis ex vivo así como el menor tamaño de los adipocitos de ratas 

alimentadas con el extracto de manzana. El aumento de secreción de glicerol por los 

adipocito ex vivo no se trasladó en un aumento en los niveles circulantes de este 

metabolito. En esta línea, el glicerol liberado por el adipocito puede ser captado por el 

hígado para ser transformado en glucosa mediante la gluconeogénesis, debido a una 

necesidad de captación de glucosa por los tejidos periféricos en respuesta a la insulino-

resistencia que presenta el organismo como consecuencia de la obesidad. 

 

La suplementación con el extracto de manzana rico en polifenoles invirtió la 

sobreexpresión de la leptina inducida por la alimentación con HFS. Esta hormona actúa 

en regiones específicas del cerebro (principalmente el hipotálamo) para reducir la 

ingesta e incrementar el gasto energético modulando la expresión de varios 

neuropéptidos  [146,147]. Como hemos comentado anteriormente, los niveles de leptina 

sérica se correlacionan con el contenido de grasa corporal. Los resultados de la 

expresión génica de la leptina coinciden con la disminución en los niveles circulantes de 

leptina y reflejan por un lado la reducción del tejido graso observada en los animales 

suplementados con el extracto de manzana y por otro lado, una expresión disminuida de 

esta hormona por los adipocitos extraídos del tejido adiposo epididimal. Los efectos de 

los polifenoles en la expresión de la leptina se han descrito previamente, en un estudio 

donde la suplementación de una dieta alta en grasas con EGCG durante 4 semanas 

disminuyó los niveles de ARNm de leptina en el tejido adiposo de ratones [129]. 

Aparentemente, la regulación de la expresión de la leptina por la ingesta de polifenoles 

en adipocitos aislados no ha sido descrita previamente. La reducción de los niveles 
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plasmáticos de leptina se han descrito también en hamsters alimentados con una dieta 

alta en grasas suplementada con un extracto de procianidinas procedentes de las 

semillas de uva [12] así como en ratas Wistar obesas alimentadas con una dieta 

hipocalórica suplementada con un extracto de té verde, en comparación a sus 

respectivos controles. Sin embargo, un estudio reciente realizado en adipocitos humanos 

SGBS, mostró como el tratamiento durante 48 horas de las células con los polifenoles 

EGCG, resveratrol y quercetina no modificaron la secreción de leptina [148]. 

 

Por último, la ausencia de cambios en la expresión génica del músculo esquelético por 

la ingesta del extracto de manzana sugiere que sus efectos beneficiosos sobre la 

obesidad y la resistencia a la insulina observados en los animales suplementados con 

polifenoles de manzana podría explicarse por un efecto directo de los polifenoles sobre 

los adipocitos del tejido adiposo blanco en vez de un efecto sobre el músculo. 

 

5.6. Metilación del ADN 

Diversos estudios han evidenciado un papel de los polifenoles en la modulación de la 

metilación del ADN en relación con sus propiedades anti-tumorigénicas [149,150,151]. 

Además este efecto epigenético se ha descrito también por parte de los polifenoles de 

manzana, cuando Fini y col descubrieron que el tratamiento con un extracto de 

polifenoles de manzana dio lugar a una demetilación de varios genes supresores 

tumorales y relativos a la edad in vitro [152] e in vivo [153]. Aunque existen algunas 

evidencias que indican que ciertos polifenoles inducen modificaciones en la acetilación 

de histonas en proteínas reguladoras del metabolismo [154], aparentemente no existe en 

la literatura ningún artículo que relacione los efectos de los polifenoles sobre la 

obesidad o el síndrome metabólico con alteraciones en la metilación del ADN. En el 

trabajo actual, se describe un aumento en la metilación de dos sitios CpG del promotor 

de la leptina (posición -292 y -198) por la dieta HFS y una reducción de la metilación 

hasta alcanzar valores basales del CpG en la posición -198 por los polifenoles de 

manzana. También se halló un aumento de la metilación del promotor de Ppargc1a por 

el extracto de manzana. Diversos estudios han evidenciado un control epigenético de la 

expresión génica de Ppargc1a por la ingesta de una dieta rica en grasas [155] y por la 

inactividad física [156] en el músculo humano y una asociación entre la resistencia a la 

insulina y la metilación del ADN del Ppargc1a en el hígado de pacientes con esteatosis 
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hepática no alcohólica [157]. Por otra parte, por primera se descubre una regulación 

epigenética del promotor del gen Aqp7 tanto por la dieta HFS como por el extracto de 

manzana rico en polifenoles así como una regulación del promotor de Srebf1 por los 

polifenoles de manzana, señalando estos genes como potenciales candidatos para 

futuros estudios epigenéticos. 

 

Valorando los resultados del análisis de asociación, solamente los niveles de metilación 

del promotor de Aqp7 y de leptina se correlacionaron significativamente con los niveles 

correspondientes de expresión génica. De este modo, se puede establecer como 

hipótesis que la metilación de ADN podría desempeñar un papel en la regulación de la 

transcripción de Aqp7 y leptina mientras que la regulación de Srebf1 y Ppargc1a podría 

estar mediada por otros procesos. La metilación de secuencias ricas en CpG en las 

regiones promotoras de los genes generalmente reprime la expresión de los genes 

interfiriendo con la unión de proteínas requeridas para la transcripción [102]. 

Inesperadamente, los niveles de metilación de los CpGs estudiados se correlacionaron 

positivamente con la expresión génica. Otros autores han propuesto que si la metilación 

del ADN ocurre en elementos reguladores negativos del promotor, la actividad 

transcripcional podría verse aumentada [158]. Estos autores proponen que la 

hipometilación de secuencias reguladoras positivas así como la hipermetilación de 

secuencias reguladoras negativas puede dar lugar a niveles más altos de la expresión 

génica. En  este sentido, la expresión del receptor de estrógenos alfa se correlacionó 

positivamente con los niveles de metilación del ADN en un sitio CpG, localizado en un 

claro sitio de unión al represor transcripcional TGIF1, que ha demostrado contener un 

dominio que interactúa con la histona deacetilasa. Después de los estudios de ChIP 

sugirieron que una estructura cromosómica más “relajada” podría ser la causa del 

aumento de la transcripción en este sitio del factor de transcripción altamente metilado 

[159]. Finalmente, la correlación inversa encontrada entre el porcentaje de metilación de 

Aqp7_CpG4 y los niveles de la insulina así como la expresión de leptina son 

especialmente relevantes ya que se ha descrito recientemente que la leptina y la insulina 

regulan directamente la expresión de Aqp7 a través de la vía PI3K/Akt/mTOR en 

adipocitos in vitro [160].  

 

La dosis de polifenoles de manzana usada en nuestros estudios es parecida a la usada en 

otros estudios realizados en animales [110,120,161], sin que en ninguno de ellos se 
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hayan observado efectos adversos para la salud. Sin embargo, antes de diseñar 

intervenciones en humanos para evaluar los efectos del extracto polifenólico de 

manzana en la prevención o el tratamiento de la obesidad, debería realizarse una 

evaluación en cuanto a la seguridad de la dosis que va a utilizarse, teniendo en cuenta 

también su biodisponibilidad. En este sentido, se cree que muchos de los efectos 

beneficiosos de los polifenoles observados in vitro no se reproducen en modelos 

animales o humanos debido a la baja biodisponibilidad de estos compuestos. Por tanto, 

un prerrequisito para que los polifenoles ejerzan un efecto in vivo es que deben ser 

absorbidos en el tracto gastrointestinal después de su consumo y alcanzar una 

concentración suficiente en plasma para inducir una actividad biológica. Un estudio 

reciente sobre el metabolismo de los polifenoles de manzana [162] concluye que los 

glucósidos de floretina y quercetina son hidrolizados en presencia de saliva mientras 

que en presencia de jugo gástrico las procianidinas son degradadas en epicatequinas. 

Además, después de la ingesta de zumo de manzana, se recogieran muestras de suero y 

orina de los voluntarios donde se detectó ácido cafeico, epicatequina, floretina y 

quercetina además de observar que un 20% de los polifenoles consumidos se 

presentaban ahora en forma de ácidos fenólicos e hipúricos hidroxilados. 

 

En conclusión, los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la ingesta 

de un extracto de polifenoles de manzana protege frente la obesidad y la insulino-

resistencia mediante una actividad directa sobre los adipocitos, modulando la lipólisis 

estimulada por catecolaminas así como la expresión de genes adipogénicos, lipolíticos y 

oxidativos. Además, algunos de estos genes podrían estar sujetos a una regulación 

epigenética. Recientemente, se ha descubierto que el polifenol principal presente en el té 

verde, EGCG, ejerce algunas de sus acciones antiadipogenicas a través del receptor de 

laminina de 67 kDa en los adipocitos [163]. Por lo tanto, sería interesante investigar si 

los polifenoles mayoritarios del extracto de manzana podrían actuar a través de un 

receptor específico del adipocito. Este estudio destaca el extracto de polifenoles de 

manzana como un ingrediente prometedor para el desarrollo de alimentos funcionales 

para la prevención y el tratamiento de la obesidad y sus complicaciones metabólicas.  

 

La legislación actual no permite la introducción de ningún medicamento en los 

alimentos, pero sí permite la utilización de un compuesto de origen natural que sea de 

consumo habitual por humanos para poder incluirlo como ingrediente activo en un 
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alimento. Por tanto, los extractos seleccionados para este trabajo, al provenir de 

vegetales de consumo humano, podrían ser utilizados como suplementos nutricionales o 

ser añadidos a algún alimento, una vez demostrada su efectividad en estudios con 

humanos. 
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1. La caracterización de los modelos de obesidad inducida por una dieta alta en grasas 

(HF), alta en grasas y sacarosa (HFS) y alta en sacarosa (HS) en ratas Wistar macho 

refleja que la ingesta de la dieta HFS constituye un modelo de obesidad adecuado para 

el estudio de los potenciales efectos antiobesogénicos de extractos vegetales, ya que 

induce un aumento de la adiposidad, hiperleptinemia, hiperinsulinemia y resistencia a la 

insulina. 

2. El nuevo software “Adiposoft” se confirma como un método automático útil para 

estudiar la histología del tejido adiposo blanco, analizando el número y el tamaño de los 

adipocitos, reduciendo considerablemente el tiempo y el esfuerzo en comparación con 

otras técnicas y mejorando así las metodologías existentes de análisis óptico.  

3. El cribado realizado para testar las propiedades antiobesogénicas de distintos 

extractos vegetales ricos en polifenoles en un modelo de obesidad inducido por una 

dieta alta en grasas y sacarosa, demuestra que los extractos de manzana, canela, 

hamamelis y abedul previenen la ganancia de peso. Los extractos de manzana y canela 

muestran además una acción antiadipogénica. Por tanto, el extracto de polifenoles de 

manzana ha resultado el más prometedor para la prevención de la obesidad, como se 

refleja por la mejora que induce en las complicaciones metabólicas asociadas a la 

obesidad. 

4. La suplementación con un extracto polifenólico de manzana previene el aumento del 

peso corporal y de la grasa total y visceral en ratas con obesidad inducida por la ingesta 

de una dieta alta en grasas y sacarosa, sin inducir cambios en la ingesta calórica. 

5. La hipertrofia de los adipocitos del tejido adiposo epididimal inducida por la dieta 

alta en grasas y sacarosa es prevenida por la suplementación de dicha dieta con el 

extracto de polifenoles de manzana, sin observarse cambios a nivel hiperplásico. 

6. La suplementación de la dieta con un extracto polifenólico de manzana reduce los 

niveles séricos de glucosa y la resistencia insulínica. Además, induce una mejora en la 

tolerancia a la glucosa en comparación a las ratas alimentadas con una dieta alta en 

grasas y sacarosa. 

7. La respuesta lipolítica inducida por isoproterenol tiende a mejorar en los adipocitos 

aislados de grasa epididimal de ratas alimentadas con una dieta alta en grasas 

suplementada con un extracto de polifenoles de manzana, respecto a los adipocitos de 

ratas alimentadas con la misma dieta sin suplementación. 
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8. El estudio nutrigenómico realizado en adipocitos aislados de tejido adiposo 

epididimal muestra como la suplementación de la dieta con un extracto polifenólico de 

manzana aumenta el nivel de expresión de genes como Aebp1, un represor de la 

adipogenésis, Aqp 7, implicado en el transporte de glicerol y Ppargc1a, relacionado con 

la oxidación de ácidos grasos. Además, el extracto de manzana previene el incremento 

de los niveles de ARNm de Lep, Plin y el factor de transcripción Srebf1, inducidos por 

la ingesta de la dieta alta en grasas y sacarosa. La suplementación de la dieta con un 

extracto polifenólico de manzana parece no afectar a la expresión de genes relacionados 

con la obesidad y la insulino-resistencia en el músculo esquelético. 

9. La suplementación de la dieta con un extracto polifenólico de manzana previene la 

hipometilación del promotor del gen Aqp7 en tres sitios CpG y reduce el incremento de 

metilación inducido por la dieta en el promotor del gen de la leptina (CpG en posición -

198). Finalmente el extracto de manzana modificó los niveles de metilación de un sitio 

CpG de dos importantes factores de transcripción: Srebf1 y Ppargc1a. 

10. Los niveles de expresión de la leptina y la Aqp7 se correlacionan positivamente con 

los niveles de metilación del promotor de la leptina (CpG en posición -198) y del 

promotor de la Aqp7 (metilación total) respectivamente. Además, los niveles de 

metilación de Aqp7 (CpG en posición +419) se asociaron negativamente con el peso del 

depósito graso epididimal y con los niveles plasmáticos de insulina y la expresión de 

leptina en adipocitos. 
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Anexo 1. Some cyclin-dependent kinase inhibitors-related 

genes are regulated by vitamin C in a model of diet-induced 

obesity

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19652391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19652391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19652391


 

 

 

 

 



 

VIII. Anexos Página 209 
 

 

 

 

Factor de Impacto: 1.810 



 

VIII. Anexos Página 210 
 

 

 

 



 

VIII. Anexos Página 211 
 

 

 

 



 

VIII. Anexos Página 212 
 

 

 

 



 

VIII. Anexos Página 213 
 

 

 

 



 

VIII. Anexos Página 214 
 

 

 

 



 

VIII. Anexos Página 215 
 

 



 

 

 

 

  



ANEXO 2: de la Iglesia R, Milagro FI, Campión J, Boqué N, Martínez JA. Healthy properties of 

proanthocyanidins. Biofactors. 2010 May-Jun; 36(3):159-68 Enlace 

 

ANEXO 3: Garcia-Diaz DF, Campion J, Milagro FI, Boque N, Moreno-Aliaga MJ, Martinez JA. 

Vitamin C inhibits leptin secretion and some glucose/lipid metabolic pathways in primary rat 

adipocytes. Journal of Molecular Endocrinology. 2010; 45(1):33-43.  

 

ANEXO 4: Gonzalez-Moreno, O., Boque, N., Redrado, M., Milagro, F., Campion, J., Endermann, 

T., Takahashi, K., Saito, Y., Catena, R., Schomburg, L. and Calvo, A. (2011), Selenoprotein-P is 

down-regulated in prostate cancer, which results in lack of protection against oxidative 

damage. Prostate, 71: 824–834. doi: 10.1002/pros.21298 

 

ANEXO 5: de la Garza A, Milagro F, Boque N, Campion J, Martinez J. Natural inhibitors of 

pancreatic lipase as new players in obesity treatment. Planta Medica [serial online]. 

2011;(8):773. 

 

 

http://metalib.si.unav.es:8331/V?institute=UNAV&portal=UNAV&new_lng=SPA&func=find-db-1-title&mode=titles&azlist=N&scan_utf=&scan_start=Wiley+online+library&search_type=contains&restricted=all
http://metalib.unav.es:3210/unav?url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_ver=Z39.88-2004&rfr_id=info:sid/sfxit.com:azlist&sfx.ignore_date_threshold=1&rft.object_id=954925575976
http://metalib.si.unav.es:3210/unav?url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_ver=Z39.88-2004&rfr_id=info:sid/sfxit.com:azlist&sfx.ignore_date_threshold=1&rft.object_id=%20954925502181
http://metalib.si.unav.es:3210/unav?url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_ver=Z39.88-2004&rfr_id=info:sid/sfxit.com:azlist&sfx.ignore_date_threshold=1&rft.object_id=%20954925434428


 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 6. Otras publicaciones 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

  



 

VIII. Anexos Página 275 
 

 

Bondia-Pons I, Boqué N, Paternain L, Santamaría E, Fernández J, Campión J, Milagro 

F, Corrales F, Martínez JA. Liver proteome changes induced by a short-term high-fat-

sucrose diet in Wistar rats. J Nutrigenet Nutrigenomics. Aceptado (en prensa). 

 

Galarraga M, Campión J, Munoz-Barrutia A, Boqué N, Moreno H, Martinez JA, 

Milagro F, Ortiz-de-Solorzano C. Adiposoft: An automated software for the analysis of 

white adipose tissue cellularity in histological sections. Enviado a Journal of Lipid 

Research. 



 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 7. Contribuciones a congresos 

 



 

 



 

VIII. Anexos Página 279 
 

2007 - Chronic mild stress induce variations in locomotive behaviour and metabolic 

rates in high fat fed rats. Garcia-Diaz DF, Campion J, Milagro FI, Lomba A, Boqué N, 

Fanjul MC, Marzo F and Martinez JA.  4th Meeting of the CTP Network. Burdeos. 

 

2008 - High-fat diet and vitamin C supplementation in rats modify the expression of 

cyclin-dependent kinase inhibitors in liver and adipose tissue. Boqué N, Campión J, 

Milagro FI and Martínez JA. 16th European Congress on Obesity (ECO). Ginebra. 

Publicado en: Int J Obes, 2008;32, Suppl 1:138. 

 

2009 - La vitamina C modifica la captación de glucosa y la lipólisis, regulando la 

expresión/secreción de adipoquinas en cultivas de adipocitos primarios de rata. Garcia-

Diaz DF, Campion J, Milagro FI, Boqué N, Moreno-Aliaga MJ and Martinez JA. XV 

Congreso latinoamericano de nutrición. Santiago de Chile. Publicado en: Revista 

Chilena de Nutrición, 2009;36, Suppl 1:708. 

 

2010 - Efectos de la distribución de macronutrientes de la dieta en dos modelos de 

obesidad, ad libitum o pair fed, en ratas Wistar. Boqué N, Lomba A, Paternain L, 

Milagro FI, Campion J, Martínez JA. II congreso Fesnad, Barcelona. Publicado en: 

Nutrición Hospitalaria, 2010;25, Suppl 1:194-95. 

 

2010 - The effect of fish proteins and peptides on type 2 diabetes and related metabolic 

disorders. Rioux LE, Boqué N, Pilon G, Lavigne C,  Rudkowska I, Hasan F, Mitchell P, 

Jacques H, Vohl M, McLeod R, Gill T
 
and Marette A.  First International Marine 

Ingredients Conference. Oslo. 

 

2010 - Screening for salmon and cod peptidic fractions in cell-based assays reveal 

biological activities on inflammation, lipolysis and glucose uptake. Boqué N, Rioux LE, 

Lavigne C, Hasan F, McLeod R, Gill T, Marette A. IV Congress of the International 

Society of Nutrigenetics/Nutrigenomic (ISNN). Pamplona. Publicado en: Journal of 

Nutrigenetics and Nutrigenomics, 2010;3:89. 

 

2010 - Early life stress modifies the response to an obesigenic diet in the adult state. 

Paternain L,  Boqué N,  Milagro FI, Martisová E, Ramírez MJ, Martínez JA, Campión 

J. IV Congress of the International Society of Nutrigenetics/Nutrigenomic (ISNN). 

Pamplona. Publicado en: Journal of Nutrigenetics and Nutrigenomics, 2010;3:107. 

2011 - Screening of polyphenolic plant extracts for anti-obesity properties in Wistar 

rats. Boqué  N, Campión J, de la Iglesia R, de la Garza AL, Milagro FI,  Martínez JA. 

18th European Congress on Obesity (ECO). Estambul. Publicado en: Obesity Reviews, 

2011;12, Suppl 1:184. 

 

2011 - Effects of natural inhibitors of pancreatic lipase in the treatment of obesity. de la 

Garza AL, Boqué N, Campión J, Olivares M, Bañuelos O, Martínez JA, Milagro FI. 11
th

 

European Nutrition Conference (FENS). Madrid. Publicado en: Annals of Nutrition & 

Metabolism, 2011;58, Suppl 3:20-21. 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3592617
http://www.eco2011.org/


 

VIII. Anexos Página 280 
 

Comunicaciones orales 

 

2009 - Influence of dietary macronutrient composition on adiposity and cellularity of 

different fat depots in Wistar rats. Boqué N, Campión J Paternain L, Galarraga M, 

García-Díaz DF, Milagro FI, Ortiz de Solórzano C and Martínez JA. 6th Meeting of the 

CTP Network. Huesca. 

 

2011 - Nutrigenomic and epigenetic study about the preventive effects of apple 

polyphenolic extract supplementation on diet-induced obesity. Boqué N, Campión J, de 

la Iglesia R, Milagro FI, San Román B, Bañuelos O, Martínez JA. 5
th

 International 

Conference on Polyphenols and Health (ICPH). Sitges. 

 

 

 

 

 

 




