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Resumen

La obesidad es una enfermedad multifactorial caracterizada por una acumulacion
de la grasa corporal, causando desequilibrio bioquimico en el metabolismo de un
organismo y un estado oxidativo del cuerpo, lo cual favorece el desarrollo de
complicaciones. En varios estudios se ha observado que las infusiones de plantas
como Mentha piperita, Eryngium carlinae, Hibiscus sabdariffa y Camellia sinensis
tienen un efecto antiobesogénico y antioxidante. En este trabajo se formulé una
bebida funcional antioxidante a base de calices de jamaica con infusiones
herbales y bajo contenido en calorias. El contenido de fenoles y flavonoides (mg/g
equivalentes de acido galico y mg/g equivalentes de catequina, respectivamente)
en las infusiones al 1% (p/v) fue: té verde (158.9 + 0.76 y 58.7 + 0.33), jamaica
(40.6 £ 0.22 y 40.9 = 0.72), “hierba del sapo” (35.8 + 0.19 y 44.0 + 0.36) y
hierbabuena (36.7 + 0.31 y 52.2 * 0.57). Posteriormente, en base a la
aceptabilidad sensorial, asi como las propiedades fisicoquimicas y compuestos
polifénolicos, se eligi6 una formulacion final cuyo contenido de fenoles y
flavonoides fue de 62.5 £ 0.32 mg/g de equivalentes de acido galico y 47.2 + 0.49
mg/g de equivalentes de catequina y se analiz6 su efecto en un modelo de
obesidad inducida en ratas macho Wistar divididos en cuatro grupos: con una
dieta estandar (Grupo control sano), dieta alta en grasas saturadas y fructosa
(Grupo control obeso), dieta estandar + bebida (Grupo sano mas bebida) y dieta
alta en grasa y fructosa + bebida (Grupo obeso mas bebida). De acuerdo a los
resultados, no hubo disminucién en la ganacia del peso corporal; sin embargo, el
peso del tejido adiposo del grupo obeso mas bebida fue 20.8% menor comparado
con el grupo control obeso. Los niveles séricos de triglicéridos y glucosa fueron
menores en los grupos control sano (22.9 y 33.9%) comparado con el grupo sano
mas bebida y en el grupo obeso mas bebida (44.1 y 21.3%) comparado con el
grupo control obeso. La actividad hepatica de las enzimas antioxidantes catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GPX) aumentaron significativamente en el grupo
control obeso para ambos casos; sin embargo, no hubo diferencia significativa en
la actividad de la superéxido dismutasa (SOD) entre los grupos. Por lo anterior, el
desarrollo de una bebida antioxidante e hipocalérica podria considerarse como
una alternativa para el mercado de bebidas funcionales.

Palabras clave: obesidad, infusiones herbales, compuestos fendlicos.



Abstract

Obesity is a multifactorial disease characterized by the increase of body fat,
causing a biochemical imbalance in the metabolism of an organism and an
oxidative state within the body, which contribute to obesity-related complications. In
Mexico, an important factor in the development of obesity is the high consumption
of processed foods and beverages, among others. Thus, prevention, weight control
and the generation of low-calorie products with beneficial health effects are
essential to reduce its prevalence among the Mexican population. Several studies
have shown that herbal infusions of peppermint (Mentha piperita), “frog herb”
(Eryngium carlinae), roselle (Hibiscus sabdariffa) and green tea (Camellia sinensis)
exert antiobesogenic and antioxidant effects. Therefore, in this work a functional
antioxidant roselle-based drink added with herbal teas and low calorie content was
formulated. The content of phenolic compounds and flavonoids (mg/g equivalents
of gallic acid and mg/g equivalents of catechin, respectively) in the infusions at 1%
(w/v) was: green tea (158.9 + 0.7 and 58.7 = 0.3), roselle (40.6 + 0.2 and 40.9
0.7), "frog herb" (35.8 + 0.2 and 44.0 = 0.4) and peppermint (36.7 £ 0.3 and 52.2 +
0.6). Based on sensory acceptability as well as physicochemical properties and
polyphenolic compounds, a final formulation was chosen; its content of phenolic
and flavonoids was 62.5 + 0.3 mg/g of equivalents of catechin and 47.2 + 0.49
mg/g of equivalents of gallic acid, and its effect was analyzed in an obesity model.
Male Wistar rats were divided into four groups: rats with a standard diet (healthy
control group), with standard diet + beverage (Healthy group + beverage), with
high fat and fructose diet (Obese control group), and with high fat and fructose diet
+ beverage (Obese group + beverage). According to the results, there was no
decrease in body weight gain; however, the adipose tissue weight of the obese +
beverage group was 20.8% lower compared to the obese control group.
Triglyceride and glucose levels were lower in the healthy control group (22.9 and
33.9%), healthy + beverage group (29.3 and 38.2%) and obese + beverage group
(44.1 and 21.3%), respectively, compared with the obese control group. Hepatic
activity antioxidant enzymes, catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX),
were significantly increased in the obese + beverage group for both cases; as well
as in the healthy + beverage group. Although further evaluation is needed, the
development of an antioxidant and hypocaloric beverage could be considered as
an alternative for the functional beverage market.

Keywords: hypercaloric diet, herbal infusions, antioxidant enzymes.
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l. Introduccién

La obesidad es una enfermedad multifactorial que tiene influencia de aspectos
genéticos, fisioldgicos, metabdlicos, sociales y moleculares de cada individuo. Uno
de los aspectos sociales importantes es la modificacion que ha sufrido la dieta en
estos ultimos afos, incrementando el consumo de alimentos procesados y con un
alto contenido caldrico, principalmente compuestos de grasas y azucares

refinados.

La obesidad se caracteriza por un aumento de grasa corporal, lo cual causa un
desequilibrio bioquimico en el metabolismo de un organismo principalmente en
organos como el higado, musculo esquelético y tejido adiposo. La insulina, por su
accion activadora de la enzima lipoproteina lipasa, favorece el almacenamiento de
triglicéridos en adipocitos, lo cual provoca un aumento en el tamafo y numero de
adipocitos y, por lo tanto, un incremento en la secrecion de proteinas conocidas
como adipocinas y citocinas, que son proinflamatorias, y estan relacionadas con el
desarrollo de complicaciones de la obesidad como son la diabetes y las

alteraciones cardiovasculares, entre otras.

Por esta razon, la obesidad ha sido clasificada por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) como un problema grave de salud publica, donde su prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad para adultos de 20 afios pasé de 71.2% en
2012 a 72.5% en 2016.

En paises como México, la alta prevalencia de obesidad y sus complicaciones
estan directamente relacionadas con el consumo elevado de calorias provenientes
de los alimentos y bebidas, principalmente las refrescantes. Debido a esto, la
prevencion y el control de peso es primordial para disminuir los problemas de

salud que actualmente enfrenta la poblacion mexicana.

Una estrategia para alcanzar este objetivo es la generacién de productos bajos en
calorias y con efectos benéficos adicionales a la salud que pueden disminuir los
problemas derivados del sobrepeso y obesidad.



En el grupo de trabajo se han evaluado plantas como la hierba del sapo y los
calices de jamaica en modelos animales de obesidad inducida por dieta alta en
grasa y fructosa, asi como con diabetes. Los resultados reportados fueron
favorables teniendo efectos sobre la disminucion de lipidos y glucosa en sangre, y
peso corporal, entre otros parametros; sin embargo, se tiene poca informacion
respecto al efecto de estos materiales sobre sistemas antioxidantes endégenos en

un modelo de obesidad.

En la obesidad existe un incremento del estado oxidativo debido a la acumulacién
de grasa, lo que incrementa selectivamente la produccion de especies reactivas
de oxigeno (EROs) en el tejido adiposo. Por lo tanto, el mantenimiento de la
homeostasis redox en diversos organos es critico para la funcion celular y la
supervivencia, y su alteracion esta implicada en la fisiopatologia de muchas
enfermedades humanas, tales como las enfermedades cardiovasculares, la
diabetes, la artritis reumatoide, los trastornos neuroldgicos (por ejemplo, las

enfermedades de Alzheimer y Parkinson), obesidad o el cancer.

Por lo anterior, en el presente trabajo se plante6 evaluar el efecto de la ingesta de
una bebida baja en calorias, elaborada con infusiones herbales de plantas de la
medicina tradicional mexicana como la hierbabuena (Mentha piperita), hierba del
sapo (Eryngium carlinae), jamaica (Hibiscus sabdariffa) y té verde (Camellia
sinensis) sobre la induccion de sistemas antioxidantes en un modelo de obesidad.
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Il. Antecedentes

2.1 Obesidad

La obesidad es una enfermedad crénica multifactorial desarrollada por las
interacciones de factores sociales, de comportamiento, culturales, metabdlicos y
genéticos, y puede definirse como el incremento en el peso corporal que resulta

en una acumulacion excesiva de tejido adiposo (Sweeting, 2008).

2.1.1 Epidemiologia

La situacion de salud en México ha cambiado profundamente en las ultimas
décadas, a tal grado que las preocupaciones alrededor de la desnutricion se
encuentran limitadas a grupos de la poblacion especificos; en cambio, la obesidad

se ha generalizado a los diversos grupos sociales, regiones y grupos de edad.

La obesidad y el sobrepeso se han convertido desde la ultima década a la fecha
en un problema de salud publica en México, actualmente mas del 70% de la
poblacién adulta esta por encima de su peso normal, donde cerca del 32%
presenta obesidad.

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del 2016 (ENSANUT
2016), la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en la poblacion de 5 a
11 anos de edad disminuyo de 34.4% en 2012 a 33.2% en 2016, una reduccion no
estadisticamente significativa de 1.2 puntos porcentuales. Las prevalencias de
sobrepeso (20.6%) y obesidad (12.2%) en nifias en 2016 fueron muy similares a
las observadas en 2012 (sobrepeso 20.2% y obesidad 11.8%). En nifios hubo una
reduccion estadisticamente significativa de sobrepeso entre 2012 (19.5%) y 2016
(15.4%), mientras que las prevalencias de obesidad en 2012 (17.4%) y 2016
(18.6%) no fueron estadisticamente diferentes.

En adolescentes de entre 12 y 19 afos la prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad fue de 36.3%, 1.4 puntos porcentuales superior a la prevalencia en 2012
(34.9%); sin embargo, esta diferencia no es estadisticamente significativa. La
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prevalencia de sobrepeso (26.4%) en adolescentes de sexo femenino en 2016 fue
2.7 puntos porcentuales superior a la observada en 2012 (23.7%) y esta diferencia
es estadisticamente significativa. En cambio, la prevalencia de obesidad (12.8%)
es similar a la observada en 2012 (12.1%). En los adolescentes de sexo masculino
no hubo diferencia significativa entre 2012 y 2016.

Para adultos de 20 afios y mas la prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad paso de 71.2% en 2012 a 72.5% en 2016; este aumento de 1.3 puntos
porcentuales no fue estadisticamente significativo. La prevalencia de sobrepeso,
obesidad y obesidad morbida fueron mas altas en el sexo femenino.

La epidemia de obesidad es causada por multiples y complejos factores. Existe
evidencia que indica que el incremento en el consumo de bebidas azucaradas es
un factor de riesgo para obesidad, diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades del
corazon (Malik et al., 2006; Vartanian et al.,, 2007). El consumo de bebidas
azucaradas no produce saciedad en comparacion con el azucar en forma solida, lo
cual tiende a estimular el sobre consumo de bebidas azucaradas (Willett y Ludwig,
2013).

El consumo de bebidas azucaradas como bebidas sin alcohol, jugos, agua
vitaminada, bebidas energéticas y a base de frutas, se incremento
significativamente a nivel mundial (Popkin, 2012). En México, el consumo
promedio individual de bebidas azucaradas incrementé un 60% entre 1989 y el
2006 (Barquera et al., 2008). En el 2011, México tuvo el mayor consumo per
capita de refrescos en todo el mundo estimado en 163 litros por habitante al afio
(Euromonitor, 2011). El mayor consumo de bebidas sin alcohol se concentra en
poblacién entre los 12 y 39 afos de edad y es particularmente alta en la poblacion
de 19 a 29 anos (Barquera et al., 2008). La ENSANUT del 2012 muestra que la
bebida caldrica representa alrededor del 18% de la energia total entre los nifios y
adultos (Stern y Piernas, 2014). Ademas, se estima que el 71% del consumo
agregado de azucar en México proviene de las bebidas azucaradas y, al menos, el
66% de la poblacion consume mas del 10% de azucares afadidos por encima de
la recomendacién de la OMS (Sanchez-Pimienta y Batis, 2015). Aunque hay
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evidencia en las encuestas nacionales de gastos y renta, de una ligera
disminucién en el porcentaje de los hogares que reportan ningun consumo de
bebidas azucaras entre el 2008 y 2010, el consumo en el pais sigue siendo muy
alto (Euromonitor, 2011).

Respecto a la diversidad de la dieta de los escolares (ENSANUT 2016), se
observaron bajas proporciones de consumidores regulares de grupos de los
alimentos asociados con mejores niveles de salud (grupos recomendables): sdlo
un 22.6% consumen regularmente verduras, 45.7% frutas y el 60.7% leguminosas.
En cambio se observo un elevado consumo de alimentos cuyo consumo cotidiano
aumenta los riesgos de obesidad y enfermedades cronicas (grupos de alimentos
no recomendables para consumo cotidiano): 81.5% consumen regularmente
bebidas azucaradas no lacteas, 61.9% botanas, dulces y postres y 53.4% cereales
dulces.

En adolescentes, también se observaron bajas proporciones de consumidores
regulares de los alimentos recomendables: solo 26.9% consumen regularmente
verduras, 39.2% frutas y 63.1% leguminosas. En cambio, se observd una elevada
proporcion de consumidores de grupos de alimentos no recomendables para
consumo cotidiano: 83.9% consumen regularmente bebidas azucaradas no

lacteas, 59.4% botanas, ducles y postres y 50.3% cereales dulces.

En adultos se observaron bajas proporciones de consumidores regulares de la
mayor parte de los grupos de alimentos recomendables: 42.3% consumen
regularmente verduras, 51.4% frutas y 70% leguminosas. En cambio se obervéd
una elevada proporcidon de consumidores de algunos grupos de alimentos no
recomendables para consumo cotidiano: 85.3% consumen regularmente bebidas

azucaradas no lacteas, 38% botanas, dulces y postres y 45.6% cereales dulces.

De acuerdo a un cuestionario de consumo reportado en la ENSANUT 2016, un
alto porcentaje de la poblacion indicd que se sentia muy capaz o capaz de comer
cinco frutas y verduras al dia (79.7%), consumir uno o menos vasos de bebidas

azucaradas industrializadas y caseras a la semana (70.2%) y realizar por lo menos
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30 minutos de actividad fisica al dia (85.5%). En este sentido, los principales
obstaculos que reportaron para poder alimentarse saludablemente fueron la falta
de dinero para comprar frutas y verduras (50.4%), falta de conocimiento (38.4%) y
tiempo (34.4%) para preparar alimentos saludables, falta de una alimentacion
saludable en la familia (31.4%), preferencia por consumir bebidas azucaradas y
comida chatarra (31.6%), falta de motivacién (28.3%) y desagrado por el sabor de
las verduras (23%). Ademas, el 81.6% de la poblacion mencion6é que gusta del
sabor de las bebidas azucaradas; sin embargo, la mayoria (92.3%) no las
consideran saludables.

Por otro lado, la mayoria considera que el consumir bebidas azucaradas favorece
al desarrollo de obesidad (92.2%), caries dental (93.4%), presion alta (86.2%) y
diabetes (93%). La mayoria de la poblacion vincula la obesidad con diabetes
mellitus (DM, 95.6%), cancer (80.8%), dificultades para respirar y asma (91.3%),
presidon alta y enfermedades del corazén e infartos (95.5%), baja autoestima y
depresion (93.6%) (ENSANUT, 2016).

Respecto a la autopercepcion del peso no saludable, practicamente la mitad de la
poblacién (48.4%) se identificd con sobrepeso y una minoria con obesidad (6.7%).
A pesar de que el 40% de los encuestados afirmé que la obesidad es de caracter
hereditario, casi su totalidad la asocia al consumo de bebidas azucaradas (88.3%),
no comer verduras y frutas (84.3%), ver television o usar computadora (89.3%), y
a no realizar actividad fisica (94.8%) (ENSANUT, 2016).

La prevalencia de sobrepeso, obesidad y obesidad mérbida fueron mas altas en el
sexo femenino en la mayoria de etapas de vida. En 2016, se observo una
prevalencia mayor de obesidad en los nifios (18.3%), en comparacion con las
nifas (12.2%). Este mismo comportamiento se presenté en 2012. La prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad en 2016 en adolescentes hombres fue de
33.5% y en mujeres de 39.2%. Al categorizar por sexo en la ENSANUT MC 2016,
se observa que la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad (IMC =25
kg/m?) es mayor en las mujeres (75.6%) que en los hombres (69.4%); y que la
prevalencia de obesidad (IMC =30 kg/m?) es también mas alta en el sexo
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femenino (38.6%) que en el masculino (27.7%). Asimismo, la categoria de
obesidad mérbida (IMC = 40.0 kg/m?) es 2.4 veces mas alta en mujeres que en
hombres.

2.1.2 Causas de la obesidad en México

La alimentacién en México se caracteriza por un consumo elevado de alimentos
ricos en colesterol, grasa saturada, azucares y sodio. El consumo de bebidas con
alto contenido en azucares aporta alrededor del 21% de las calorias provenientes
de carbohidratos consumidas por los jovenes. Estas calorias contribuyen al
consumo excesivo de energia que esta relacionado con la aparicion de sobrepeso,
obesidad y DM (Rivera et al., 2008).

El agua potable puede utilizarse para satisfacer casi todas las necesidades de
liquidos de los individuos sanos. Sin embargo, una dieta saludable puede incluir
diversos tipos de bebidas, ademas del agua. El equilibrio entre energia y
contenido de nutrientes es un factor critico para definir el papel de las bebidas en
una dieta saludable (Rivera et al., 2008).

1.1.3 Fisiopatologia de la obesidad

Cuando se presenta un exceso de grasas y carbohidratos, el organismo transporta
estos nutrientes hacia el higado, en donde son metabolizados a triglicéridos y
empaquetados en lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) para su transporte a
los tejidos extrahepaticos. La lipoproteina lipasa (LPL) hidroliza a la lipoproteina
liberando acidos grasos libres (AGL), los cuales se transportan y almacenan en los
adipocitos, reesterificandose y formando nuevamente triglicéridos (Luzuriaga,
2000).

La enzima LPL es activada por la hormona insulina, la cual durante un consumo
excesivo de energia se mantiene elevada (hiperinsulinemia), favoreciendo el
almacenamiento de triglicéridos en el tejido adiposo y, por lo tanto, la hipertrofia e
hiperplasia de los adipocitos (Eckel, 2006).
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2.1.4Homeostasis energética

Homeostasis se define como el estado de equilibrio dinamico o el conjunto de
mecanismos por los que todos los seres vivos tienden a alcanzar una estabilidad
en las propiedades de su medio interno y, por tanto, de la composicién bioquimica
de los liquidos y tejidos celulares para mantener la vida, siendo esto la base de la
fisiologia (McEwen y Wingfield, 2007).

El equilibrio entre la energia ingerida a través de los alimentos y la energia
gastada por el metabolismo celular da como resultado el buen funcionamiento del
organismo. Los carbohidratos, los lipidos y las proteinas son los tres
macronutrientes que usualmente proveen de energia calorica a las células. Asi,
desde el punto de vista energético, la principal fuente de energia es la glucosa y
su forma polimérica de almacenaje, el glucdégeno. Es claro que el balance
energético se preserva a partir de la ingesta de alimentos, la cual se controla a dos
niveles: uno opera a corto plazo, determinando las reservas de carbohidratos del
organismo e impulsando a la busqueda de calorias cuando las reservas de
glucogeno o los niveles de glucosa descienden; el otro opera a largo plazo y esta
mas relacionado con la utilizacion de los depdsitos grasos del tejido adiposo,
promoviendo la ingesta de alimentos a mediano y largo plazo (Fragoso-lhiguez y
Coello-Coutifio, 2008).

2.1.5Tejido adiposo

Los adipocitos son los encargados de almacenar la energia en forma de
triglicéridos en gotas lipidicas. Cuando se necesita energia, los triglicéridos son
rapidamente hidrolizados y los acidos grasos resultantes son excretados del
adipocito y transportados hasta otros tejidos donde son utilizados (Guilherme et
al., 2008).

El tejido adiposo controla el metabolismo lipidico a través de sefiales enddcrinas,
paracrinas y autdcrinas, que le permiten regular el metabolismo tanto en
adipocitos como en otros tipos celulares como el sistema nervioso central, higado,

musculo y pancreas (Kim y Moustaid-Moussa, 2000).
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2.1.6 Lipotoxicidad

La obesidad se caracteriza por contener un aumento de triglicéridos en el tejido
adiposo. Sin embargo, la excesiva liberacion de acidos grasos provenientes de
este 6rgano causa la alteracidon de otros o6rganos denominada lipotoxicidad.
Existen suficientes antecedentes que respaldan este mecanismo como el principal

mediador de resistencia a la insulina (Briaud et al., 2001; Robertson et al., 2004).

El ingreso continuo de acidos grasos libres (AGL) provenientes del tejido adiposo
hipertrofico, de la sintesis enddgena en los tejidos (principalmente higado) y el
consumo elevado de azucar y grasas saturadas por medio de la dieta, estimula su
acumulacion y la produccidn de intermediarios metabdlicamente activos que
alteran las funciones normales de diversos o6rganos (Feldstein et al., 2004;
Summers, 2006).

Cuando se tiene un exceso de lipidos en higado, la secrecion de triglicéridos se
incrementa, pero también tienden a almacenarse, generandose esteatosis. La
esteatosis hepatica es una caracteristica de la obesidad, generando un ambiente
inflamatorio sistémico que promueve el desarrollo de lipotoxicidad y apoptosis de
las células del parénquima y la subsiguiente produccion de colageno por las
células estelares (Angulo, 2005; Feldstein et al., 2005). De este modo, el proceso
de lipotoxicidad estimula la progresion de la esteatosis a esteohepatitis y
posteriormente a cirrosis y fibrosis hepatica.

Los adipocitos hipertroficos desarrollan resistencia a la insulina ocasionando
aumento en la liberacién de AGL, leptina y el factor de necrosis tumoral (TNF-)a,
los cuales incrementan el dafo hepatico mediado por lipidos, generando
lipotoxicidad. De esta manera, la interaccidn entre el higado y el tejido adiposo se
ha denominado eje adipo-hepatico, donde la alteracion funcional de alguno de
estos organos en la obesidad, afecta la funcion del otro, generando un circulo que
altera dicho eje (Angulo, 2005; Feldstein et al., 2005).
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2.2 Estrés oxidativo y nitrosativo

El oxigeno molecular (O,) es esencial para la supervivencia de los seres humanos
y, en general, de todos los organismos aerobicos. Por lo anterior, en el proceso
natural de oxidacion, el cuerpo humano produce especies reactivas de oxigeno
(EROs), especies reactivas de nitrogeno (ERNs) y radicales libres (RL) (Ortega et
al., 2010).

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) incluyen: el radical superoxido (O, ),
el peroxido de hidrégeno (H203), el radical hidroxilo (OH), el oxigeno (O2) y el
acido hipocloroso (HOCL). Si el balance entre la formacion y eliminacién de las
EROs se altera a favor de la formacidén, estas especies oxidantes inducen
reacciones en cadena que son capaces de dafar moléculas de importancia
bioldgica (carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos), a este fendmeno
se le denomina estrés oxidativo. En particular, el ataque a los lipidos provoca su
oxidacion y esto a su vez conduce a la formacion de nuevas especies de RL y
metabolitos (Novo y Parola, 2008). Las EROs pueden generarse por fuentes como
los contaminantes, el tabaquismo, factores ambientales o como un producto
secundario de las reacciones del metabolismo (Salvadé et al., 2005). Del mismo
modo, los RL derivados de las ERNs incluyen 6xido nitrico (NO) y el peroxinitrito
(ONOQO) (Ortega et al., 2010).

En los sistemas vivos la naturaleza ha brindado diferentes fuentes de proteccién
que permiten mediar este dafo. Estos sistemas, de acuerdo a su origen, pueden
clasificarse como endogenos y exogenos. Los sistemas de defensa antioxidante
endogeno consisten en una serie de elementos bioldgicos que brindan proteccion
ante la produccion continua de EROs, ERNs y RL. Estos ultimos, aunque tienen
una vida biologica media de microsegundos, poseen la capacidad de reaccionar
con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a las moléculas y a
las membranas celulares. Los RL son generados por funciones celulares como la

respiracion y sintesis de ATP a nivel mitocondrial.
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Se denomina estrés oxidativo al estado en el que las células se encuentran
expuestas a un ambiente pro-oxidante y los mecanismos defensivos se
encuentran sobrepasados. En este estado, un porcentaje muy pequefo de las
moléculas de oxigeno utilizadas por el organismo, alrededor del 5%, se convierten
en intermediarios reactivos de éste. Estas moléculas interaccionan con
biomoléculas de todos los tipos, de naturaleza ya sea lipidica o proteica, e
inclusive nucleica, especialmente a tres niveles (membrana plasmatica,
mitocondria y DNA) produciendo lesiones celulares (Esteller et al., 2005). Por
tanto, el estrés oxidativo esta asociado al declive general de las funciones
celulares, tisulares y organicas, y esta relacionado con enfermedades como el
Alzheimer, ateroesclerosis lateral amiotréfica, Parkinson, degeneracién muscular,
artritis reumatoide, cancer y sindrome metabdlico (SM), entre otras. Ademas, una
inadecuada proteccion contra las EROs es el factor principal que da origen al
envejecimiento e incrementa la vulnerabilidad a enfermedades crénico-

degenerativas (Beristain et al., 2006).
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Figura 1. Representacion de las principales rutas productoras de EROs y la
intervencidén de los sistemas antioxidantes endogenos.

CAT (catalasa); GPx (glutation peroxidasa); SOD (superdxido dismutasa); GSH (glutation
reducido); GSSG (glutation oxidado) (Esteller et al., 2005).

De la misma forma, bajos niveles de ERNs se producen continuamente en las
células de mamiferos y desempefian funciones fisiologicas importantes. Estas
incluyen procesos tan diversos como la expresion de genes, la proliferacion y
sobrevivencia celular, la remocion de patogenos por el sistema inmune, y la
permeabilidad de los vasos sanguineos. Sin embargo, cuando la cantidad de
ERNs excede la capacidad antioxidante de la maquinaria, el resultado es un estrés
nitrosativo que puede inducir dafos irreversibles en todas las macromoléculas
celulares, incluyendo el ADN. Por lo tanto, el mantenimiento de la homeostasis
redox es critico para la funcion celular y la supervivencia, y su alteracién esta
implicada en la fisiopatologia de diversas enfermedades humanas, tales como las
enfermedades cardiovasculares, la diabetes, la artritis reumatoide, los trastornos
neurologicos (por ejemplo, las enfermedades de Alzheimer y Parkinson) o el
cancer (Ortega et al., 2010).

2.2.1 Relacién del estrés oxidativo y la obesidad.

En la obesidad existe un incremento del estado oxidativo debido a la acumulacion
de grasa. La produccion de EROs se incrementa selectivamente en el tejido
adiposo, acompafado por un aumento de la actividad de las enzimas NADPH
oxidasa, oxido nitrico sintasa (NOS), mieloperoxidasa (MPO), entre otras,
disminuyendo los sistemas de defensa antioxidante endogenos (Furukawa et al.,
2004).

Las EROs extraen facilmente electrones de otras moléculas, convirtiéndolas a RL
y de ese modo iniciar una reaccion en cadena. Toda clase de moléculas biologicas

son susceptibles al dafo oxidativo causado por los RL. La oxidacion de los lipidos
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poliinsaturados en las células puede perturbar las estructuras de las membranas y
el dafio oxidativo al ADN puede dar lugar a mutaciones puntuales. Como
consecuencia, la oxidacion de los lipidos de la membrana celular provoca
alteraciones en la permeabilidad, o la pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica, asi como la de los organelos celulares. Los acidos grasos
poliinsaturados, que predominantemente se ubican en las membranas celulares,

son particularmente susceptibles al ataque de los RL (Eberhardt, 2001).

En diferentes estudios se sugiere que la obesidad per se puede inducir estrés
oxidativo sistémico y que este aumento es, en parte, la causa subyacente de la
desregulacion de las adipocitocinas, lo que lleva al desarrollo de SM (Furukawa et
al., 2004).

2.2.2 Sistemas de defensa antioxidante.

Desde el punto de vista quimico, un antioxidante es un compuesto quimico que
previene la oxidacién de otra especie quimica. Los antioxidantes desempefian un
papel fundamental en la proteccion de estructuras celulares que pudiesen dafiarse
en reacciones que involucren RL (Alvira y Roche, 2004; Tenorio et al., 2006).

La mayoria de los organismos vivos, incluyendo los seres humanos, poseen un
sistema de defensa eficiente que ha evolucionado en mecanismos enzimaticos y
no enzimaticos frente al exceso de produccion de EROs protegiendo asi contra
dafnos oxidantes. Sin embargo, diferentes factores externos o ambientales y el
envejecimiento disminuyen la capacidad de tales sistemas, resultando en
perturbaciones del equilibrio redox. Por consiguiente, los antioxidantes no
enzimaticos son secuestradores de EROs de gran valor en la prevencion del
ataque y/o la progresion de enfermedades oxidativas (Salvado et al, 2005;
Gonzalez et al., 2007

2.2.3 Mecanismos enzimaticos y no-enzimaticos.

El sistema antioxidante enddgeno, a su vez, se divide en enzimatico y no
enzimatico. El primero lo constituyen las enzimas antioxidantes y el segundo lo

integran el glutation reducido (GSH), la coenzima Q y el acido tioctico o lipoico. El
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sistema de defensa antioxidante exdgeno incluye todos los elementos provistos
del medio ambiente (alimentos, plantas, entre otros) que han sido sometidos a
estudios cientificos y se les ha identificado actividad antioxidante. Entre los mas
estudiados se encuentran las vitaminas E y C, los B-carotenos y polifenoles
(flavonoides y taninos) (Camacho et al., 2009).

Los sistemas enzimaticos incluyen enzimas como la superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y las enzimas implicadas en el ciclo de glutation: glutation
peroxidasa (GPX), glutation reductasa (GR) y glutation-S-transferasa (GST).

La SOD cataliza la dismutacion del anion superoxido transformandolo en oxigeno
(O2) y peroxido de hidrogeno (H20.).

SOD
02"+ Oy + 2H" &> H,02+ Oy

Por lo tanto, la enzima SOD y el GSH constituyen el primer paso enzimatico que
desempena un papel protector celular, catalizando la conversiéon del radical
superoxido en H,O, (Al-Gubory et al., 2004).

La CAT es una enzima que se localiza en los peroxisomas y descompone al

peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno (Salvado, 2005).
CAT
2H,0; 2> 2H,0,+ O3
GPx

Tanto la GPx como la CAT catalizan la conversion de H,O,a H>O. Sin embargo, la
GPx convierte H,O2 a H20 a través de la oxidacion de GSH (GSSG). Ademas, la

GPx cataliza la degradacién de los lipidos peroxidos.

La GR es una enzima importante del mecanismo de defensa antioxidante celular.
La regeneracion de GSSG a GSH requiere la accion de la GR que utiliza el
NADPH como cofactor. Por lo tanto, la GR es esencial para el ciclo de GSH, ya
que mantiene los niveles adecuados de GSH. Por lo anterior, la capacidad de GPx
de reducir H,O2 y otros hidroperéxidos depende de la actividad de la GR (Al-
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Gubory et al., 2004),

En cuanto al sistema de defensa no enzimatico, las proteinas antioxidantes
generalmente pueden tener funciones duales, es decir, como proteinas
transportadoras y también como quelantes en cuestién de iones metalicos, lo que
limita su accién como catalizadores para la formacién de RL. Por otro lado, el GSH
es el antioxidante no-enzimatico mas relevante; su funcidn no es eliminar
directamente las EROs, sino mantener el equilibrio redox y participar en las
reacciones enzimaticas antioxidantes proporcionando los reductores equivalentes.
El GSH actua a través de tres reacciones: 1) reacciones de conjugacion, 2)
oxidacion, y 3) degradacion (Salvadé, 2005).

2.2 4 Alteraciones de los sistemas de defensa antioxidante en las enfermedades

cronico-degenerativas.

Diferentes teorias vinculan al estrés oxidativo con las patologias ya mencionadas
(SM, DM, obesidad e hipertension arterial). En el caso de la DM, el sistema
antioxidante no logra eliminar la carga de oxidantes que se producen en los
eventos de hiperglicemia sostenidos, por lo que la produccion de EROs excede las
posibilidades de eliminacién (McCarty et al., 2008). Asi, diversos estudios han
observado que en la DM se tiene una disminucion de las enzimas CAT y SOD y
del cofactor GSH. Esta disminucién en la actividad de las enzimas puede deberse
al incremento de las EROs, ya que diversos reportes sobre este tema sefialan
que, cuando estas especies se acumulan, contribuyen a la reduccién de la

actividad enzimatica antioxidante (Beristain et al., 2006).

En pacientes con hipertension arterial se ha observado un aumento de la relacion
entre la concentracion de glutation reducido/glutatiéon oxidado (GSH-GSSG) vy la
disminucién de enzimas antioxidantes como SOD, GPx y CAT en sangre total

como en células mononucleadas periféricas (Redon, 2003).

Diversos estudios epidemiologicos indican un estado oxidante en pacientes con
SM, el cual se puede determinar a través de la relacion GSH:GSSG en plasma, la
actividad de las enzimas SOD y CAT en plasma y GPx en eritrocitos hemolizados.
Diversos estudios también han evaluado la actividad de SOD, CAT y GPx en
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células mononucleares en pacientes con SM. La alteraciéon en la actividad de
estas enzimas debido al estrés oxidativo se considera como una medida del dafio
tisular y celular, antes o durante el padecimiento, para retardar su aparicién o

ayudar a un control mas adecuado del SM.

En general, diversos estudios demuestran que es necesario el mantenimiento de
una homeostasis oxidativa en el organismo para que se dé una sincronizacion
correcta de los sistemas antioxidantes enzimaticos y no-enzimaticos. Como se ha
mencionado, factores importantes para el desarrollo del SM, como lo son la
diabetes, obesidad e hipertension, producen una respuesta deficiente de los
sistemas antioxidantes, provocando ya sea un aumento o disminucion de su
respuesta. Por lo tanto, es importante mantener los niveles adecuados de los

sistemas antioxidantes enzimaticos y no-enzimaticos.

Existe evidencia de que una dieta alta en frutas y vegetales es fundamental en la
proteccion contra enfermedades cronicas degenerativas, lo que sugiere un efecto
quimioprotector de los compuestos o fitoquimicos presentes en los vegetales a
través de la induccion de enzimas de fase 2 o antioxidantes en diferentes tejidos;
lo cual proporciona una alternativa eficiente para el control del estrés oxidativo
(Munday et al., 2005).

2.3 Modelos animales de obesidad

Debido al importante papel que juega la dieta en el desarrollo de la obesidad y el
SM en humanos, los modelos de obesidad resultan de fundamental importancia
para el estudio de esta patologia y sus consecuencias metabdlicas.

Las ratas y ratones son los modelos mas utilizados para generar obesidad
inducida por la dieta debido a que pueden desarrollar obesidad y algunos otros
factores asociados con el SM en relativamente poco tiempo (Kim et al., 2004;
Gauthier et al., 2006). Las dietas mas utilizadas para inducir obesidad y/o SM son
dietas altas en grasa, dietas altas en grasa saturada y colesterol, y dietas altas en
hidratos de carbono simples. Cada tratamiento dietario genera una respuesta
diferente en el tipo y grado de las alteraciones metabdlicas.
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Las dietas altas en grasa contienen de un 30 a 60% de la energia total de la dieta
proveniente de la grasa y se utilizan para inducir obesidad, resistencia a la insulina
e hiperlipidemia (Ramirez et al., 1990; Kim et al., 2004). La mayoria de los
roedores desarrollan obesidad e hiperlipidemia con una dieta alta en grasa; sin
embargo, la respuesta puede variar dependiendo de la cepa y género del roedor y
el tipo de grasa utilizada en la dieta. Las dietas altas en grasa saturada y
colesterol se utilizan para inducir hipercolesterolemia y ateroesclerosis (Ueshima
et al., 2004).

Las dietas altas en hidratos de carbono simples se utilizan para inducir
hipertrigliceridemia y resistencia a la insulina (Kleiner, 2006). Por lo tanto, para
este trabajo se administré una dieta alta en grasa saturada y fructosa para inducir
obesidad e hiperlipidemia y se evalu6 el efecto de una bebida funcional como
tratamiento. Ademas, la cepa utilizada fue Wistar debido a que es mas resistente a
tratamientos crénicos como el de obesidad, para asi poder observar cambios a lo
largo del tiempo. De igual manera, las ratas macho Wistar son muy vulnerables al
higado graso inducido por la fructosa, y se las considera un modelo aceptado de
sindrome metabdlico. Por otro lado en ratas hembras Wistar se presenta una
inhibicion hormonal de la oxidacion de acidos grasos debido a la presencia de
estrogenos. Los estrogenos y la progesterona inhiben la B-oxidacion mitocondrial
en ratones Swiss CD-1 BR (Grimbert et al., 1995). De hecho, una semana de
tratamiento con estradiol y progesterona condujo a lesiones ultraestructurales de
la mitocondria. Los autores sugirieron que estos cambios podrian ser similares a
los que se producen en la gestacion de algunas mujeres, y que inducen de forma
aguda higado graso (Grimbert et al., 1995).

2.4 Bebidas hipocaléricas y edulcorantes

El consumo de alimentos y bebidas adicionadas con endulzantes no nutritivos,
como la estevia, ha incrementado en las ultimas décadas. La estevia es un
edulcorante natural obtenido del extracto steviosidio de las hojas de la Stevia
rebaudiana, el cual provee un sabor dulce y no tiene contenido energético. Su

consumo como edulcorante incrementa la sensibilidad de la insulina en modelos
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animales (Gregersen et al., 2004; Chang et al., 2005), regula la presiéon arterial
sistdlica y diastdlica (Hsieh et al., 2003), asi como la saciedad del apetito (Anton et
al., 2010). Ademas, no hay reportes de efectos negativos sobre el efecto
farmacolégico en individuos sanos, hipertensos y diabéticos (Barriocanal et al.,
2008). También se pueden utilizar jugos de frutas para elaboracion de bebidas; sin

embargo, tienen un alto contenido energético y con frecuencia son alterados.

La industria alimentaria segmenta la oferta y comercializacion de productos
alimentarios de consumo masivo, como en el caso de las bebidas a base de jugos
o endulzadas, en funcién de la capacidad econdmica de los consumidores. Cuanto
mas bajo es el poder de compra del publico al que se dirige, mas alto es el
contenido de grasas, azucares y aditivos (Aguirre, 2000).

En el 2015, Rubio y colaboradores elaboraron tres bebidas, para lo cual realizaron
un disefio de factorial, teniendo como factores: la concentracion de azucar y
porcentaje de extracto de jamaica para la primera bebida, porcentaje de extracto
de cocolmeca, concentrado de té verde y extracto de limén para la segunda
bebida y extractos de hierbabuena, cocolmeca y hierba del sapo para la tercera
bebida. Realizaron un analisis de evaluacion sensorial y reportaron la formulaciéon
con mayor aceptabilidad, asi como la que conservd sus propiedades

fisicoquimicas y funcionales.

En la segunda bebida se utilizé el extracto de Smitax cordifolia (cocolmeca) como
base, ya que en estudios previos se demostré que el extracto de cocolmeca al 2%
disminuyo6 la ganancia de peso corporal hasta en un 27% en ratas alimentadas
con una dieta alta en grasa y fructosa, respecto al grupo control (Pérez-Ramirez et
al., 2013). Adicionalmente, a esta segunda bebida se agregé extracto de té verde
debido a sus propiedades benéficas, ya que contiene como principal compuesto
fendlico al galato de epigalocatequina, compuesto que posee efectos
antiobesogénicos (Mohsen et al., 2010) y a su aceptacion por parte de los

consumidores.
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Para la tercera bebida se utilizd extracto de Mentha piperita como componente
principal, debido a que estudios han reportado que este extracto mejora el perfil
lipidico en modelos animales, disminuyendo LDL y colesterol total y aumentando
HDL (Badal et al., 2011). Como segundo componente de la segunda bebida se
utilizé también el extracto de Eryngium carlinae que ha sido reportado con efecto
hipolipidémico en un modelo animal de diabetes (Noriega et al., 2012).

2.4 1 Infusiones o extractos herbales

Una infusién es una bebida obtenida de las hojas secas, flores y/o frutos, que son
introducidos en agua a punto de hervir. En base a su solubilidad, los principales
compuestos con actividad biolégica presentes en estas bebidas son los
polifenoles, los cuales son un conjunto heterogéneo de moléculas que se
caracterizan por poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos con

grupos hidroxilos (Apak et al., 2007).

El consumo de bebidas hipocaldricas funcionales puede ser una alternativa para
coadyuvar en el tratamiento de la obesidad y sus alteraciones metabdlicas
consecuentes. Se ha reportado que diversas hierbas utilizadas para la preparacion
de infusiones o extractos presentan propiedades antiinflamatorias y antioxidantes,
por lo que son utilizadas para el tratamiento de diversos desordenes relacionados
con el estrés oxidativo y la inflamacién, como la obesidad. Ademas, son una
fuente mas de aporte de liquidos en la dieta y cumplen la funcién de hidratar, en el
caso de personas sanas.

2.4.2 Infusiones y obesidad

Estudios previos han demostrado que los polifenoles presentes en infusiones
como en el té verde ayudan a evitar o disminuir alteraciones en el metabolismo de
lipidos, causados por enfermedades como la obesidad (Meydani y Hasan, 2010).
Entre algunos de los mecanismos reportados para polifenoles de té verde y su
efecto antiobesogénico se incluyen la supresion de la diferenciacion y proliferacion
de los adipocitos, la inhibicion de la absorcién de grasa desde el intestino, asi
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como la disminucién de absorcion de lipidos (Wolfram, 2005; Hursel y Westerterp-
Plantenga, 2010).

En un estudio con animales alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa, los
grupos tratados con infusiones de diferentes plantas presentaron una menor
ganancia de peso corporal respecto al control obeso; siendo los animales tratados
con extractos de jamaica, hierbabuena y colcomeca los que presentaron menor

ganancia de peso (Pérez-Ramirez et al., 2013).

2.5 Materiales vegetales para la preparaciéon de infusiones
2.5.1 Té verde (Camelia sinensis)

El té es una de las bebidas mas ampliamente consumidas en el mundo y es un
derivado de la especie Camellia sinensis L. Esta bebida se puede categorizar en
tres tipos principales, dependiendo de su nivel de oxidacion como té verde, té
oolong y té negro (Velayutham y Babu, 2008; Chan y Soh, 2011). Existen dos
principales variedades de C. sinensis: Camelia sinensis sinensis y Camelia

sinensis assamica (Chan y Soh, 2011).

El proceso de manufactura del té esta disefiado para evitar o permitir la oxidacién
de los compuestos fendlicos del té de forma natural por medio de la polifenol
oxidasa presente en las hojas del té. Esta enzima termolabil es inactivada al
aplicar calor o vapor, lo cual previene la oxidacion enzimatica de las catequinas
(Velayutham y Babu, 2008).

Las catequinas pertenecen a la familia de los flavonoides (Yilmaz, 2006) y poseen
dos anillos de benceno, referidos como anillos A y B. Ademas, las moléculas de
catequina contienen un dihidropirano heterociclico (el anillo C) que tiene un grupo
hidroxilo en el carbono 3. Estas estructuras quimicas parecen ser importantes para
las actividades antioxidantes de los polifenoles del té (Rice-Evans y Miller, 1996).

Los extractos de hojas inmaduras de té son ricas en flavonoides y derivados de

acido galico, que incluyen la catequina, epicatequina, galocatequina, epicatequina
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galato, epigalocatequina y galato de epigalocatequina (EGCG) (Wanasundara y
Shahidi, 2005).

El EGCG es la catequina mas abundante presente en las hojas de té verde, negro
y oolong. En general, los contenidos de EGCG en té verde y oolong oscilan de 22
a 54 mg/g en tés comerciales; en té negro, el contenido es de 40 mg/g. El
contenido relativo de catequinas en el té verde depende del procesamiento de las
hojas antes del secado (Cabrera y Artacho, 2006).

2.5.2Hierbabuena (Mentha piperita)

Hierbabuena (Mentha piperita) es una planta mas relacionada con productos de
confiteria o gastronomia; sin embargo, estudios en modelos de animales
diabéticos tratados con extractos de hierbabuena han reportado que estos
reducen de manera significativa los niveles de glucosa, triacilglicéridos, colesterol
total y LDL, e incrementan los niveles de colesterol de alta densidad (HDL),
también llamado el colesterol bueno. La mayoria de los efectos antes
mencionados se han atribuido a la presencia de compuestos fendlicos como la
eriocitrina y el acido rosmarinico, un flavonoide y un &cido fendlico,
respectivamente; estos compuestos también se han relacionado con la inhibicion
de la peroxidacion lipidica (Dorman et al., 2009; Sharafi et al., 2010; Barbalhoet et
al., 2011; Ahmad et al., 2012).

2.5.3 Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

El consumo de jamaica en México es alrededor de 14,000 toneladas anuales, y
nuestro pais se sitta como el séptimo productor de jamaica a nivel mundial
(SAGARPA, 2010).

La infusion de calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa) es una de las mas
estudiadas debido a sus efectos benéficos a la salud. Diversos estudios
epidemioldgicos reportan que el consumo de extractos acuosos de esta planta
mejora la hipertension, disminuyendo los niveles de presion arterial en individuos
pre-hipertensos e hipertensos; asi mismo, a nivel clinico hay estudios que reportan

mejoria en los pacientes. Mazoffari y colaboradores (2009) reportaron disminucion
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significativa de los niveles de colesterol LDL, ademas de incremento de la
concentracion de HDL en pacientes con DM bajo un tratamiento diario de dos
tazas de extracto de jamaica (4 g/dia) por un mes.

En estudios clinicos donde se administré el extracto acuoso de jamaica por un
periodo de 4 semanas en pacientes con SM, se observd una disminucion en la
presion arterial; este efecto se asocio a la inhibicién de la enzima convertidora de
angiotensina | ocasionada por los compuestos del extracto de jamaica (Joven et
al., 2014).

En modelos in vivo también se han reportado efectos positivos del extracto de
jamaica. En conejos alimentados con una dieta alta en colesterol, el tratamiento
con extracto de jamaica por 10 semanas redujo los niveles séricos de colesterol,
triglicéridos y LDL (Chen et al., 2006). Por otro lado, también se ha demostrado un
efecto en la reduccion en las concentraciones de creatinina y urea en orina en

ratas tratadas con una dosis de 50 mg/kg de extracto (Olatuniji et al., 2012).

Los calices de jamaica estan compuestos, entre otros elementos, por acido
fendlicos, flavonoides, antocianinas y polifenoles, como las antocianinas
delfinidina-3-glucosido y la cianidina-3-glucésido. A todos estos compuestos
antioxidantes se atribuyen sus efectos antiinflamatorios, cardioprotectores,
reguladores de colesterol y presidn arterial (Al-Bradeldin et al., 2005; Mamadou et
al., 2009; Kuriyan et al., 2010; McKay et al., 2010).

Otra ventaja que posee la jamaica es su baja toxicidad, ya que se ha reportado
que el consumo de hasta 2000 mg/kg por 90 dias no produce dafo hepatico
(determinado mediante la actividad de las enzimas aspartato amino transferasa y
alanino amino transferasa) y tampoco causa dafio renal al no elevar los niveles
séricos de creatinina y urea; ademas, el efecto diurético del extracto no altera los
niveles de electrolitos. Por otro lado, se ha reportado una dosis letal media
cercana a 5000 mg/kg/dia, por lo cual el consumo de extracto de jamaica se
considera seguro e inocuo (Hopkins et al., 2013).
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2.5.4Hierba del sapo (Eryngium carlinae)

La hierba del sapo (Eryngium carlinae) es una planta a la que la medicina
tradicional le ha atribuido efectos curativos en la regulacion de niveles elevados de
colesterol o triglicéridos, asi como en afecciones como hipertensién, DM vy
arteriosclerosis; por lo que se utliza principalmente por su efecto
hipocolesterolémico. Vazquez y colaboradores en el 2006 reportan que la
administracion diaria de extracto acuoso a una dosis de 100 mg/Kg disminuye en

un 9% el colesterol sérico en ratones alimentados con una dieta alta en colesterol.

Las flores de Eryngium carlinae disminuyeron los niveles de lipidos en sangre, asi
como la ganancia de peso, niveles de glucosa e insulina, ademas redujeron
significativamente los niveles urinarios de acido urico (100-110%), albumina (38-
42%) y urea (28-41%) en un modelo animal inducido con una dieta alta en grasa,
comparado con el grupo control; se reportd6 ademas una disminucion en la

acumulacion renal de AGL (20%) (Pérez-Ramirez et al., 2016).

Pérez-Ramirez y colaboradores (2016) también encontraron que el extracto de
hierba del sapo (Eryngium carlinae) reduce los niveles de estrés oxidativo a nivel
renal mostrando una disminucién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) de 29% y grupos carbonilo de 18% comparados con el control. Mediante
un microarreglo de proteinas, los autores reportaron una disminucion significativa
en la acumulacion de algunas proteinas pro-inflamatorias al administrar extractos
de hierba del sapo en ratas. Por otro lado, el efecto protector de hierba del sapo se
relaciona con su contenido de compuestos bioactivos como el acido galico y
epicatequina, asi como del A7-estigmasterol que es el fitoesterol que se presenta
mayor cantidad. Las principales saponinas encontradas fueron estéril glucosidos
como sitoesteril-B-D glucopiranodsido (Pérez-Ramirez et al., 2016).
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Ill. Justificacion

En México, uno de los principales problemas de salud es la obesidad y la aparicion
de enfermedades cronico degenerativas asociadas a ésta, como son la
hipertension, las enfermedades cardiovasculares y la DM. A nivel mundial, nuestro
pais ocupa el primer lugar de obesidad y sobrepeso en adultos y segundo lugar en
nifios y adolescentes.

La alta prevalencia de obesidad y sus complicaciones esta directamente
relacionada con la ingesta de dietas con un alto contenido cal6rico proveniente de
los alimentos y bebidas, principalmente las refrescantes, reflejandose en la
ganancia de grasa corporal del consumidor. Una estrategia utilizada para combatir
este problema fue la implementacion de recomendaciones para satisfacer las
necesidades diarias de liquidos a través del agua y otras bebidas con bajo
contenido energético.

El consumo de infusiones ha aumentado en los ultimos afos debido a que son
bebidas econdmicas y de facil acceso para toda la poblacion, a su aporte
importante de agua, principalmente por el efecto positivo a la salud, relacionado
con su contenido de fitoquimicos y micronutrientes. Ademas, se ha reportado que
varias hierbas y flores tienen propiedades antiobesogénicas, antiinflamatorias y

antioxidantes; sin embargo, estos beneficios han sido poco estudiados.

En nuestro pais las bebidas con alta concentracion de azucares aportan mas del
20% de las calorias de la dieta. Por lo tanto, en este trabajo se elabord una bebida
a base de jamaica, con bajo contenido calorico, con propiedades antioxidantes y
antiobesigénicas aportadas por los extractos de té verde, hierbabuena y hierba,
del sapo, y con caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales aceptables, siendo
ésta una alternativa auxiliar en el tratamiento de la obesidad y algunas de sus

complicaciones.

32



IV. Hipétesis

La bebida a base de infusiones de jamaica (Hibiscus sabdariffa), hierbabuena
(Mentha piperita), hierba del sapo (Eryngium carlinae) y té verde (Camellia
sinensis) estimula la induccidbn de enzimas antioxidantes, siendo éste una

mecanismo alternativo auxiliar en el tratamiento de la obesidad.

V. Objetivos

5.1 General

Evaluar el efecto de la ingesta de una bebida funcional a base de extractos
herbales de Hibiscus sabdariffa, Mentha piperita, Camellia sinensis e Eryngium
carlinae en la induccion de sistemas antioxidantes y como una alternativa

coadyuvante para el tratamiento de la obesidad en un modelo animal.

5.2 Especificos

1. Realizar un disefio de mezclas para la formulacion de una bebida funcional a
base de extractos herbales, determinar sus caracteristicas fisicoquimicas,

sensoriales y seleccionar la mejor formulacion.

2. Determinar el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides totales de

las infusiones herbales y la mejor bebida a base de infusiones.

3. Evaluar el efecto sobre el control del peso corporal, perfil lipidico y el grado
de esteatosis en un modelo de obesidad inducido con una dieta alta en grasa

saturada y fructosa.
4. Determinar el efecto de la bebida seleccionada sobre la induccion hepatica

de enzimas antioxidantes en un modelo de obesidad inducido con una dieta

alta en grasa saturada y fructosa.
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VI. Materiales y métodos

6.1 Reactivos

Para la determinacion de fenoles totales se empleé metanol, acido ferulico,
reactivo de Folin 1 N (marca Sigma-Aldrich, Louis, MO, EUA) y carbonato de sodio
al 20% (marca J.T. Baker, Fair Lawn, NJ, EUA).

Para determinar flavonoides totales se utilizd nitrito de sodio al 5%, cloruro de
aluminio al 10%, hidréxido de sodio 1 M y el estandar catequina (marca Sigma-
Aldrich).

6.2 Material biolégico

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un rango de peso de 160-180 g,
adquiridas en el Bioterio del Instituto de Neurobiologia, UNAM-Juriquilla.

6.3 Material vegetal

Las plantulas de té verde (Camellia sinensis), calices de jamaica (Hibiscus
sabdariffa) que se utilizaron fueron de marcas comerciales, la hierbabuena
(Mentha piperita) se cultivo y cuido en los invernaderos en campus Amazcala y la
planta completa sin raices de la hierba del sapo (Eryngium carlinae) se obtuvieron
de una localidad de nombre Estancia de Palo Dulce, Querétaro, Querétaro (latitud
20°43'34"N vy longitud 100°29'8"W a 2180 metros de altitud) y se llevaron
identificar al herbario “Dr. Jersy Rzedowski” de la Facultad de Ciencias Naturales
de la UAQ con numero de identificacion: 195551.

6.4 Preparacion de las infusiones

Las hojas de té verde se sometieron a secado bajo el sol a condiciones
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ambientales por los mismos productores de este material. Para la preparacion de
infusiones (1% p/v) con hierbabuena, hierba del sapo y jamaica se agrego 1 g de
material seco a 100 mL de agua recién hervida. Posteriormente, se dejé reposar
durante 10 min a temperatura ambiente, se dejo enfriar y se hizo pasar por filtros
desechables comerciales (Brew Rite, EUA).

Para la elaboracion de la bebida se siguieron los lineamientos de buenas practicas
de manufactura, evitando contaminacion cruzada de materias primas; el material
de cocina se lavo previamente y los aditivos utilizados fueron de grado alimenticio.
La elaboracion de las bebidas se llevd a cabo en el laboratorio de Estrés oxidativo
y salud de la Facultad de Quimica en la Universidad Autonoma de Querétaro.

6.4.1 Diseno de mezclas

Se realiz6 un disefio de mezclas con los siguientes factores y niveles:

Cuadro 1. Factores y niveles utilizados en el disefio de mezclas

Factores Niveles
Jamaica 35% 50%
Hierbabuena 20% 40%
Té verde 15% 35%
Hierba del sapo 10% 20%

6.5 Cuantificacion de fenoles totales

Para la determinacion de polifenoles totales se utilizé el método de Folin-
Ciocalteu (1927), descrito por Singleton y colaboradores (1999). Dicha técnica
cuantifica la concentracion total de grupos hidroxilicos fendlicos presentes en la
muestra que se esta analizando en base a una reaccion o6xido-reduccion,

obteniendo una coloracion azul. Se tomaron alicuotas de 20 puL de cada una de las
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infusiones, colocandose en un vial de vidrio, aforando a un volumen de 250 L con
agua destilada, se adicionaron 125 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N, se agit6
en vortex por 5 min, posteriormente se agregaron 625 pL de Na;COg3 al 20 % y se
dejé reposar 2 h en la oscuridad. Transcurrido este tiempo se midi6é la absorbancia
en el espectrofotometro a una longitud de onda de 760 nm. La cuantificacion se
realizé por interpolacion de los resultados en una curva estandar de acido galico (0

a 20 ug), expresandose como mg equivalentes de acido galico/g de peso seco.

6.6 Determinacion de flavonoides totales

Se tomaron 50 yL de cada una de las infusiones, se adicionaron 180 pyL de agua
destilada y, posteriormente, se agregaron 20 pL de Ila solucion 2-
aminoetildifenilborato al 1 %, inmediatamente se leyé en un espectrofotdmetro a
404 nm. Los resultados se interpolaron en una curva de catequina, expresandose

como mg equivalentes de catequina/g de peso seco (Liu, 2002).

6.7 Evaluacion del efecto de la ingesta de una bebida a base de infusiones
herbales sobre un modelo de obesidad inducido con una dieta alta en
grasa saturada y fructosa.

Animales: se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Wistar (UNAM, Campus
Juriquilla) de cuatro semanas de edad y clinicamente sanas, una vez en las
instalaciones se verifico el sexo de las ratas, el peso y la constancia de salud. Se
alojé 1 rata por jaula (187 cm? de ancho y 18 cm de alto por rata de 100-300 g) de
acero inoxidable, las cuales permitieron la entrada de aire y luz y se coloco un clip
a prueba de escape. Las ratas se mantuvieron bajo condiciones controladas de
humedad (50 + 10%), ciclos dia/noche de 12/12 h, temperatura adecuada (23 + 2
°C), ventilacion constante y condiciones aceptables de limpieza; las cuales

consistieron en un lavado diario de bebederos, comederos, pisos y charolas de
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recoleccion; ademas de un lavado de jaulas y paredes cada tercer dia (NOM-062-
Z00-199).

Los animales se pesaron semanalmente y se comparo su crecimiento con la curva
de crecimiento para esta cepa publicada por Harlan (Cossio-Bolafos et al., 2013).
Asi mismo, en caso de que un animal hubiera perdido mas del 20% de su peso, se
habria sacrificado mediante decapitacién, mismo método utilizado durante el

sacrificio.
e
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Figura 2. Curva de crecimiento de ratas de la cepa Wistar.
(www.harlan.com o www.harlan.com/contract_research_services)

Todos los dias se observd a los animales para detectar cambios de
comportamiento, enfermedades, heridas o muerte. El alimento administrado era
libre de aditivos, drogas, hormonas, antibioticos, pesticidas y contaminantes; se
verificd que estuviera dentro del periodo de caducidad y se almacend en un cuarto

desinfectado, seco y ventilado, sobre una tarima o contenedor.
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Después de wuna semana de aclimatacion con alimento comercial Rodent Lab
Chow 5001 (Nupec, Querétaro) y agua potable ad libitum, las ratas se dividieron e
identificaron aleatoriamente en 4 grupos experimentales: grupo obeso mas bebida
(n =10), grupo sano mas bebida (n = 8), grupo control sano (n = 6) y grupo control
obeso (n = 6). Cada jaula se identifico de acuerdo al grupo experimental y cada
rata se marco con un color diferente; el colorante se aplico en la cola y no se ha

reportado que cause toxicidad en roedores.

Dieta: El contenido caldrico de la dieta empleada con el fin de incrementar el peso
corporal e inducir obesidad en los animales fue de 635 kilocalorias por 100 g de
alimento. De este contenido caldrico, el 22 % correspondié a proteinas, 56 %
carbohidratos y 20 % lipidos. La dieta se prepard con un 70 % de alimento base,
16 % de manteca de cerdo y 17 % de fructosa. Los grupos control sano y sano
con tratamiento se alimentaron con una dieta estandar, la cual contiene un
porcentaje de proteina de 22 %, grasa de 5 % y carbohidratos de 45 %. El resto de

los grupos se alimento6 con una dieta alta en grasa y fructosa (Cuadro 2).

Cuadro 2. Contenido nutrimental de las dietas del estudio in vivo.

Dieta Dieta alta en grasa 'y
Nutrientes
estandar fructosa (obesogénica)
Energia 337 kcal 635 kcal
Proteinas 22% 22%
Carbohidratos 45% 56%
Lipidos 5% 20%
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Cuadro 3. Tratamientos del estudio in vivo.

Grupo Tratamiento Dieta n Tratamiento
1 Control sano Estandar 6 Agua
2 Sano mas bebida Estandar 8 Bebida funcional
3 Control obeso Obesogénica 6 Agua
4 Obeso mas bebida Obesogénica 10 Bebida funcional

Los animales se alimentaron con sus respectivas dietas durante cuatro meses y al
mismo tiempo se les administréd diariamente el tratamiento (bebida a base de
Jamaica e infusiones herbales) correspondiente (Cuadro 3). Se determiné
semanalmente el consumo de alimento y bebida. Se realiz6 la recoleccion de orina
y heces al inicio, a la mitad y al finalizar el estudio para analisis posteriores (NOM-
062-Z00-1999).

6.7.1 Evaluacion de perfil lipidico

Se determind la concentracién de triglicéridos, colesterol y lipoproteina de baja
densidad (LDL, por sus siglas en inglés) y lipoproteina de alta densidad (HDL) en
suero. El analisis se realizé utilizando kits enzimaticos (Randox Laboratories Ltd.,
West Virginia, EUA).

* Para LDL y HDL, la determinacion se realiz6 de forma directa de LDLc sin
necesidad de pre tratamiento o centrifugado de la muestra. La determinacion se
realiz6 en 2 pasos: primero mediante la eliminacion de lipoproteinas LDL y

segundo la medicion de LDLc.

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de LDLc

presente en la muestra ensayada.

* Para colesterol presente en la muestra se origina un compuesto coloreado

segun la siguiente reaccion:

Esteres de colesterol + H,O > Colesterol + acidos grasos
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Colesterol + O, = 4 colestenona + H,O»

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de colesterol

presente en la muestra ensayada.

6.7.2 Cuantificacion de triglicéridos en heces.

La cuantificacion de triglicéridos en heces se realizé por el método de Folch y
colaboradores (1957). Se colocaron entre 100 y 300 mg de tejido en un tubo
Eppendorf, se agregaron 350 yL de KOH y se dejo incubar toda la noche a 55 °C,
se mezclé con vortex. Posteriormente, se llevd a un volumen de 1000 uL con
etanol:agua, se centrifugd a 10,000 rpm por 5 min y el sobrenadante se cambio a
otro tubo. El sobrenadante se llevé a 1200 yL con H,O:EtOH y se agit6 utilizando
un vortex, se tomo una alicuota de 200 yL en un nuevo tubo y se agregaron 215
uL de MgClz y se agité con vortex nuevamente, se dejo sobre hielo 10 min y se
volvio a centrifugar a 10,000 rpm por 5 min. La fase superior se desecho y la fase
inferior contenia esencialmente el total de lipidos. Con el extracto final se realizo la
cuantificacion de triglicéridos por el método enzimatico (Randox Laboratories)
leyendo su absorbancia en el espectrofotometro a 546 nm. La cuantificacion se
realizé por medio de una ecuacion tomando en cuenta el blanco de muestra y el
patrén (triglicéridos 200 mg/dl), los resultados se expresan como mg/dl de

triglicéridos.

6.7.3 Cuantificacion de triglicéridos en tejido adiposo

Para la cuantificacion de triglicéridos en tejido adiposo visceral se utilizé el método
de Folch y colaboradores (1957). El tejido adiposo se congeld en nitrogeno,
posteriormente se pulverizd y se aplicé la misma metodologia anteriormente

descrita.

6.7.4 Evaluacién microscopica del grado de hipertrofia en adipocitos

Se realiz6 la recoleccion de tejido adiposo visceral, epididimal y perirrenal de cada
uno de los animales y se registro el peso total. En el tejido visceral abdominal se
evaluo la hipertrofia de adipocitos. Se dividio en dos fracciones: una se coloco en
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una solucién de formalina al 4% para su evaluacion histopatologica utilizando la
tincion de hematoxilina-eosina (H&E). Se realizaron lavados con una solucion
amortiguadora de formalina al 10 % por un dia y se procesaron para histologia.
Los tejidos se fijaron en parafina, posteriormente se realizaron cortes con un
grosor de 5 um por seccion, se sometieron a tincion con H&E para el examen

microscopico.
6.7.5 Cuantificacion de triglicéridos en higado

Los lipidos totales en higado se cuantificaron por el método de Folch y
colaboradores (1957). El tejido previamente congelado con nitrogeno liquido se

pulverizd, posteriormente se realizo la misma metodologia anteriormente descrita.

6.7.6 Evaluacién microscopica del grado de esteatosis por histopatologia

El higado se coloc6 en una solucion de formalina al 4% para su evaluacion
histopatoldgica utilizando la tincion H&E. Se hicieron lavados con una soluciéon
amortiguadora de formalina al 10% por un dia y fueron procesados para
histopatologia. Los tejidos se fijaron en parafina, posteriormente se realizaorn
cortes con un grosor de S5um por seccion, y se tiieron con H&E para el examen

microscopico.

6.8 Determinacion de enzimas antioxidantes
6.8.1 Actividad de glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de GPX se midié por el método de Plagia y Valentine (1976), el cual
se basa en la oxidacion de GSH a glutation oxidado (GSSG) catalizado por GPX,
completando el ciclo convirtiendo GSSG a GSH utilizando glutatiéon reductasa y
NADPH.

La GPx provee un mecanismo para detoxificacion de peréxidos a las células. Esta
reaccion juega un rol crucial en la proteccion de células del dafio por radicales

libres, los cuales se forman por la descomposicién de perdxido. Por lo anterior, la
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actividad de GPx se determiné empleando un método indirecto que esta basado
en la oxidaciéon de GSH para convertirlo en GSSG catalizado por GPx, la cual se
acopla con el reciclaje de GSSG a GSH utilizando GR y NADPH (B-nicotinamida
adenina dinucleotido fosfato reducido) mediante la siguiente reaccion:

GPX

ROOH + 2GSH - ROH + GSSG +H20

GR
GSS + NADPH + H" - 2GSH + NADP*

La disminucion de la absorbancia de NADPH medida a 340 nm durante la
oxidacion de NADPH a NADP es un indicativo de la actividad GPx, puesto que la
GPx es el factor limitante de la velocidad de la reaccion acoplada. Para la
determinacion, las soluciones se adicionaron en el siguiente orden: se colocaron
en placas de 96 pozos 100 uL de solucion amortiguadora de reaccion Tris-EDTA
pH 8, 50 pL de la mezcla de GSH/GR, 50 uL de muestra con la dilucion apropiada
(cuya absorbancia inicial se encuentre entre 0.8 y 1.2 y las pendientes sean
negativas) y 50 yL de NADPH 1.5 mM. Justo antes de realizar la lectura, se
adicionaron 50 pL de hidroperoxido de cumeno 3 mM. La lectura de la absorbancia
se realizdé a 340 nm a 25 °C con una frecuencia de mediciones tal que permita 8
lecturas en un tiempo de reaccion de 2 minutos en un lector de microplacas Vers
Max 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). La lectura debe realizarse
antes de 10 seg transcurridos a partir de la adicién de hidroperéxido de cumeno.
La actividad de GPX (nmol/mg/min) se calculd, adaptando los calculos de mg de

proteina con la cantidad de mL de muestra, usando la siguiente formula:

nmol (pendiete de muestra — pendiente del blanco de reaccion)
min = 627
mg <— de proteina)
mg

Donde: 6.22 es el coeficiente de absortividad molar de NADPH (nM/cm). Una
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unidad se define como los nmoles de NADPH gastado u oxidado en un minuto por

miligramo de proteina.
6.8.2 Actividad de superoxido dismutasa (SOD)

La SOD se encarga de catalizar el O, a H202 y O,. Para determinar su actividad

utilizamos el Kit-WST SOD de Sigma-Aldrich, el cual utiliza la sal monosddica de
tetrazolio WST-1 (2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H tetrazolio),

que produce un colorante formazan después de la reduccion con un O, . La
velocidad de la reduccién con O3 es linealmente proporcional con la actividad de la
xantina oxidasa (XO), y se inhibe por la presencia de la enzima SOD. La actividad
de la enzima SOD se determind y cuantific6 mediante la medicién de la
disminucién en el desarrollo del color a una absorbancia de 450 nm, la cual es

proporcional a la cantidad de anién superoxido (Marklund, 1980).

La actividad enzimatica se expresé como nmol/min por mg proteina, empleando la
siguiente ecuacion:

(blanco 1 — blanco 3) — (muestra — blanco 2)

| _ 100
nmol/min mg prot (blanco 1 — blanco 3) "

Donde: blanco 1= agua destilada, solucion de trabajo y solucién de trabajo de la
enzima, blanco 2= muestra, solucién de trabajo y amortiguador de dilucion, blanco
3= agua destilada, solucién de trabajo y amortiguador de dilucion.

6.8.3 Actividad de catalasa (CAT)

La actividad de CAT se midié por el método de Aebi (1984). La CAT es una
enzima antioxidante presente en células aerdbicas de mamiferos y no mamiferos
que contienen sistema de citocromo. La enzima CAT se encarga de catalizar la

descomposicion del H,O2 a H,O y Oo.

Para su determinacion se prepararon soluciones de fosfato diacido de sodio y
fosfato monoacido de sodio; una vez preparadas ambas soluciones se mezclaron

en proporcion 1:1.5 v/vy se ajusto el pH a 7.
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Se diluyeron 340 pL de H»O, al 30% con 100 mL de amortiguador de fosfatos
anteriormente preparado, el cual se emple6 como blanco. Antes de hacer la
medicion de las muestras en el espectro se corrid el blanco (2 mL de amortiguador
de fosfatos con 1 mL de H,O, 30 mM) para asegurar la concentracion inicial de la
solucion de H20,. El equipo se programé para determinar cinéticas a una longitud
de onda de 240 nm y un tiempo de ensayo de 30 s con intervalos de lecturade 5 s
(es importante obtener la primera y la ultima de las lecturas, es decir a tiempo 0 y
tiempo 30 s).

La preparacion de las muestras se realizd mediante la dilucidon de citosoles
(muestra), con un amortiguador de fosfatos en una proporcion 1:20, esto fue
variable dependiendo de la absorbancia que se obtuvo al empezar el ensayo. Para
las muestras se tomaron 1.7 mL de amortiguador de fosfatos, después se
agregaron 0.3 mL de la muestra y finalmente 1 mL de la solucion de H,O, 30 mM,
se coloco la celda en el espectrofotdmetro y se comenzo el ensayo.

Para realizar los calculos se utilizo la siguiente formula y los siguientes

parametros:

AAbs/min * vol total * factor de diluciéon

Actividad enzimatica (U/ml)=
Coeficiente de extincion * vol muestra * min

Donde:

- Volumen total: 3 mL

- Factor de dilucion: ej. 1:4.5 mL se coloca 4.5
- Coeficiente de extincidon. 0.0436 nM/min

- Volumen de la muestra: 0.3 mL

- Minutos: 0.5 min
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VIl. Diseio experimental y analisis estadistico

Se llevd a cabo un disefio de mezclas para identificar la mejor bebida de acuerdo
a su nivel de agrado general y compuestos fendlicos y flavonoides (Cuadro 5).
Como resultado del disefio de mezclas se obtuvieron un total de 20 formulaciones
con distintas proporciones de las infusiones herbales de hirbabuena, Jamaica, té
verde y hierba del sapo, y se realizé la evaluacion sensorial con un panel no
entrenado con 50 participantes. Las 20 formulaciones se evaluaron en 4 ocasiones
diferentes valorando 5 formulaciones cada vez, debido a que se corria el riesgo de
saturar al consumidor y sesgar el resultado. Como indicacion, se solicitd a los
participantes probar las 5 formulaciones que se les presentaron y calificarlas de
acuerdo a su agrado general, asignando un valor de 5 a la que mas fuera de su
agrado y un valor de 1 la que menos gustara. Se analizaron las frecuencias de
califcaciones y, de la tabla de contingencias resultantes, se identificaron a las
formulaciones mas aceptadas, usando la prueba chi cuadrada. Por otro lado, para
comparar efectos sobre el modelo in vivo descrito de la bebida seleccionada se
utilizé un disefo unifactorial completamente aleatorizado en los grupos
experimentales mencionados. Los resultados se reportaron como la media * error
estandar (EE). Se emple6 la media + desviacion estandar (DE) y un analisis de
ANOVA seguido de una prueba de Tukey-Kramer para comparacion de medias de
los valores derivados de las distintas formulaciones en los parametros sefalados
anteriormente y en las determinaciones in vivo T-student con un valor a« = 0.05,
utilizando el paquete estadistico JMP 8.0.2. (SAS Campus Drive. New York, EUA).
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VIll. Resultados y discusion

8.1 Formulacién de una bebida por medio de un disefio de mezclas.

Para la formulaciéon de la bebida a base de extractos herbales se utilizaron
infusiones al 1% (p/v) de jamaica, té verde, hierba del sapo y hierbabuena a las

proporciones mostradas en el siguiente cuadro:

Cuadro 4. Factores y niveles para el analisis de mezclas:

Factores Niveles
Jamaica 0.35 0.50
Hierbabuena 0.20 0.40
Té verde 0.15 0.35
Hierba del sapo 0.10 0.20

Para la bebida propuesta, el componente mayoritario en todas las mezclas fue la
jamaica debido a su gran aceptabilidad en una prueba sensorial previa y a sus
propiedades antioxidantes ya reportadas. Las infusiones de hierba del sapo y té
verde han reportado tener efecto hipolipidémico en modelos de diabetes y efectos
en induccion de sistemas antioxidantes, efecto que principalmente se ha reportado
para el té verde. Sin embargo, estas infusiones fueron los componentes de menor
proporcion en las mezclas debido a su baja aceptabilidad entre los cosumidores
frecuentes de este tipo de bebidas. El sabor caracteristico, particularmente del té
verde se debe a que es rico en catequinas (30% de su peso seco), algunos
flavonoides como acido clorogénico, acido cumarico y cafeina (Wanasundara y
Shahidi, 2005).
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Como resultado del analisis de mezclas en las proporciones establecidas, se

obtuvo un total de 20 formulaciones:

Cuadro 5. Formulaciones resultantes del diseno de mezclas

Formulacion

112

178

179

687

234

252

282

305

345

418

535

631

223

756

760

812

843

848

912

958

J

0.35

0.50

0.43

0.40

0.35

0.35

0.50

0.50

0.35

0.43

0.35

0.40

0.45

0.35

0.35

0.43

0.48

0.45

0.35

0.35

HB

0.30

0.25

0.20

0.20

0.20

0.33

0.20

0.20

0.25

0.33

0.40

0.20

0.25

0.27

0.20

0.27

0.20

0.20

0.35

0.20

TV

0.15

0.15

0.23

0.30

0.30

0.23

0.20

0.15

0.30

0.15

0.15

0.20

0.20

0.23

0.28

0.15

0.15

0.15

0.15

0.25

HS

0.20

0.10

0.15

0.10

0.15

0.10

0.10

0.15

0.10

0.10

0.10

0.20

0.10

0.15

0.18

0.15

0.18

0.20

0.15

0.20
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Una vez realizadas las 20 formulaciones en las diferentes proporciones, resultado
del disefio de mezclas, se llevd a cabo una evaluacion sensorial, en 4 ocasiones
diferentes valorando 5 formulaciones cada vez, con un panel no entrenado con 50
participantes. Se solicitd a los participantes probar las 5 formulaciones que se les
presentaron y calificarlas de acuerdo a su agrado general, asignando un valor de 5
a la que mas fuera de su agrado y un valor de 1 la que menos gustara.

En la Figura 3 se observa que las formulaciones 223 (5 = 10 personas, 4 = 20
personas), 234 (5 = 15 personas, 4 = 15 personas), 252 (5 = 23 personas, 4 = 20
personas) y 282 (5 = 12 personas, 4 = 21 personas) fueron las bebidas con mayor
agrado general, tras realizar una prueba de chi cuadrada. También pudimos
observar que la formulacion 687 tuvo menor agrado general (mayor cantidad de

valores 1 = 43 personas y 2 = 3 personas).

1.00

0.75

Agrado general
(=]
n
o

0.25

0.00

Figura 3. Resultados de la evaluacion sensorial de 20 formulaciones
resultado del disefio de mezclas

Donde el numero 5 (color rojo claro) indica el mayor agrado y el nimero 1 (color azul rey)
indica el menor agrado. En el eje de las “X” se muestran las formulaciones y el eje de las

“‘y” la escala de agrado general, los valores van del 1 al 5 y se muestran a mano derecha.
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En base a las propiedades organolépticas, las bebidas seleccionadas incluyeron
aquellas con mayor proporciéon de infusion de hierbabuena, el cual posee
compuestos volatiles que proporciona un sabor mas refrescante, asi como el
caracteristico sabor del extracto de jamaica. Por lo anterior, la preferencia por
parte de los panelistas se inclind por las formulaciones cuya formulacién contenia
mayor proporcion de las infusiones de hierbabuena y Jamaica (Nelsol et al., 2012)
Posteriormente, con las 4 bebidas mas aceptadas (223, 234, 252 y 282) se llevo a
cabo una ultima evaluacion sensorial que, en conjunto con la determinacion de
fenoles y flavonoides totales, se empled para decidir la formulacion de la bebida
final. En Figura 4 se puede observar que, mediante un analisis de chi cuadrada, la
formulacion 223 (4 = 23 personas, 3 = 18 personas) recibio calificaciones mayores
en cuanto a agrado general, siendo el 3 y 4 las calificaciones mas altas (mayor
cantidad de 3 y 4 puntos).

1.00

0.75

w

0.50

Agrado general

N

0.25

—

Formulaciones

Figura 4. Analisis sensorial de las ultimas 4 formulaciones mas aceptadas
por su agrado general.

Donde el numero 5 (color rojo obscuro) indica el mayor agrado y el nimero 1 (color azul
rey) indica el menor agrado. En el eje de las “x” se muestran las formulaciones y el eje de
las “y” la escala de agrado general, los valores van del 1 al 4 y se muestran a mano

derecha.
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Las proporciones finales de la bebida que tuvieron mayor agrado general (223) se
presentan en el Cuadro 6. Las proporciones utilizadas en la bebida final mostraron
mayor aceptacion debido a que tenian en mayor cantidad jamaica y hierbabuena,
las cuales presentan sabores conocidos por la poblacion en general y
consumidores cotidianos de infusiones herbales. Ademas, el contenido de hierba
del sapo fue el menor, por lo tanto, la bebida no presenté sabores amargos o
astringentes.

Cuadro 6. Proporciones de extractos de la bebida final

Extracto Proporcion
Jamaica 0.45
Té verde 0.25
Hierbabuena 0.20
Hierba del sapo 0.10

8.2 Caracterizacién nutracéutica
8.2.1 Cuantificacion de compuestos fendlicos y flavonoides totales

Los compuestos fendlicos son los principales fitoquimicos consumidos en la dieta;
estos compuestos tienen propiedades potencialmente preventivas y terapéuticas
en alteraciones metabdlicas como la obesidad o algunas relacionadas con estrés
oxidativo (Mohsen-Hasan, 2010). Por otro lado, una de las razones por las cuales
el consumo de infusiones se ha incrementado alrededor del mundo es debido a su
contenido de fitoquimicos con beneficios para la salud conocidos como
polifenoles. Estos compuestos son considerados los principales compuestos

bioactivos con potencial terapéutico. Por lo anterior, se realizé la cuantificacion de
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compuestos fendlicos totales y flavonoides de las 4 formulaciones resultantes con

mayor puntaje en la evaluacion sensorial y de los extractos por separado.

En el Cuadro 7 podemos observar el contenido total de compuestos fendlicos y
flavonoides de los diferentes extractos (al 1 % p/v) utilizados en la elaboracion de
las formulaciones, en el cual se muestra que el extracto con mayor contenido de

fenoles totales es el té verde con 158.9 + 0.76 mg/g equivalentes de acido galico.

En los resultados de flavonoides expresados en mg equivalentes de catequina/g
de material seco, el extracto con mayor concentraciéon fue el té verde con 58.7 +
0.33 seguido de hierbabuena con 52.2 + 0.57. Un mayor contenido de fenoles
totales no necesariamente determina un mayor contenido de flavonoides
(Bedascarruabure et al., 2004). En nuestro caso, en los resultados obtenidos con
las infusiones no se observa una correlacion (r? = 0.109), puesto que las
infusiones que tuvieron mayor concentracion de polifenoles totales tuvieron una

menor concentracion de flavonoides.

Cuadro 7. Contenido total de fenoles y flavonoides en los extractos herbales
(al 1% plv) utilizados en la formulacién.

Contenido de fenoles Contenido de flavonoides
Extractos totales (mg/g equivalentes totales (mg/g equivalentes
de acido galico) de catequina)
Jamaica 40.6 £ 0.22b 40.9 £ 0.72d
Té verde 158.9 £ 0.76a 58.7 £ 0.33a
Hierbabuena 36.7 £ 0.31c 52.2 +0.57b
Hierba del sapo 35.8 £ 0.19c 44.0 £ 0.36¢

Los resultados se expresan como la media + DE (n = 3). *™® Letras diferentes en cada

columna indican diferencia estadisticamente significativa (¢ = 0.05) por la prueba Tukey.

En el caso del extracto de jamaica, Sayago-Ayerdi y colaboradores (2007)
reportaron en extracto acuoso de jamaica al 1% (p/v) una concentracion de

polifenoles totales de 21.7 mg/g equivalentes de acido galico de materia seca, el
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cual es un valor inferior a la concentracion reportada en este trabajo para la
infusion al 1% (p/v) de este mismo material. Esta variacion entre concentraciones
se puede deber al genotipo de material vegetal utilizado o a las condiciones de
extraccion (Scalzo et al., 2005), lo cual se debe considerar para la estandarizacion

de un proceso o para el analisis de resultados en evaluaciones anteriores.

Para el té verde se ha reportado que un extracto de té verde comercial (2.5 g de
material seco en 250 mL de agua) contiene entre 240 y 320 mg/g equivalentes de
catequina. Este valor es superior a lo encontrado en nuestro estudio y puede
deberse al procedimiento empleado (temperatura y tiempo) durante la extraccion,
ya que debido al proceso se pueden perder algunos compuestos y se sabe que los
polifenoles son termosensibles. Sin embargo, se decidié utilizar este proceso de
extraccion con el fin de simular las condiciones que se utilizan en la industria para
procesar material vegetal destinado a la elaboracién de infusiones indicadas en el
empaque.

Los compuestos caracteristicos y mas abundantes en la hierba del sapo son
acidos fendlicos como lo son acido cafeico, acido elagico, acido galico, acido
cumarico y acido rosmarinico entre otros; también podemos encontrar flavonoides
como catequinas, rutina, epicatequina y galato de epicatequina (Pérez et al.,2016).
En infusiones de hierbabuena podemos encontrar saponinas como estigmasteril-3-
BD- glucopiranosido, acido fitolacagenico-3-Bgalactopironisido y acido serjanico-3 -
Barabinopirandsido o alcaloides como colina, trigonelina y catarantina. Por otro
lado, el té verde presenta como compuestos mayoritarios catequinas como
epicatequina, epicatequina galato, epigalocatequina (Chan y Soh, 2011). Las
infusiones de Jamaica por su parte contienen acido clorogénico, acido cafeico,
quercetin y algunas antocianinas (Hopkins et al., 2013).

En la Figura 5 se presenta el contenido total de fenoles y flavonoides de las 20
formulaciones evaluadas. Se puede observar que la bebida numero 223 presentd
la mayor concentracion de flavonoides (47.22 + 4.49 mg/g equivalentes de
catequina). Por su parte, las bebidas 912 y 687 presentaron la mayor
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concentracion de compuestos fendlicos (69.67 + 3.38 y 69.69 + 4.73 mg/g

equivalentes acido galico, respectivamente).
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Figura 5. Contenido de fenoles y flavonoides totales de las distintas

formulaciones.
Los valores representan la media + DE (n = 3). Letras diferentes indican diferencia

estadistica significativa (a@ = 0.05), con la prueba de Tukey-Kramer.

Los acidos fendlicos y flavonoides que pueden contener algunas infusiones
herbales varian de acuerdo a la naturalza del material que se esta usando para la
preparacion de esta bebida. Por lo tanto, para las formulaciones 223, 234, 252 y
282, que fueron las mas aceptadas en la evaluacion sensorial anteriormente
mencionada, se repitid la determinacion de la concentracion de fenoles y
flavonoides totales. En la Figura 6 podemos observar que la formulacion 223
presenta alto contenido de fenoles y flavonoides totales (62.48 * 3.32 mg
equivalentes de catequina/mL y 47.22 + 4.49 mg equivalentes de acido galico/mL,
respectivamente) comparada con las formulaciones 234, 252 y 282. A pesar de no
existir diferencia significativa en la concentracion de fenoles y flavonoides entre las
formulaciones evaluadas, se eligid la formulacion 223 por su mayor grado de
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aceptacion y su contenido en compuestos. En cuanto a estos resultados se
esperaba que la concentracion de fenoles y flavonoides tuvieran un
comportamiento sinérgico y se viera elevado su contenido al adicionar diferentes
tipos de infusiones herbales ricas estos compuestos; sin embargo, al evaluar su
concentracion en cada una de las 20 formulaciones y poseriormente en las 4
formulaciones finales evaluadas no presentaron diferencia estadisticamente

significativa.

I Flavonoides
I Fenoles

80+ =55

Fenoles (mg/g equivalentes de acido galico)
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Figura 6. Contenido de fenoles y flavonoides de las formulaciones finales.
Los valores representan la media £+ DE (n = 3). Letras diferentes indican diferencia

estadistica significativa (a@ = 0.05), con la prueba de Tukey-Kramer.

8.3 Evaluacién del efecto de la ingesta de una bebida a base de extractos
herbales sobre un modelo de obesidad inducido con una dieta alta en grasa

saturada y fructosa.
8.3.1 Consumo de alimento

En la Figura 7 se puede observar que el consumo de alimento al comienzo del
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experimento fue entre 31.7 £ 0.7 y 34.0 + 0.9 g por rata por dia para los grupos
con dieta alta en grasa y fructosa sin y con la bebida funcional, respectivamente;
mientras que, el consumo de alimento en los grupos con dieta estandar fue de
entre 35 + 1.1y 38.8 £ 0.6 g por rata por dia, respectivamente. Lo anterior se
debe a que la dieta alta en grasa y fructosa contiene un mayor numero de calorias
que la estandar; por lo tanto, los animales tienden a consumir menor cantidad de
alimento en peso pero mayor energia en calorias. Sin embargo, esta diferencia de
consumo entre grupos fue disminuyendo a lo largo del experimento debido al
incremento de consumo por parte de los grupos con dieta alta en grasa y fructosa;
particularmente, a partir de la semana siete ya no hubo diferencia en el consumo
de alimento entre el grupo control sano y el grupo obeso mas bebida. Este
consumo aumento en el grupo obeso mas bebida y se debe a que con el paso del
tiempo uno de los sintomas que se presentan durante la obesidad un mayor
apetito, lo cual esta relacionado con la resistencia a la leptina e insulina,
provocando un consumo mayor de calorias necesarias (Serradeil-Le ef al., 1997).
Sin embargo, en la semana 11 se puede observar una disminucion en el consumo
en el grupo control sano con 30.8 + 1.7 g por rata por dia y en el sano mas bebida
con 29.9 + 0.9 g por rata por dia. En esta ultima semana, los grupos control obeso
y obeso mas bebida consumieron 31.8 + 0.4 g y 30.1 £ 1.0 g por rata por dia,
respectivamente. Lo anterior se puede asociar a que algunos compuestos
naturales como los polifendlicos después de un consumo prolongado tienen la
facultad de producir un efecto anorexigénico, es decir, disminuyen el apetito y el
consumo de alimento a través de la regulacion de neuropéptidos, los cuales

controlan la saciedad en el hipotalamo (D Alessio, 2007; Panickar, 2013).
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Figura 7. Consumo de alimento por rata por dia durante 12 semanas.
Tipo de dieta administrada por grupos: grupos control sano (dieta estandar) y sano +

bebida; grupos control obeso (dieta alta en grasa y fructosa) y obeso + bebida.

8.3.2Peso corporal

En la Figura 8 se presentan los resultados del peso corporal de las ratas durante
el periodo experimental. Se puede observar que en la quinta semana se presento
una ganancia del 10% del peso corporal del grupo control obeso respecto al
control sano; posteriormente, en la ultima semana de tratamiento la diferencia
aumentd a un 25%. Por otro lado, los grupos de animales tratados con la bebida
(sano + bebida y obeso + bebida) disminuyeron de peso corporal; sin embargo,
esta disminucion no fue estadisticamente significativa comparada con los grupos
cotrol sano y obeso. El tratamiento con la bebida logré disminuir la ganancia de
peso hasta un 9.4% en el grupo obeso + bebida.

Se ha reportado en diversos estudios que el tratamiento con té verde, a animales
a los cuales se les administré una dieta alta en grasa y glucosa, evito la ganancia
de peso corporal comparado con los animales sin tratamiento, debido
principalmente a los compuestos bioactivos como EGCG (Heber et al., 2014).
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Figura 8. Peso corporal en gramos por rata por dia durante 12 semanas.
Tipo de dieta administrada por grupos: grupos control sano (dieta estandar) y sano +

bebida; grupos control obeso (dieta alta en grasa y fructosa) y obeso + bebida.

En resumen, en el Cuadro 8 podemos observar que el consumo de alimento de la
semana 0 a la 12 disminuy6 en los grupos sanos de 35.0 £+ 5.4y 38.7 £ 3.5 g por
rata por dia a 30.8 £ 3.8 y 29.8 £ 1.9 g por rata por dia, para control sano y sano
mas bebida, respectivamente, y en los grupos obesos se mantuvo de 31.7 £ 0.7 y
34.0 £ 0.9 g por rata por dia a 31.8 £ 0.4 y 30.1 + 1.0 g por rata por dia, en el
grupo control obeso y obeso mas bebida, respectivamente. Esto se debe a que los
grupos obesos perdieron el control de la sensacién de saciedad y consumian el
total de alimento que se ofrecia, y los grupos sanos tenian una mayor auto
regulacion de su apetito; ademas durante su proceso de envejecimiento sus
necesidades caloricas disminuyeron. En este sentido, la leptina es secretada y
sintetizada por el adipocito como respuesta a la alimentacién para asi suprimir el

apetito a través de una accidén via hipotalamica; una vez en el hipotalamo, la
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leptina llega areas del cerebro relacionadas con el balance de energia iniciando
una cascada de sefales especificas que inhiben diversos neuropéptidos
orexigénicos, lo cual seguramente no ocurrio en los animales obesos con y sin
bebida (Morales et al., 2010).

Por otro lado, no se observé diferencia significativa en el peso corporal del grupo
control sano comparado con el grupo sano mas bebida, ni tampoco entre los
grupos control obeso y obeso mas bebida. Sin embargo, si se observé diferencia
significativa en la cantidad de tejido adiposo entre los grupos obesos sin (48.3 +
3.6 g) y con bebida (38.2 + 2.1 g). En el caso de los grupos sanos, ambos grupos
presentaron valores similares (18.18 + 1.1y 19.22 + 1.2 g para el grupo control
sano y sano mas bebida, respectivamente) y menores a ambos grupos obesos. En
base a los resultados anteriores, se sugiere que el peso corporal reportado en el
grupo sano mas bebida pudiera ser referente a otro componente corporal como
musculo, masa ésea o0 agua, entre otros. Sin embargo, en este estudio no se pudo
realizar un analisis de composicion corporal para verificar dicha hipotesis, debido a

gue no se cuenta con el equipo necesario para roedores.

Cuadro 8. Consumo de alimento, peso corporal y tejido adiposo de animales

tratados
Consumo de alimento Peso corporal _ B
(g por rata por dia) (g por rata por semana) Ganancia de Tejido
GRUPOS peso adipc;so
, , (9) (9)
Control sano  35.0+54  30.8+3.8  216.7+4.9 523.3+19.0 306.6+16.6  18.181.1
Sano mas 38.7+3.5 29.8+1.9  211.3+85 557.5+11.4  346.2+158  19.22+1.2
bebida
Control 31.7+0.7  31.8+0.4  218.3+4.0 610.0+35.2 391.6+34.0  48.3+3.6
Obeso mas 34.0+0.9  30.1+1.0  208.0+4.1 616.0+15.8 408+14.5 38.242.1*

bebida

Los valores representan la media + DE. Valores con marcados con asterisco (*) en la

misma columna indican diferencia significativa (¢« = 0.05) con respecto a su control por la

prueba de t-Student.
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Los extractos de H. sabdariffa por su parte han demostrado un efecto
antiobesogénico tanto en estudios clinicos como in vivo (Chang et al., 2014). Entre
los compuestos de la jamaica que poseen esta capacidad se encuentran las
antocianinas y el acido hidroxicitrico (Da-Costa et al., 2014). Adicionalmente, en
otro estudio en ratones alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa y
suplementados con distintas concentraciones de extracto de H. sabdariffa se
observo una disminucion significativa de la acumulacion de grasa en higado, asi
como el colesterol y los triglicéridos en plasma comparados con los animales
alimentados con dieta estandar (Huang et al., 2018). Ademas, se ha reportado que
la disminucion de acumulacion de grasa en higado sugiere un efecto protector a
nivel hepatico y en la regulacion metabdlica en estudios clinicos con individuos
entre 18 y 65 afos con un indice de masa corporal mayor a 27 (Chang et al.,
2014).

En un estudio con ratones machos de la cepa Swiss tratados diariamente con un
extracto de té verde (50 mg/kg) durante 8 semanas se observé una disminucién en
el peso corporal y el peso del tejido adiposo blanco (Okuda et al., 2014). Por otro
lado, se observo que la administracion de EGCG (20 mg/kg) 3 veces por semana
a ratones de la cepa C57BL/6b que fueron alimentados con una dieta alta en
grasa redujo significativamente del peso corporal y la acumulacion de grasa
visceral a las 42 y 66 semanas de experimentacion (Byun et al., 2014).

Los posibles mecanismos de accion del té verde se pueden resumir en dos tipos
principales de acciones: 1) Una es la accion de los constituyentes del té en el
tracto gastrointestinal para disminuir la digestibn y la absorcidn de
macronutrientes, o alterar la microbiota intestinal. 2) La otra es la ejercida por los
constituyentes del té después de la absorcion sistémica en la inhibicién del
anabolismo y la estimulacién del catabolismo en el higado, musculo, tejido adiposo
y otros tejidos (Byun et al., 2014). Los efectos combinados podrian ser los
responsables de la reduccion del peso corporal y tejido adiposo en las ratas
tratadas con la bebida formulada en el presente estudio.
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Por otra parte, Rubio y colaboradores (2015) elaboraron una bebida funcional a
partir de infusiones con diferentes proporciones de extractos herbales de té verde
y colcomeca con concentrado de extracto de limén, cuyo contenido de
compuestos fendlicos totales fue de 106.4 + 8.7 mg equivalentes de acido
galico/mL y de flavonoides de 15.4 + 4.4 mg equivalentes de catequina/mL.
Posteriormente, en el estudio in vivo con ratas Sprague-Dawley alimentadas con
una dieta alta en grasa y fructosa, la administracion de la bebida por un periodo de
4 meses disminuyo la ganancia de peso corporal en un 10.3%. Los resultados
anteriores sugieren que la administracion de bebidas funcionales es una estrategia

efectiva contra la ganancia de peso.

8.4 Evaluacion del perfil lipidico

En la obesidad se presenta un estado de dislipidemia, caracterizado por niveles
elevados de triglicéridos, LDL y bajos niveles de HDL (Steinberger et al., 2009).
Debido a la actividad lipolitica del tejido adiposo visceral aumentan los AGL en el
torrente sanguineo, los cuales son transportados al higado, incrementando asi la

sintesis de triglicéridos.

Los resultados de la evaluacion del perfil lipidico se muestran en el Cuadro 9 y se
observa que hay diferencia en los niveles de colesterol total entre los grupos
obesos con y sin tratamiento. El grupo obeso mas bebida presentd una
concentracion de 69.8 * 6.9 mg/dl de colesterol total, la cual fue menor
estadisticamente a la del grupo control obeso (87.0 £+ 8.9 mg/dl de colesterol
total), y logré llegar a tener valores normales en comparacion con los grupos
sanos. Como se esperaba, los grupos sanos no presentaron diferencia
estadisticamente significativa entre ellos, sin embago los valores reportados para
el grupo sano mas bebida (74.5 + 3.3) fueron cercanos a los del grupo control
sano (69.8 + 6.5).

De manera similar, el grupo obeso mas bebida presenté una menor concentracion
de trilglicéridos (50.3 + 7.0 mg/dl) a la del grupo control obeso (76.2 £ 9.5 mg/dl de
triglicéridos); sin embargo, aunque no presentd diferencia estadisticamente
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significativa, los valores llegaron incluso a normalizarse en comparacion con el
grupo sano control (45.0 £ 7.7) y sano mas bebida (47.1 £ 6.9). En los niveles de
triglicéridos esperabamos una disminucién significativa en el grupo obeso mas
bebida comparados con los del control obeso, debido al efecto hipolipidémico
previamente reportado por otros autores para los extractos incluidos en la bebida
funcional evaluada (Figueroa-Pérez et al, 2015; Pérez-Ramirez et al., 2016).
Como se mencion6 en el estudio de Rubio y colaboradores (2015), la
administracion de la bebida funcional elaborada con extractos de té verde y
colcomeca con concentrado de extracto de limon por un periodo de 4 meses a
ratas Sprague-Dawley alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa
disminuy® los niveles de triglicéridos en suero en un 22.5%. En nuestro estudio la
administracion de la bebida elaboradda con infusiones de jamaica, té verde, hierba
del sapo y hierbabuena disminuyé los niveles de triglicéridos en suero un 34%.

Como se esperaba, los niveles de HDL y LDL en el grupo sano mas bebida no
presentaron diferencia estadisticamente significativa comparados con el grupo
control sano. En el grupo control obeso se encontré una concentracion de LDL de
63.1 £ 12.7 mg/dl, la cual fue estadisticamente mayor a la del grupo obeso mas
bebida (46.1 £ 4.5 mg/dl de LDL). En este grupo esperabamos que el consumo de
la bebida disminuyera de forma significativa los niveles de LDL en el grupo obeso
mas bebida comparada con el grupo control obeso, debido a que en otros estudios
se ha reportado que el consumo de polifenoles administrados en la bebida atenu6
la oxidacion de las LDL, la formacion de las células espumosas, asi como la
reduccion de la sintesis del colesterol LDL a nivel hepatico y brindé un aumento en
la actividad antioxidante (Maydata et al., 2002).

En el grupo obeso mas bebida, la concentracion de glucosa en plasma fue
estadisticamente menor (108.6 + 13.8 mg/dl) comparada con la del grupo control
obeso (146.8 + 14.5 mg/dl). En un estudio con ratas resistentes a la insulina, el
tratamiento con un extracto rico en polifenoles del té verde disminuyo

significativamente los niveles séricos de glucosa, insulina, triglicéridos, colesterol
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total, colesterol LDL y AGL en los animales tratados comparados con el grupo
control (Qin et al., 2010).

Cuadro 9. Efecto de las bebidas sobre el perfil lipidico y glucosa en sangre en

animales tratados.

Grupo Colesterol total Triglicéridos HDL LDL Glucosa
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Control sano 69.8+6.5 450 7.7 3457+13 4221+ 6.1 819+ 84
Sano mas bebida 745+ 3.3 47.1+£6.9 3066+0.3 41.0% 4.3 87.3+ 9.5
Control obeso 87.0+£8.9 76.2+9.5 31.29+1.0 63.1+£127 146.8 £ 14.5

Obeso mas bebida 69.8+6.9" 50.3+7.0* 31.63+0.7 46.1+ 45* 1086+13.8"

Los valores representan la media + DE. Valores marcados con asterisco (*) en la misma
columna indican diferencia significativa (@ = 0.05) con la prueba de T-student entre grupos

con y sin tratamiento.

Se ha reportado en diferentes modelos de animales y estudios clinicos que el
consumo de extracto acuoso de jamaica disminuye los niveles séricos de
triglicéridos, atribuido principalmente a compuestos como las antocianinas y el
acido protocatequina (Da Costa et al., 2014). Ajiboye y colaboradores (2015)
reportan una disminucion en la concentracion plasmatica de LDL en ratas con SM
inducido con dieta alta en grasa y fructosa, debido al tratamiento con un extracto
acuoso de jamaica (100 y 200 mg/kg de peso corporal por dia) tratadas por tres

semanas.

En general, estos resultados nos indican que al tener un aporte de polifenoles en
la dieta, en los animales tratados con la bebida se disminuyen la acumulacién de
LDL, triglicéridos, colesterol total y glucosa en sangre en el grupo obeso mas
bebida, comparados con el grupo control.
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8.4.1 Triglicéridos en heces

La disminucion de triglicéridos en suero podria estar relacionado con la inhibicidon
de la actividad de la lipasa pancreatica, la cual disminuye la absorcion e
incrementa la excrecion de triglicéridos en las heces (Hsu et al., 2006).

La Figura 9 muestra que en los grupos sanos y obesos con y sin bebida no se
encontré diferencia significativa en la concentracion de triglicéridos en heces. Lo
anterior sugiere que la inhibicion de absorcion de lipidos de la dieta no fue el
mecanismo por el cual el grupo obeso mas bebida tuvo menor ganancia de peso

en respecto al control obeso.

90+
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Figura 9. Efecto de la bebida sobre la concentracién de triglicéridos en heces
de los animales tratados.

Los valores representan la media + DE. Los asteriscos indican diferencia estadistica

significativa entre grupos con y sin bebida (¢ = 0.05), con la prueba de t-Student.

Se sugiere que los compuestos polifenolicos presentes en la bebida no tienen
efecto a nivel pancreatico o gastrico, debido a que no se inhibe la absorcion de
lipidos de la dieta y, por lo tanto, no hay un incremento en la excrecion de lipidos
en heces (Pilou, | et al.,2015).

8.4.2 Triglicéridos en tejido adiposo
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En este trabajo, se realiz6 la evaluacion del efecto de una bebida sobre la
concentracion de triglicéridos de tejido adiposo de ratas con obesidad inducida con
dieta alta en grasa y frutosa. Ademas, para la evaluacion de la concentracion de
triglicéridos se utilizo el tejido adiposo visceral unicamente debido a que se ha
reportado que tiene una mayor relacion con ciertas alteraciones metabdlicas
(Guilherme et al., 2008).

En la Figura 10 podemos observar que en los grupos tratados con la bebida a
base extractos herbales hubo una disminucién estadisticamente significativa en la
concentracion de triglicéridos en tejido adiposo comparada con los grupos sin

tratamiento.

El tejido adiposo blanco (TAB) compuesto por triglicéridos (TAG) es la principal
reserva de energia en los eucariotes superiores. Este conjunto de lipidos esta en
un estado constante de flujo, como resultado de un ciclo de lipdlisis y
reesterificacion (Brown et al., 2009). Durante los periodos de privacion de energia,
el tejido adiposo blanco sufre un cambio hacia mayores tasas netas de lipdlisis,
que se puede definir como la hidrélisis de TAG para generar AGL y glicerol que se
liberan al torrente sanguineo para el uso de otros 6rganos como sustratos de
energia. La lipdlisis procede de una manera ordenada y regulada, con diferentes

enzimas que actuan en cada paso.

El almacenamiento de reservas de energia, como TAG, y la capacidad de
movilizar rapidamente estas reservas, como AGL para alimentar las demandas de
energia, representa una respuesta metabolica altamente adaptada (Chang et al.,
2012).

Las alteraciones en la lipdlisis se asocian con frecuencia con la obesidad, incluido
un aumento en las tasas basales de lipdlisis que pueden contribuir al desarrollo de
resistencia a la insulina, asi como una capacidad de respuesta alterada a la

estimulacion de la lipdlisis (Mukamal et al., 2006).

Los efectos del té verde y los polifenoles del té sobre el peso corporal se han

estudiado ampliamente en modelos animales. La mayoria de los estudios
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mostraron que el consumo de extractos de té verde o EGCG redujo
significativamente la ganacia de peso corporal y/o el peso del tejido adiposo,
disminuy® los niveles de glucosa o insulina en la sangre y aumenté la sensibilidad
a la insulina o la tolerancia a la glucosa. Estos estudios utilizaron roedores con
dietas altas en grasa o modelos animales con obesidad genética/diabéticos. Por
ejemplo, en ratones alimentados con una dieta alta en grasa (60% de las calorias)
se observo que el tratamiento dietético con EGCG (0.32% en la dieta) durante 16
semanas redujo significativamente el aumento de peso corporal, grasa corporal y
peso de grasa visceral en comparacion con ratones sin tratamiento con EGCG
(Bose et al., 2008; Byun et al., 2014).

Los modelos de obesidad inducida con una dieta alta en grasa en modelos de
obesidad tienen varios puntos en comun con la obesidad humana y diversos
estudios han revelado que los antioxidantes actuan como reguladores de la
obesidad (Ansari et al., 2012).
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Figura 10. Efecto de la bebida sobre la concentracidon de triglicéridos en

tejido adiposo de los animales tratados.

Los valores representan la media £+ DE Los grupos marcados con asterisco indican
diferencia estadistica significativa entre grupos con y sin bebida (@ = 0.05), con la prueba
de t-Student.
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8.4.3 Grado de hipertrofia en tejido adiposo.

Durante la obesidad se aumenta el tamafio y el numero de las células grasas
(adipocitos); en promedio, cada célula grasa pesa 0.4 a 0.6 pg (Hernan et al.,
2002). La funcion principal de estas células es el almacenamiento de triglicéridos
(Guilherme et al., 2008). Cuando existe una pérdida de peso corporal, comienza
una disminucion en el tamano de estas células producto de la disminuciéon del

contenido de triglicéridos (Hernan et al., 2002).

La obesidad se caracteriza principalmente por un exceso de TAB y una
amplificacion en el tamafo de los adipocitos que resulta del aumento del
almacenamiento de TAG (Bao et al., 2014).

Trayhurn y Beattie (2001) reportaron que el tejido adiposo crece principalmente
por una combinacién del aumento en el volumen celular (hipertrofia) y en el
numero de células grasas (hiperplasia). Asi mismo, los autores reportaron que en
ratas adultas alimentadas ad libitum presentaron una aumento de peso corporal y
que el peso de cada uno de los cuatro dep0dsitos adiposos estudiados (mesetérica,
epididimo, subcutanea inguinal y retroperitoneal) aument6 progresivamente con la
edad y la alimentacion ad libitum. Sin embargo, este crecimiento de los dos
depdsitos de grasa intra-abdominal evaluados (mesentérica y del epididimo) se
debi6 principalmente a la hipertrofia (aumento en el volumen ceclular de 83 % y 64
%, respectivamente) y en menor grado a una hiperplasia moderada.

Una disminucion de triglicéridos en adipocitos se ve reflejado en la hipertrofia, la
cual se midié mediante analisis histopatolégico de adipocitos. En la Figura 11 los
resultados muestran que en los grupos con tratamiento disminuyo la hipertrofia de
adipocitos comparado con los grupos control.

Wolfram (2005) reporté que infusiones como el té verde disminuyeron el contenido
de triglicéridos del tejido adiposo y por lo tanto el tamafio de estos, aminorando la
hipertrofia de los adipocitos. De manera que, los compuestos bioactivos
contenidos en la bebida formulada podrian estar ejerciendo efectos similares al del
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té verde, presentando beneficios sobre esta alteracion en adipocitos causada por
la obesidad.

D)

Figura 11. Microfotografias de adipocitos tefiidos con H&E
Amplificacion 100X (izquierda) y 300X (derecha). A) grupo control sano B) grupo sano

mas bebida C) grupo control obeso D) grupo obeso mas bebida.
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8.4.4 Triglicéridos en higado

Durante la obesidad, el alto consumo de acidos grasos excede la capacidad del
adipocito para poder almacenar estos acidos grasos; ademas, la resistencia a la
insulina provoca que a la par se realice lipolisis en el organismo, dando como
resultado un aumento de AGL en el torrente sanguineo, los cuales se depositan en
el higado. Este almaceén de lipidos en el higado resulta de una pérdida del balance
entre la captacion, la sintesis, la excrecion y la oxidacion de los AGL (McCullough,
2004).

Los resultados de la concentracion de triglicéridos en higado se presentan en la
Figura 12, donde se puede observar que el grupo obeso mas bebida presentd
menor concentracion que el grupo control obeso, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa.

Las células adiposas se alimentan de AGL provenientes del torrente sanguineo
(principalmente de triglicéridos circulantes). Esta capacidad de absorber el flujo de
AGL de la circulacion le da al tejido adiposo un papel especial para proteger otros
tejidos del flujo excesivo de AGL; pero cuando hay un exceso, estos lipidos se
transportan a otros 6rganos, principalmente al higado (McCullough et al., 2004). Al
higado pueden llegar &acidos grasos provenientes del tejido adiposo,
transportandose acomplejados con albumina o pueden venir directamente de la

dieta en forma de quilomicrones.

Los hepatocitos tienen los mecanismos para unir, transformar, catabolizar y
exportar el exceso de flujo de AGL a través de las acciones de proteinas de unién
a AGL, sintesis de triglicéridos y secrecion como VLDL (lipoproteinas de muy baja
densidad), B-oxidacion, entre otras. Cuando se satura la combinacion con
albumina, las células hepaticas captan mas AGL. Este exceso de AGL en el
higado juega un papel primordial en la elevada secrecion de VLDL que lleva a
hipertriglicerimia y dislipidemias asociadas (Luyckx et al., 2000). Por lo anterior, se
evalué el contenido de triglicéridos en téjido hepatico de ratas con obesidad
inducida por dieta y tratadas con una bebida funcional sobre el almacenamiento de
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eéstos, ya sea por aquellos provenientes del tejido adiposo o bien por la sintesis de

novo.
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Figura 12. Efecto de la bebida sobre la concentracidon de triglicéridos en
higado de los animales tratados.

Los valores representan la media + DE. Los grupos marcados con asterisco indican
diferencia estadistica significativa entre grupos con y sin bebida (@ = 0.05), con la prueba
de t-Student.

8.4.5 Estudio histopatologico de higado

El exceso de triglicéridos en higado se conoce como esteatosis o higado graso. El
grado de esteatosis se puede diagnosticar mediante analisis histopatoldgico. En
las microfotografias de la Figura 13 a y b se observa que el tejido hepatico de los
grupos control sano y sano mas bebida no presentan dafio y es clasificado como
grado O de acuerdo a la clasificacion de Brunt. La Figura 13c correspondiente al
grupo control obeso muestra claramente vacuolas dentro de los hepatocitos,
siendo clasificado como grado 3 donde hay vacuolas de grasa en mas del 66% de

hepatocitos. En la Figura 13d también se observa que el grupo obeso mas bebida
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presenta una menor cantidad de vacuolas, clasificado como grado 2 (33-66% de
hepatocitos con vacuolas).

A)

B)
e
b

dieta alta en grasa y fructosa y tratadas con la bebida.

Microfotografias de tejido hepatico tefidas con H&E con amplificacion 100X (izquierda) y
300X (derecha). A) grupo control sano B) grupo sano mas bebida C) grupo control obeso
D) grupo obeso mas bebida.
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8.5 Efecto de la bebida sobre la actividad de enzimas antioxidantes en
higado de los animales tratados.

8.5.1 Determinacion de la actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPXx).

En la Figura 14 se observa que ambos grupos con tratamiento con la bebida
muestran un aumento estadisticamente significativo en la actividad de la enzima
GPx , con 53.4% mas en el grupo obeso con tratamiento y un 63.5% en el grupo

sano con tratamiento, comparados con los controles.
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Figura 14. Actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPX) en higado.

Los valores representan la media £+ DE. Los grupos marcados con asterisco indican
diferencia estadistica significativa entre grupos con y sin bebida (a = 0.05), con la prueba
de t-Student.

8.5.2 Determinacion de la actividad de la enzima catalasa (CAT).

En la Figura 15 podemos observar que el grupo obeso mas bebida presento
menor actividad de la enzima CAT, lo cual fue estadisticamente significativo
comparado con el grupo control obeso. Por el contrario, el grupo sano mas bebida
presentd mayor actividad de CAT comparado con el grupo control sano, siendo
esta diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 15. Actividad de la enzima catalasa en higado.

Los valores representan la media + DE Los grupos marcados con asterisco indican
diferencia estadistica significativa entre grupos con y sin bebida (a = 0.05), con la prueba
de t-Student.

8.5.3 Determinacion de la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD).

La Figura 16 muestra que en los grupos sanos y obesos con y sin bebida no se
encontré diferencia significativa en la actividad de SOD. Lo anterior sugiere que
puede existir una adaptacion compensatoria al estrés oxidativo por la obesidad
inducida con la dieta alta en grasa y fructosa en higado. Especificamente, la
enzima SOD no tuvo una respuesta aumentada al estrés oxidativo propio de la
obesidad.

Sin embago, a pesar de no haber encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos sanos y obesos, la actividad enzimatica en los
grupos con tratamiento se incremento ligeramente, lo cual se esperaba debido al
la ingesta de polifenoles.

Asi mismo se sugiere que no se encontraron diferencias en la actividad de SOD
debido a un agotamiento de ésta por el exceso de anidn superoxido y el aumento
del producto (peréxido de hidrogeno), lo cual daria una mayor actividad de la

enzima CAT, tal y como se muestra en la figura anterior.
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De igual manera, el incremento de la actividad de la enzima CAT en los animales
sanos mas bebida puede deberse a una disfuncidon mitocondrial causada por la
ingesta de los compuestos polifenolicos presentes en la bebida generando la
produccion de perdxido de hidrogeno y, en consecuencia, se activan otros
sistemas de defensa. El hecho de que en el grupo obeso mas bebida, la actividad
de la enzima presente valores similares a los del grupo sano control nos indica
que la actividad que ejercen los polifenoles sobre el sistema de defensa

antioxidante es mas eficientes en dietas altas en grasa.
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Figura 16. Actividad de la enzima superéxido dismutasa en higado.

Los valores representan la media + DE Los grupos marcados con asterisco indican
diferencia estadistica significativa entre grupos con y sin bebida (a = 0.05), con la prueba
de t-Student.

Las dietas ricas en grasa aumentan el estrés oxidativo en una gran variedad de
tejidos, lo cual puede dar lugar a muchas enfermedades degenerativas; asi mismo
el estrés oxidativo compromete los mecanismos endogenos de defensa
antioxidante, induciendo la actividad de enzimas antioxidantes (GPX y CAT)
(Ansari et al., 2012). Sin embargo, para que esto ocurra dependera del nivel o
estado energético, del avance de la enfermedad y el nivel de estrés.
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Los depodsitos de grasa como consecuencia de una dieta alta en grasa son
vulnerables a sufrir reacciones de oxidacion; por tanto, si la produccion de ERO
excede la capacidad del sistema antioxidante de las células ocurre una
peroxidacién lipidica, lo cual contribuye directamente al desarrollo de
enfermedades como la asterosclerosis (Olorunnisola et al., 2012).

Por otro lado, la enzima GPX provee un mecanismo para la detoxificaciéon de
peréxidos de las células. Esta reaccion juega un rol crucial en la proteccién de
células del dano por radicales libres, los cuales se forman por la descomposicion
de peréxidos.

Ademas, la obesidad cronica se ha asociado con la reduccion de sistemas de
defensa antioxidante en diferentes 6rganos del cuerpo. Sin embargo, no se
observa esto para la actividad de la enzima GPx en el trabajo realizado, debido a
que la enzima actuo sobre su sustrato (perdxidos) el cual aun se encontraba

presente al finalizar el estudio.

Catala y colaboradores (2008) reportaron que con ratas Wistar macho y hembra
de 8 semanas de edad a las cuales alimentaron con una dieta alta en grasa
(55.20%) durante 14 semanas, observaron que la actividad de CAT y GPX en el
higado de los animales, disminuyo significativamente con respecto al control,
probablemente por el tiempo de experimentacion al que sometieron a los
animales, el cual fue mas largo que en el presente estudio. Asi como, en el estudio
de Lee y colaboradores (2009) con ratas macho Sprague-Dawley de 165-185 g de
peso corporal las cuales fueron alimentadas durante 6 semanas con una dieta con
5% de grasa total para el grupo control y con 25% de grasa total para el grupo
denominado alto en grasa, observandose una disminucidn estadisticamente
significativa de las actividades enzimaticas de GPX, GST y CAT del grupo alto en
grasa con respecto al control.

Los resultados anteriormente mencionados son acordes con los obtenidos para
GPX y CAT en este estudio y una de las razones de ello podrian ser que el
consumo diario de la bebida en nuestro estudio daba un aporte de polifenoles, lo
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cual ocasiono la induccidn de los sistemas antioxidantes y asi la actividad de GPx
y CAT tanto en el grupo obeso como en el sano mas bebida.

Para el caso de el estudio de Catala y colaboradores (2008), la edad de las ratas
utilizadas represento el doble de las empleadas en este estudio y los animales
tuvieron una excesiva ingesta de grasa (55.20%) comparada con nuestro estudio,
cuya ingesta de grasa total fue de 20%. Esta ultima razon sugiere que podria
haber ocasionado disminucién de la actividad de GPX en los animales tratados
con una dieta alta en grasa comparados con el grupo control, ya que la ingesta
excesiva de sustrato para esta enzima rebaso6 el poder de actividad de la misma y
no pudo contrarrestar la peroxidacion lipidica. La reduccién significativa debajo de
los niveles basales de la actividad de la CAT en los estudios con animales tratados
con dieta alta en grasa denota una menor formacién de H,O» que podria estar
relacionada con una disminucion de la actividad enzimatica de SOD, por lo cual
podria existir una excesiva acumulacion de superéxidos. No obstante, en un
estudio realizado por Adéchian y colaboradores (2009) con ratas macho Wistar
adultas con un peso aproximado de 323 g, las cuales fueron alimentadas durante
5 semanas con una dieta alta en grasa (45%), se reportd un incremento no
estadisticamente significativo de la actividad enzimatica de GPX (1.05 veces) y
CAT (1.05 veces) en el higado de las ratas tratadas con una dieta alta en grasa.

Asimismo, Marczuk y colaboradores (2009) llevaron a cabo un estudio en ratas
adultas hembras con un peso promedio de 230 g, las cuales fueron divididas en
dos grupos: el primer grupo recibiéo una dieta estandar (control) enriquecida con
acido linoleico obteniendo un 15% final de grasa; el segundo grupo recibié una
dieta estandar enriquecida a un total de 15% de grasa con acido palmitico. Al final
de las 4 semanas de experimentacion, la actividad enzimatica de CAT y GPX en
higado se increment6 estadisticamente 1.75 y 1.21 veces (para la dieta
enriquecida con acido linoleico y acido palmitico, respectivamente) y 3.00 y 1.09
veces (para la dieta enriquecida con acido linoleico y acido palmitico,
respectivamente) con respecto al grupo control. Dichos resultados concuerdan con

los obtenidos en el higado de las ratas empleadas en este estudio, sugiriendo que
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al mismo tiempo que incrementa la actividad de GPX por el exceso de sustrato, la
actividad de la SOD también disminuye, por lo cual hay una disminucién de la
peroxidacion lipidica reflejada en el incremento de la actividad de CAT (Catala et
al., 2008; Adéchian et al., 2009; Lee et al., 2009; Marczuk et al., 2009).

Por otro lado, en un estudio en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y
fructosa, la actividad de SOD y GPx, como captadores principales del anion
superoxido (Oz’), aumento después de la administracion de vitamina D; se reporto
en los resultados que los grupos que recibieron la dieta alta en grasa y fructosa
presentaron una actividad basal de CAT mas alta en comparacion con grupos que
recibieron dieta normal y la actividad de CAT se normalizé después de la
administracion de vitamina D. Lo anterior concuerda con los resultados de este
estudio, en los cuales la actividad de CAT se vidé normalizada tras el consumo de
la bebida en el grupo obeso mas bebida comparado con el grupo control obeso
(Ansari et al., 2012).

Similar a nuestros resultados, también se ha reportado el incremento 2.2 veces
mas en la actividad de GPx en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y
fructosa (Ansari et al., 2012). De hecho, este hallazgo puede explicarse por la
adaptacion compensatoria del organismo al estrés oxidativo por la obesidad
inducida en dieta alta en grasa. Numerosos estudios previos han sugerido que el
cambio en el sistema de defensa antioxidante y marcadores de estrés oxidativo en
el cuerpo es especifico del tejido; en otras palabras, diferentes 6rganos del cuerpo
pueden responder al estrés oxidativo selectivamente por disminucion o aumento
en las concentraciones de marcadores de estrés oxidativo (Hunkar et al., 2002).
Aumentar la actividad de CAT del tejido hepatico en ratas obesas puede ser una
respuesta adaptativa importante a las condiciones de mayor estrés oxidativo en la
obesidad y la disponibilidad biolégica de radicales O,y H20- en tejido adiposo. El
aumento de la actividad de CAT refleja el aumento de radicales O,y el H,O; a
medida que la CAT descompone el H20, en H20 y O, (Maritim et al., 2003).

Estos resultados indican que existe un desequilibrio del estado oxidativo, por lo

cual se considera que la dieta alta en grasa y fructosa incremento la oxidacion de
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los acidos grasos a través de la via de oxidacidn peroxisomal que se asocia con
una mayor generacion de HzO,, por lo cual la actividad enzimatica de la CAT, una
enzima localizada en los peroxisomas que cataliza la descomposicion de H,;O;
increment6. Por lo tanto, el aumento de la actividad de la CAT sugiere una
respuesta compensatoria del sistema de defensa bajo una condicion de
incremento de generacion hepatica de H»O,. Por ultimo, se considera que los
resultados sugieren que las actividades de GPx y CAT son espacial y

temporalmente coordinadas.

IX. Conclusiones

La bebida final formulada a base de extracto de jamaica, té verde, hierbabuena y
hierba del sapo fue aceptada sensorialmente y presentd la mayor concentracion
de compuestos fendlicos y una de las mas altas concentraciones de flavonoides
del total de 20 formulaciones evaluadas.

El consumo de la bebida final por/durante 4 semanas disminuyo el peso corporal
en el grupo obeso con tratamiento y este efecto no esta relacionado con un menor

consumo de alimento.

La ingesta de la bebida en ratas con obesidad inducida con dieta alta en grasa y
fructosa mejord el metabolismo de lipidos, atenuando la hipertrofia de adipocitos,
asi como su concentracion de triglicéridos, lo que podria que esta relacionado con
una menor sintesis de novo de acidos grasos y un aumento en la [(-oxidacion

hepatica.

La menor concentracidn de triglicéridos en suero, tejido adiposo y tejido hepatico
detectada en los animales del grupo control obeso mas bebida, comparados con
los valores en el grupo obeso, se debe a que el consumo subcronico de
polifenoles presentes en la bebida inducen el sistema de defensa antioxidante vy,
por ende, disminuyen la adipogénesis y la acumulacion de lipidos en sangre.
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En conclusién, estos resultados sugieren que la administraciéon de una dieta alta
en grasa y fructosa promueve un estrés oxidativo que compromete los
mecanismos endogenos de defensa antioxidante, elevando la actividad de
enzimas antioxidantes (GPX y CAT) que juegan un papel importante en la
regulacion de la homeostasis redox celular. Los peroxidos lipidicos son removidos
de manera eficiente por la GPX y, en ultima instancia, el H,O, por la CAT por lo
que la concentracion de SOD no se incrementa. Bajo estas condiciones, el
tratamiento con la bebida mostré beneficios sobre alteraciones metabdlicas en las
ratas obesas; por lo tanto, esta bebida es una alternativa viable para contrarrestar
las alteraciones causadas y mejorar el estado redox en modelos de obesidad. Asi
mismo, se observa una induccion de estos sistemas antioxidantes en animales
sanos, lo que podria considerarse como una estrategia preventiva efectiva contra
el desarrollo de enfermedades cronicas degenerativas asociadas al estrés

oxidativo.

En general, estos resultados nos indican que al tener un aporte de polifenoles en
la dieta, en los animales tratados con la bebida se inducen los sistemas
antioxidantes y por ende, disminuyen la adipogenesis y la acumulacion de LDL,
triglicéridos, colesterol total y glucosa en sangre.

Como perspectiva se pretende probar la bebida en un estudio clinico con adicion
de edulcorante a individuos que realicen actividad fisica a una intensidad alta,
moderada y sedentarios, para asi poder medir la induccidn de sistema
antioxidante y el estado redox.
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