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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad multifactorial que se asocia a enfermedades como
la diabetes e hipertension. Diferentes anomalias metabdlicas en érganos tales como el
higado, tejido adiposo y rifién son causadas por la obesidad. Ciertas bebidas, como el té
verde, pueden atenuar estos cambios. Sin embargo, para la poblacibn mexicana, el
consumo de éste es poco comuln y existen otras fuentes de alimentos importantes con
capacidades nutraceuticas, como la flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa), la albahaca
morada (Ocimum sanctum L.) y el fruto de toronja (Citrus paradisi). El objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto del consumo de bebidas funcionales (infusiones) como
alternativa para el control de la obesidad y de sus complicaciones en un modelo animal
inducido por dieta. Se evalud el contenido de fenoles totales, flavonoides y antocianinas
monomeéricas en las tres infusiones. Los resultados mostraron que la infusién de O.
sanctum presenta las concentraciones mas altas de estos compuestos seguido de H.
sabdariffa. Se realizé un perfil fendlico de las infusiones mediante HPLC, los compuestos
mas abundantes encontrados para C. paradisi, O. sanctum e H. sabdarifa fueron rutina,
acido vainillinico y éacido cumdrico respectivamente. En los ensayos de capacidad
antioxidante (oxidacion de LDL, DPPH y ABTS), las infusiones O. sanctum e H. sabdariffa
dieron el mejor valor. Para los estudios in vivo, se usaron ratas Sprague-Dawley, las cuales
se alimentaron con una dieta, alta en grasas saturadas y fructosa, durante 9 meses. El
tratamiento con las infusiones (1 %) comenzé al inicio del quinto mes. Como parte de la
accion antiobesogénica de las infusiones se evalu6 la absorcion de lipidos en el intestino
donde O. sanctum tuvo el mejor resultado. Ademas, se determind el almacenamiento de
triglicéridos (TG) en tejido adiposo, donde H. sabdariffa dio el mejor resultado, reflejandose
en una mejora de la hipertrofia de los adipocitos. Asi mismo, se evalué en contenido de TG
en suero y tejido hepéatico encontrandose una disminucion en TG para todos los
tratamientos. Las infusiones disminuyeron significativamente el nivel de ARNm de dos
genes lipogénicos, SREBP1c y FAS, e incrementaron la expresion hepatica de PPARa y
de CPTla, los cuales estan involucrados en la absorcion mitocondrial de acidos grasos y
su oxidacién. Con respecto a las complicaciones de la obesidad, como la presion arterial y
arterioesclerosis, el consumo de infusiones regul6 la hipertension, siendo mejor el efecto
de O. sanctum. El andlisis histopatolégico mostré una mejoria en la hialinizacién de las
arteriolas renales y menores concentraciones de triglicéridos en ratas tratadas con H.
sabdariffa y O. sanctum, ademas de una menor expresion de los genes REN y ANG
involucrados en el sistema renina-angiotensina-aldosterona renal. El consumo de las
infusiones mejoraron marcadores de estrés oxidativo tanto en riidn como en higado,
disminuyendo peroxidacion lipidica y la oxidacion de proteinas, especialmente en las ratas
tratadas con la infusion de O. sanctum. Adicionalmente, la terapia con estas infusiones
mejoraron el sistema antioxidante endégeno en el higado determinado por el aumento de
la actividad de las enzimas glutation S-transferasa (GST), glutation peroxidasa (GPx) y
catalasa (CAT). El consumo de las infusiones mejoraron las complicaciones originadas por
la obesidad, por lo que pueden ser consideradas como una alternativa natural para dicha
enfermedad.



ABSTRACT

Obesity is a multifactorial disease that is often associated with diabetes,
cardiovascular and hypertension. A number of metabolic abnormalities in organs
such as liver, kidney and adipose tissue are caused by obesity, increasing the risk
to chronic diseases. There are reports that certain beverages, such as green tea,
can modulate these alterations. Unfortunately, the consumption of this beverage by
the Mexican population is not very common; nevertheless, there are other important
sources for infusions with nutraceutical potential such as grapefruit (Citrus paradisi),
roselle flowers (Hibiscus sabdariffa), and basil (Ocimum sanctum L.). The aim of
this work was to evaluate the effect of functional beverages (infusions) used in
Mexico as auxiliary alternative in the control of obesity and its complications in a
model of diet-induced obesity. Total phenolic, flavonoid, and monomeric
anthocyanin contents were evaluated. The results showed that O. sanctum infusion
had the highest concentrations. HPLC analysis showed that rutin, vanillic, and
coumaric acids were the most abundant polyphenols from C. paradisi, O. sanctum,
and H. sabdariffa infusions, respectively. LDL oxidation inhibition, ABTS, and DPPH
assays were used in order to evaluate the antioxidant capacity, being O. sanctum
and H. sabdariffa infusions with highest antioxidant capacity. Male Sprague-Dawley
rats were fed with high saturated fat diet and fructose for nine months; infusion
treatment (1 %) was administered at beginning of the fifth month. C. paradisi and O.
sanctum infusions suppressed adipose and hepatic tissue fat accumulation,
development of hyperlipidemia, and hyperglycemia, while improving insulin
resistance. H. sabdariffa and O. sanctum infusions treatment significantly down-
regulated the mRNA level of two hepatic lipogenesis genes: sterol regulatory
element binding protein 1c (SREBP1c) and fatty acid synthase (FAS), whereas they
up-regulated the hepatic expression of peroxisome proliferator activated receptor
alpha (PPARa) as well as hepatic and muscle expression of carnitine palmitoyl-
transferase la (CPT1a), promoting mitochondrial fatty acid uptake and oxidation.
Our results suggest that the anti-obesity effect of C. paradisi and O. sanctum
infusions are related to the down-regulation of genes involved in lipogenesis. In
addition, the anti-obesity mechanism of OS infusion is also related with the increase
in lipid B-oxidation in liver and muscle. The results obtained for obesity
complications such as blood pressure (BP) and nephrosclerosis showed that H.
sabdariffa, C. paradisi, and O. sanctum infusions decreased BP by 25 % compared
with obese control. Treated groups reduced renal triglycerides (30 % for H.
sabdariffa, 38 % for O. sanctum, and 13 % for C. paradisi infusions). Histopathology
analysis showed an improvement in hyalinization in renal arterioles in rats treated
with H. sabdariffa and O. sanctum infusions. Plant infusions decreased renal
TBARS and protein oxidation, as well as, diminished renal renin-angiotensin system
activation through down-regulation of renin (REN) and angiotensinogen (ANG)
genes, especially for rats treated with O. sanctum infusion. Additionally, therapy
with these infusions enhanced the antioxidant status in the liver observed by the
increased activity of glutathione S-transferase (GST), glutathione peroxidase (GPX),
and catalase (CAT) enzymes. In conclusion, the consumption of these plant
infusions is a feasible adjuvant treatment for obesity and its complications such as
hyperlipidemia, hypertension and arteriolar nephrosclerosis.
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1. Introduccién

La obesidad se define como una enfermedad crénica multifactorial compleja
influida por factores genéticos, fisioldégicos, metabdlicos, celulares moleculares,
sociales y culturales, y que se caracteriza por el aumento del tejido adiposo. Esta
enfermedad se acompafia de una serie de alteraciones metabdlicas en 6rganos
como el higado, musculo esquelético y tejido adiposo. Dichas alteraciones generan
sindrome metabdlico, el cual se asocia con el desarrollo de enfermedades cronico
degenerativas como enfermedades cardiovasculares, renales, entre otras. Por esta
razén, la obesidad ha sido clasificada por la Organizacion Mundial de la Salud
como un problema grave de salud publica, donde su incidencia y prevalencia, sobre

todo en nuestro pais ha alcanzado cifras de 60 a 70 % en adultos (OMS, 2010).

En paises como México, la alta prevalencia de obesidad y sus
complicaciones esta directamente relacionada con el consumo elevado de calorias
provenientes de los alimentos y bebidas, principalmente las refrescantes (Rivera y
col., 2008). Se han establecido recomendaciones para satisfacer la mayor cantidad
posible de las necesidades diarias de liquidos a través del agua y otras bebidas
con bajo contenido energético, como las infusiones, cuyo consumo ha aumentado
en los ultimos afios debido a su aporte importante de agua, pero principalmente,
por el efecto positivo a la salud, relacionado con su contenido de fitoquimicos y
micronutrientes. Dichos beneficios han permitido incluir a este tipo de productos
dentro de las bebidas funcionales, las cuales contienen componentes clasificados
como nutrientes o no nutrientes, con efecto sobre una o varias funciones del
organismo, adicional al valor nutricional que pudieran tener. La actividad bioldgica
de las infusiones se asocian principalmente a la accion antioxidante,
antiinflamatoria, hipocolesterolémica y de vasodilatacion de sus componentes,
como los polifenoles (Tipoe, y col., 2007). Asi mismo, se ha comprobado que el
consumo de ciertas infusiones puede ejercer efectos anti-obesogénicos, mediante

diferentes mecanismos (McKay y Blumberg, 2006).



Materiales vegetales como hojas, flores y frutos, han sido utilizados para la
preparacion de infusiones. Uno de los materiales vegetales mas comunmente
usados en México, es la flor de jamaica. Sin embargo, el uso de otros materiales
vegetales que contienen altas concentraciones de compuestos polifendélicos y
actividad biologica, han sido recomendados para la preparacion de este tipo de
bebidas, entre éstos, se encuentran la albahaca morada y la toronja (Kelm y col.,
2000; Wu y col., 2007). Aunado a esto, el consumo de estos dos materiales
vegetales por parte de la poblacion mexicana se ha incremento de manera

significativa en los ultimos afios (Beltran-Morales y col., 2010).

Es por todo esto que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del
consumo de bebidas funcionales (infusiones) utilizadas en México como alternativa
para el control de obesidad y sus complicaciones en ratas obesas inducidas por

dieta alta en grasa saturada y fructosa.



2. Antecedentes

2.1. Obesidad

La obesidad se define como una enfermedad crénica multifactorial compleja
influida por factores genéticos, fisiol6gicos, metabdlicos, celulares moleculares,
sociales y culturales, y que se caracteriza por el aumento del tejido adiposo
(Chavarria-Aciniega, 2002). La obesidad debe diferenciarse del sobrepeso. Este
altimo es cuando el peso corporal excede al peso de referencia del individuo en
relacion a su estatura (Van y Voghy, 1984).

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) en 2012 reportd que
en nuestro pais la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad es del 73 %
para las mujeres y 69.4 % para los hombres.

Actualmente, México se encuentra en un proceso de transicion donde la
poblacion presenta un aumento inusitado de sobrepeso y obesidad que afecta a
todas las edades, a las zonas urbanas y rurales, y a las diferentes regiones del
pais. El tiempo excesivo de las actividades sedentarias y la falta de ejercicio
regular, sugieren una importante contribucién al aumento de la prevalencia de
obesidad y enfermedades cronicas observado en México en los ultimos afios
(Figura 1) (ENSANUT, 2012).

40
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Figura 1. Prevalencia de obesidad y sobrepeso en México (ENSANUT, 2012).



La obesidad predispone a riesgo de alteraciones metabdlicas y fisioldgicas
en organos como el higado, rifidn, musculo esquelético y tejido adiposo, generando
hiperlipidemia, resistencia a la insulina, hipertension e higado graso (Pickup, 2004).
Estas alteraciones conforman al sindrome metabdlico y se asocian con el
desarrollo de enfermedades crénico degenerativas como enfermedades

cardiovasculares y diabetes tipo 2 (Haoneng y Lingli, 2010).
2.2. Homeostasis energética

Homeostasis se define como el estado de equilibrio dinamico o el conjunto
de mecanismos por los que todos los seres vivostienden a alcanzar una
estabilidad en las propiedades de su medio interno y por tanto de la composicion
bioguimica de los liquidos y tejidos celulares, para mantener la vida, siendo 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 calérica a las células.
Dependiendo de las funciones del tejido, la célula hace uso especifico de cada uno
de estos macronutrientes. Asi, desde el punto de vista energético, la principal
fuente de energia es la glucosa y su forma polimérica de almacenaje, el glucégeno;
de modo tal que los organismos tienen mecanismos homeostéaticos para mantener
estables los niveles sanguineos de glucosa. 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 glucégeno o los
niveles de glucosa descienden; el otro opera a largo plazo y estd mas relacionado
con la utilizacion de los depdsitos grasos del tejido adiposo, promoviendo la ingesta
de alimentos a mediano y largo plazo (Fragoso-Ifiiguez y Coello-Coutifio, 2008).



2.3. Tejido 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 &cidos grasos resultantes salen del adipocito, siendo
transportados hasta otros tejidos donde son utilizados (Guilherme y col., 2008).

El tejido adiposo controla el metabolismo lipidico a través de sefales
enddcrinas, paracrinas y autocrinas, 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). Por otra parte, tras el
descubrimiento de la leptina en 1990 (Zhang y col., 1994) se empezd a considerar
el tejido adiposo como un verdadero 6rgano endocrino. Hoy en dia, se conoce que
dicho tejido secreta, ademas de leptina, una gran variedad de hormonas y citocinas
con actividad biologica, genéricamente conocidas como adipoquinas (Kershaw y
Flier, 2004). Estas moléculas actuan regulando el metabolismo energético en otros
tejidos como el higado y musculo, y ademas, presentan funciones especificas en
procesos como inmunidad, inflamacion y reproduccion (Guilherme y col., 2008).

2.3.1. Componentes celulares del tejido adiposo.

El tejido adiposo es muy heterogéneo tanto a nivel de composicién celular
como a su localizacibn anatémica. Esta compuesto por adipocitos maduros
inmersos en una matriz de coldgeno donde también residen células madre
mesenquimales, pre-adipocitos, terminales nerviosas, células sanguineas y tejido
vascular, que en conjunto se denomina fraccion de estroma vascular (SVF, por sus
siglas en inglés) (Frayn y col., 2003). Ambos componentes, adipocitos maduros y

SVF, son esenciales para el mantenimiento de la funcién del tejido adiposo.



Los adipocitos son las células mas abundantes dentro del tejido adiposo,
constituyendo el 25% del namero total de células. Son esféricas, de tamafio muy
variable, que oscila entre los 20 y 200 ym de diametro. Estas células acumulan
energia en forma de triglicéridos, diacilglicerol, fosfolipidos, acidos grasos no
esterificados y colesterol, los cuales son almacenados en el interior de organulos
altamente especializados llamados gotas lipidicas (Frayn y col., 2003). El tejido
adiposo también contiene macrofagos y otros componentes celulares. Los
macrofagos derivan de monocitos circulantes y su nimero varia directamente con
la adiposidad, correspondiendo al 5-10% de las células del tejido adiposo en

condiciones normales y hasta casi un 60% en sujetos obesos (Hirai y col., 2010).
2.3.2. Funcién endocrina del tejido adiposo.

El tejido adiposo secreta una gran variedad de moléculas que poseen
actividad bioldgica, conocidas en su conjunto como adipoquinas. Estas hormonas
participan en una gran variedad de funciones fisiologicas como son: regulacién de
la homeostasis energética y vascular, regulacién del metabolismo lipidico, control
del apetito, sensibilidad a insulina, angiogénesis e inmunidad (Ronti y col., 2006).
Debido a que estos factores participan en una gran variedad de procesos, se
requiere un control estricto de su secrecién, ya que la modificacion de la
concentracion de adipoquinas en el plasma causa importantes alteraciones en la
homeostasis energética corporal. De hecho, dicha secrecion se encuentra alterada
en la obesidad, la diabetes mellitus de tipo Il y el sindrome metabdlico (Maury y
Brichard, 2010).

2.3.3. Distribucion del tejido adiposo

El tejido adiposo se distribuye en distintos depdsitos corporales,
diferenciandose dos tipos, el tejido adiposo visceral (VAT, por sus siglas en inglés)
y el subcutaneo (SAT, por sus siglas en inglés). El primero engloba el tejido
adiposo omental, mesentérico, retroperitoneal, asi como el perigonadal
(Wajchenberg, 2000). El tejido subcutaneo se localiza debajo de la piel a lo largo de
todo el cuerpo (Shiy col., 2009).



El tejido adiposo muestra marcadas diferencias morfologicas y funcionales
en relacion a su distribucion corporal. Asi, el VAT, ademas de una mayor actividad
metabdlica (i.e. transferencia y liberacién de &cidos grasos), muestra una menor
sensibilidad a insulina que el SAT (Adams, 1997; Wajchenberg, 2000; Wajchenberg
y col., 2002). Ambos tenidos también difieren por su la capacidad proliferativa y de
diferenciacion de sus pre-adipocitos (mayor en SAT), asi como en la tasa de
apoptosis (mayor en VAT) (Tchkonia y col., 2005). Finalmente, ambos muestran
perfiles de expresion y secrecion de adipoquinas particulares, incluyendo una
mayor produccion de adiponectina en SAT (Fain y col., 2003) y de marcadores pro
inflamatorios (IL-6 y TNF-a) en VAT (Fain y col., 2003; Vohl y col., 2004).

Se ha demostrado que SAT presenta una menor infiltracibn de macrofagos,
siendo estas diferencias interdeposito aun mayores en la obesidad (Harman-
Boehm vy col., 2007; O'Rourke y col.,, 2009). En este contexto, los estudios
epidemiologicos realizados hasta el momento indican que la obesidad visceral esta
altamente asociada con un mayor riesgo metabdlico (i.e. resistencia a insulina,
diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia, enfermedad cardiovascular) (Wajchenberg y
col., 2002; Snijder y col., 2003; Hamdy y col., 2006).

2.4. Lipotoxicidad

La obesidad se caracteriza por contener un aumento de triglicéridos en el
tejido adiposo. La excesiva liberacion de &acidos grasos provenientes de este
organo, causa una alteracion denominada lipotoxicidad. Existen suficientes
antecedentes que respaldan este mecanismo como el principal mediador de
resistencia a la insulina y la muerte celular en la obesidad (Briaud y col., 2001,
Robertson y col., 2004).



El metabolismo intracelular de acidos grasos puede seguir tres rutas: [3-
oxidacion, formacion de glicerolipidos y formacion de esfingolipidos. De tal manera
que, el destino final de los acidos grasos dependerd de su composicion y de las
demandas energéticas de la célula (Summers, 2006). En la obesidad, el ingreso
continuo de acidos grasos libres provenientes del tejido adiposo hipertréfico y de la
sintesis enddgena en los tejidos (principalmente higado) estimula su acumulacién y
la produccion de intermediarios metabdlicamente activos que alteran las funciones

normales de la célula (Feldstein y col., 2004; Summers, 2006).

El higado cumple funciones importantes en el metabolismo de los lipidos,
incluyendo la sintesis de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), cuya
formacion esta directamente relacionada con la disponibilidad de &cidos grasos.
Estos son trasportados al higado unidos a albumina, y son captados por los
hepatocitos para ser utilizados en la sintesis de los triglicéridos, los cuales son
posteriormente combinados con apoproteinas, formando asi particulas de
lipoproteinas que son secretadas a la circulacion (Salomén y Martinis, 2005).
Cuando se tiene un exceso de lipidos, la secrecion de triglicéridos incrementa, pero
también tienden a almacenarse, generandose esteatosis. La esteatosis es una
caracteristicas 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 y col., 2005). De este modo, el proceso de lipotoxicidad estimula la

progresion de la esteatosis a cirrosis y fibrosis hepética.

El consumo crénico de una dieta alta en energia incrementa la produccién
de insulina y la lipogénesis hepatica. El aumento en el contenido de colesterol
hepatico reduce la captura de lipoproteinas mediada por el LDLr (receptor de LDL),
incrementando la concentracion de LDL circulante y el riesgo de lesiones
aterogénicas. El aumento de las lipoproteinas incrementa la captura de lipidos por
el tejido adiposo, produciendo adipocitos hipertréficos y secundariamente,
obesidad.



Los adipocitos hipertréficos desarrollan resistencia a la insulina ocasionando
aumento en la liberaciébn de acidos grasos libres, leptina y TNFa, los cuales
incrementan el dafio hepatico mediado por lipidos, generando lipotoxicidad. De
esta manera, la interaccion entre el higado y el tejido adiposo se ha denominado
eje adipo-hepatico, donde la alteracion funcional de alguno de estos érganos en la
obesidad, afecta la funcion del otro, generando un circulo que altera dicho eje
(Angulo, 2005; Feldstein y col., 2005).

2.5. Higado

Las alteraciones en la funcién hepética en la obesidad afecta la actividad
metabdlica del resto de los tejidos, debido a que éste regula numerosos aspectos
del metabolismo energético en el organismo. Entre otros, el higado mantiene la
concentracion circulante de glucosa dentro de un rango estrecho a corto y largo
plazo, provee continuamente a los tejidos periféricos de acidos grasos y colesterol
a través de la produccidon y secrecién de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), recibe el colesterol excedente del organismo por medio del trasporte
reverso del colesterol, mediado por las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y lo

elimina a través de la bilis (Postic y col., 2004).

La mayor parte de las actividades metabolicas del higado son controladas
principalmente a nivel hormonal por la insulina y el glucagén. Ambas hormonas
circulan en relacion directa al consumo de alimento, la produccién de una, reprime
a la otra; sin embargo, los efectos netos en el metabolismo resultan de la
concentracion relativa de una hormona respecto a la otra, denominada relacion

insulina/glucagoén (Diaz-Mufioz y col., 2000).

La sefalizacion inducida por estas hormonas produce efectos a corto y largo
plazo en la velocidad de las rutas metabdlicas en el higado. A corto plazo, involucra
cambios en el estado de fosforilacion de las enzimas metabdlicas, modificando su
actividad, mientras que a largo plazo, involucra cambios en la velocidad de
trascripcion y traduccion de los componentes de las vias metabolicas, los cuales

pueden ir desde horas hasta dias (Tovar y Torres, 2003).



2.6. Genética de la obesidad

En la obesidad intervienen varios genes que, en combinacién con el medio
ambiente, dan lugar a la aparicién de la obesidad. Entre los genes implicados en la
etiologia de la obesidad se encuentran genes metabdlicos, los cuales codifican
para péptidos que controlan las sefiales de hambre y saciedad, genes reguladores
del gasto energético y genes reguladores del crecimiento y diferenciacion de los

adipocitos (Horton y col., 2002).

Entre los reguladores transcripcionales relacionados con la obesidad se
encuentra el receptor perteneciente a la familia de factores de trascripcion
proteinas de unién a elementos de respuesta de esteroles (SREBP) que controlan

la sintesis de acidos grasos y colesterol (Horton y col., 2002).

Los receptores SREBPs se expresan en la mayor parte de los tejidos,
aunqgue su contenido es mayor en el higado, tejido adiposo, rifién e intestino. Los
SREBPs se sintetizan como precursores inactivos anclados a la membrana del
reticulo endopldsmico y su activacibn depende del procesamiento proteolitico
mediado por dos proteasas (S1P y S2P) que liberan el extremo N terminal que
constituye el factor de trascripcion activo. SREBP viaja al nacleo donde se une al
sitio de respuesta a esteroles (SER, por sus siglas en inglés) en la region
promotora de los genes blanco; posteriormente, reclutan factores de trascripciéon
generales como el factor nuclear Y (NFY) para activar la trascripcion (Brown y col.,
1997).

La sobreexpresion de SREBP-1 en higado de ratones transgénicos
incrementa la trascripcion de las enzimas lipogénicas, esto produce una
acumulacion masiva de triglicéridos en el higado, generando hepatomegalia,
esteatosis e hipertrigliceridemia (Shimano y col.,, 2000). SREBP-1 reprime la
trascripcion del sustrato del receptor de insulina 2 (ISR2), interfiiendo con la
sefalizacion de la insulina e induciendo resistencia de los tejidos a su accion (lde y
col., 2004). La ingesta de alimentos con alto contenido de energia incrementa la

produccion de insulina activando a SREBP-1 en el higado.
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SREBP-1 estimula la sintesis de &cidos grasos y su esterificacion en
triglicéridos para ser enviados a la circulacion en las VLDL y almacenarse en el
tejido adiposo, aumentando el peso corporal (Kolehmainen y col., 2001). Distintos
estudios han demostrado que los acidos grasos monoinsaturados hepaticos son
preferencialmente esterificados a triglicéridos para su almacenaje y exportaciéon en
las VLDL, disminuyendo la cantidad de acidos grasos que ingresan a la mitocondria
para su oxidacion. De tal manera que, al regular la sintesis de enzimas como la
estearil Coenzima A, SREBP-1 no solo regula la sintesis de lipidos en el higado,
sino también determina el destino metabdlico. SREBPlc induce genes
imprescindibles para la sintesis, elongacion y desaturacion de acidos grasos (Moon
y col., 2001), asi como para su incorporacion a la sintesis de fosfolipidos (Edwards
y col., 2000) y triglicéridos como la glicerol-3-fosfato acil-transferasa (Ericsson y
col., 1997) (Figura 2).
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Figura 2. Descripcion de la principal ruta metabdlica regulada por SREBP-1c
en higado (Vernia-Miralles, 2007).

Otros receptores nucleares importantes en obesidad son la familia de los
receptores activados por proliferadores peroxisomicos (PPARSs, por sus siglas en
inglés), los cuales son factores de transcripcién y se han descrito tres isoformas
diferentes (a, B y y). Estos receptores nucleares se activan por medio de moléculas
estructuralmente diversas que se denominan proliferadores peroxisomales. Los
activadores pueden ser moléculas enddgenas (acidos grasos, esteroides) o
xenobidticos (sustancias hipolipemiantes como los fibratos) (Yessoufou y Wabhli,
2010).

Los receptores PPARs se expresan en diferentes tejidos donde van a
desempainiar funciones muy importantes en el control del metabolismo energético.
El PPARa se localizan fundamentalmente en tejidos con gran actividad metabdlica
como el higado, mdasculo, rifidbn, corazén, células endoteliales, musculo liso,

macrdéfagos y células espumosas (Yessoufou y Wabhli, 2010).
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Dentro de los efectos de la activacion de PPARa, el mas importante es la
reduccion de los valores plasméticos de triglicéridos. Esta accion es mediada por la
activaciéon de PPARa en el higado, es consecuencia tanto de los efectos sobre la
sintesis, como sobre el catabolismo de las lipoproteinas ricas en triglicéridos. En el
primer caso, la activacion de PPARa hepatico reduce la sintesis de VLDL como
consecuencia de un incremento en el metabolismo oxidativo de los &cidos grasos.
Esta degradacién de los acidos grasos libres, uno de los sustratos necesarios para
la sintesis de las VLDL, aparece como resultado de la modificacion de la expresion
de genes diana de PPARa implicados en su re captacion y su destino intracelular
(Gervois y col., 2000). Entre éstos se encuentran transportadores de membrana,
como la translocasa de acidos grasos (FAT/CD36) y la proteina transportadora de
acidos grasos (FATP) (Motojima y col.,, 1998) que aumentan la re captacion

hepatica de acidos grasos tras la activaciéon de PPARa.

Ademas, los agonistas PPARa también estimulan la conversion de los
acidos grasos en sus derivados acil CoA, en un proceso catalizado por la acil-CoA
sintetasa, evitando la salida de acidos grasos de las células para posteriormente
estimular su degradacion en las mitocondrias y los peroxisomas, por procesos de

B-oxidacion (Mascar6 y col., 1998).

La mitocondria es el organulo intracelular que mas contribuye a la [3-
oxidacion de los acidos grasos, generando energia en forma de ATP gracias a la
fosforilacion oxidativa. El primer paso que conduce a la beta-oxidacion mitocondrial
implica la participacion de un sistema de transporte facilitado de acidos grasos
hacia el interior de este organulo. Este sistema esta integrado por varias enzimas,
en una de las cuales, la carnitina-palmitoil transferasa | (CPT-1), se ha descrito la
presencia de un PPAR en su trascripcion (Mascaro y col., 1998). Ademas, PPARa
también regula la transcripcién de diversos genes implicados directamente en el
proceso de [(-oxidacibn mitocondrial, como es el caso de la acil-CoA

deshidrogenasa de cadena intermedia (MCAD) (Neve y col., 2001).
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Respuesta biolégica:
* Incrementar el metabolismoy

trasporte de acidos grasos
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Figura 3. Mecanismos transcripcional mediados por la activacion de PPARa

y genes blancos, asi como la respuesta biologica producida.
2.7. Complicaciones asociadas a la obesidad
2.7.1. Resistencia a lainsulina y diabetes tipo 2.

La resistencia a la insulina se caracteriza como un estado en el que los
efectos biolégicos de esta hormona son menores de los esperados, principalmente
respecto a la utilizaciébn de glucosa y sintesis de glucégeno por el musculo
esquelético, la supresion de la produccién enddgena de glucosa, especialmente por
el higado (Dinneen y col., 1992), o en la activacion de la lipdlisis en el tejido

adiposo.

La insulina desencadena diversas respuestas metabdlicas pleiotrépicas,
uniéndose y activando un receptor especifico de la membrana plasmatica, con
actividad tirosina-quinasa. Los sustratos de este receptor, principalmente las
proteinas del sustrato del receptor de insulina (IRS, por sus siglas en inglés), son
fosforilados en sus residuos de tirosina de forma que servirAn como anclaje a
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proteinas adaptadoras que activaran distintas rutas de sefalizacion, tales como
estimulacién del transporte de glucosa y sintesis de glucégeno, activacion de la
lipogénesis (sintesis de triglicéridos) y sintesis de proteinas e inhibicion de la
lipdlisis. Ademas, la insulina también aumenta la captacion de acidos grasos desde
lipoproteinas circulantes, estimulando la actividad de la lipoproteina lipasa en el
tejido adiposo; asi mismo, favorece la diferenciacion de pre adipocitos a adipocitos
maduros (Saltiel y Ronald, 2001).

La expansion del tejido adiposo, especialmente a nivel visceral, produce una
la liberacion de citoquinas inflamatorias, como TNFa e IL-6, que afectan
negativamente la sefializacion de insulina (Rajala y Scherer, 2003). TNFa actua
disminuyendo la lipogénesis y aumentando la lipdlisis adipocitaria, lo cual podria
considerarse un mecanismo de retroalimentacion para evitar el excesivo acumulo

de energia aunque finalmente provoca un aumento en los acidos grasos libres.
2.7.2. Ateroesclerosis, arterioloesclerosis y presion arterial.

Obesidad, ateriosclerosis y arterioloesclerosis son procesos multifactoriales
entre los que existen numerosos puentes de union que explican, en parte, la mayor
morbimortalidad cardiovascular del obeso. Esta relacion esta principalmente dada
por la coexistencia de factores como dislipidemia, hipertension, resistencia a la

accion de la insulina y diabetes (Zugasti y Basilio, 2005).

En la obesidad el nimero de macréfagos en tejido adiposo aumenta debido
a una mayor infiltracion de este tipo celular desde los vasos sanguineos (Xu y col.,
2003), asocidandose con un aumento de la secrecién de factores inflamatorios
(Riordan y col., 2009), como TNF-a, IL-6, amiloide sérico A (SAA), proteina
quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1) o el inhibidor del activador del
plasminogeno-1 (PAI-1), entre otros (Shoelson y col., 2007).

15



El aumento en la produccion de estas moléculas desencadena efectos
locales a nivel del endotelio que aumentan la produccion de moléculas de adhesion
(VCAM e ICAM) y modifican la permeabilidad vascular, dando lugar a la formacion

de la placa aterosclerética (Shoelson y col., 2007; Surmi, 2008).

Dentro de la ateroesclerosis, para el rifion existe un término conocido como
arteriosclerosis hialina o también llamada arterioloesclerosis. En las arterias
interlobulillares y en las arcuatas, ademas de las lesiones hialinas puede
observarse un engrosamiento fibroso de la intima, hipertrofia de las células
musculares lisas y reduplicacién de la lamina elastica interna. En relacién con los
cambios vasculares, pueden observarse alteraciones isquémicas en los glomérulos
(retraccion del ovillo, esclerosis segmentaria y focal) y, en algunas zonas, lesiones

de fibrosis intersticial y atrofia tubular (Caetano y col., 1999).

El flujo plasmético renal es bajo y hay isquemia glomerular. En las fases
iniciales se produce una intensa vasoconstriccion de la arteriola aferente que
impide que la presion intraglomerular se modifique. Con el tiempo, este proceso
conduce a un dafo irreversible de los vasos pre-glomerulares y a la pérdida
gradual de masa renal por isquemia glomerular. Cuando la pérdida de la masa
renal comienza a ser critica, las arteriolas pre glomerulares se dilatan, aumenta la
presion en el ovillo capilar y se produce una hipertrofia funcional de las nefronas

que todavia permanecen intactas (Luke, 1999).

Algunos autores han postulado que las alteraciones estructurales renales
como la arterioesclerosis podrian preceder a la hipertensibn y que la
arterioloesclerosis seria un proceso intrinseco de la microvasculatura renal que se
traduciria primariamente en una excesiva vasoconstriccion pre-glomerular. Un flujo
plasmatico renal crénicamente deficitario conduciria a largo plazo a la hipertension

y la insuficiencia renal (Marin y col., 2002).
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La hipertensidon es una situacion caracterizada por el incremento de la
resistencia periférica vascular total, que trae aparejado el aumento de la tension
arterial por encima de 140 mm de Hg de sistdlica y 90 mm de Hg de
diastolica. Pueden diferenciarse dos tipos de hipertension: la hipertension esencial
(el 90 % de los casos) y la hipertension secundaria (10 % de los casos). La presion
sanguinea, la fuerza que la sangre ejerce en todas direcciones de un area
determinada, es la base para mantener un movimiento estable de la sangre desde
el corazon a través del organismo, y de regreso al corazon. Dado que los fluidos se
mueven desde un area de alta presidon hacia un area de presion menor, las
presiones deben diferir en los distintos puntos del sistema circulatorio. En cualquier
vaso sanguineo del organismo, la presién depende de la cantidad de sangre que
contiene y del tamafio del vaso. Los sistemas de control que regulan todas las
funciones del organismo son dos: el sistema endocrino y el sistema nervioso

autébnomo (Mancia y col., 2007).

Se conoce como enfermedad hipertensiva al sindrome constituido por los
signos y sintomas derivados de esa situacion, con repercusion especial sobre
algunos sectores denominados 6rganos blanco (sistema nervioso central, corazoén,

rilones y sistema vascular periférico) (Quiroga, 2010).

El mecanismo exacto por el cual la obesidad causa hipertensién se
desconoce, porque la obesidad asociada a hipertension es un proceso complejo y
multifactorial. Sin embargo, algunos estudios han reportado que la obesidad
contribuye a la hipertension por mecanismos tales como: efectos renales debido al
aumento de aldosterona por mayor actividad del sistema renina-angiotensina-
aldosterona (RAAS) (Lopez y col., 2004); aumento del tono vascular, produccién de
las especies reactivas de oxigeno (EROs), altos niveles circulantes de acidos
grasos libres y depdsitos de lipidos alrededor o dentro de los tejidos no adiposos y
organos, asi como ateroesclerosis y arterioloesclerosis, retencién de sodio y H0,
expansion de volumen (Chung y col., 2010), resistencia a la insulina e

hiperinsulinemia, aumento de la actividad adrenérgica, alteracion de la funcion
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endotelial, a través de moléculas como leptina y adiponectina y factores genéticos
(L6pez y col., 2004).

2.7.2.1. Sistema renina-angiotensina-aldosterona

El sistema renina-angiotensina-aldosterona cumple una funcion fundamental
en el mantenimiento de la presion arterial y del volumen extracelular. Ademas, este
sistema es el mediador clave del dafio a 6rganos diana, eventos cardiovasculares y

progresion de la enfermedad renal (Wein y col., 2008).

El sistema renina-angiotensina local esta presente en forma generalizada en
varios 0rganos y ejerce numerosas acciones locales. Los componentes principales
del sistema son angiotensindégeno, renina, enzima convertidora de angiotensina
(ECA) y varias angiotensinas, la mas importante es la angiotensina Il. La funcion
principal del sistema renina-angiotensina-aldosterona es mantener la perfusion de

los tejidos, en especial en casos de hipovolemia (Wein y col., 2008).

La cascada basica consiste en la conversion del angiotensin6geno en
angiotensina | a través de la accion de renina (Wein y col., 2008), la cual es
liberada por células yuxtaglomerulares pero también por otros tejidos (Brewster y
col.,, 2004). Este es el paso limitante de todo el sistema y en consecuencia, el
control de la secrecion de renina regula su actividad. Después la ECA actua sobre
la angiotensina | para producir la angiotensina Il, que ejerce una amplia variedad de
acciones inmediatas y tardias sobre el sistema vascular y los rifilones, ademas
estimula la produccion de aldosterona en la corteza suprarrenal (Wein y col., 2008),
al activarse los receptores de la angiotensina (Brewster y col., 2004).

La obesidad se asocia a un aumento de los niveles de aldosterona y
alteracion de la de la relacion angiotensina Il- aldosterona, con mayor actividad del
RAAS, aumentando la cantidad corporal de sodio y agua y, por tanto, favoreciendo

el aumento de la presién arterial en obesos.

18



Las concentraciones de renina disminuyen progresivamente con la obesidad,
e inversamente, las concentraciones de aldosterona en obesos son mayores que
en no obesos (L6épez y col., 2004). Por otro parte, es de destacar que todos los
componentes del RAAS se presentan en el riidbn y que este sistema opera

independientemente de los factores que regulan la RAS de plasma (Navar, 2004).

Figura 4. Regulacion de la presion arterial: el sistema renina-angiotensina-
aldosterona renal. Cuando disminuye la presion arterial (1) se libera renina (una
enzima renal). La renina (2) a su vez activa la angiotensina (3), una hormona que
contrae las paredes musculares de las arterias pequefias (arteriolas) y, en
consecuencia, aumenta la presion arterial. La angiotensina también estimula la
secrecion de la hormona aldosterona de la glandula suprarrenal (4), provoca la
retencion de sal (sodio) en los rifiones y la eliminacion de potasio. Como el sodio

retiene agua, se expande el volumen de sangre y aumenta la presién arterial.
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2.7.3. Estrés oxidativo

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 la enzima NADPH
oxidasa, disminuyendo los sistemas de defensa antioxidante endégenos (Furukawa
y col., 2004).

Las especies reactivas de oxigeno se forman por la reduccién secuencial del
oxigeno (O), que primero produce el radical superéxido (0O2-), producido por la
reduccion de un electron de oxigeno por algunas oxidasas, incluyendo NADPH
oxidasa; asi mismo, el radical superoxido puede ser generado por la cadena
mitocondrial durante el transporte de electrones en el curso de la fosforilacion

oxidativa.

El radical perhidroxilo generado por el peréxido de hidrogeno (H205), el cual
si no degrada por la catalasa o glutation peroxidasa en presencia de metales de
transicion, puede finalmente conducir a la produccion de radicales hidroxilo (*OH),
muy reactivos (Vilar-Rojas, 1996). Los niveles excesivamente altos de radicales
libres causan dafio a las proteinas celulares, los lipidos de membrana y acidos

nucleicos, causando eventualmente la muerte celular (Maritim y col., 2003).

2.7.3.1. Dafio a lipidos

La oxidacion de los lipidos de la membrana celular provoca alteraciones en
la permeabilidad, o la pérdida de la integridad de la membrana plasmética, asi
como la de los organelos celulares. Los acidos grasos polinsaturados, que
predominantemente se ubican en las membranas celulares, son particularmente

susceptibles al ataque de los radicales libres.

20



Cuando los radicales hidroxilo se forman cerca de la membrana son capaces
de extraer atomos de hidrogeno de los fosfolipidos que la componen, después de
esta reaccion aunque el hidroxilo original sea inactivado, se forma un radical
lipidico que después de un re-arreglo molecular, puede reaccionar con el oxigeno
para originar el radical peroxilo. Este a su vez, puede reaccionar con otros acidos
grasos de la membrana, formando mas radicales lipidicos, mientras él mismo se
transforma en hidroperoxido (R-OOH) y, en presencia de varios complejos
metalicos, puede descomponerse en mas radicales, incluyendo entre ellos, al
radical hidroxilo, provocando con ello un fenbmeno de expansion del dafio (Sarany
col., 1990).

De tal manera que las EROs son moléculas muy reactivas entre las que se
encuentran los iones de oxigeno, los radicales libres y los peroxidos. Su gran
reactividad se debe a que poseen electrones desapareados que les hace reaccionar
con otras moléculas orgénicas en procesos de oxido-reduccion (Bayr, 2005).

Las EROs tienen una vida media muy corta y son dificiles de medir
directamente. En su lugar, lo que se puede medir son varios productos de los
dafios producidos por el estrés oxidativo, tales como las sustancias reactivas del
acido tiobarbitarico (TBARS). Las TBARS se forman como un subproducto de la

peroxidacion lipidica (Pryor, 1991).
2.7.3.2. Dafio a proteinas

En proteinas y carbohidratos, los radicales libres pueden inducir la
fragmentacién de cisteina, de los enlaces disulfuro, enlaces peptidicos y de
aminoacidos aromaticos, lo que conlleva a una alteracibn en su estructura y
funcion. Asi mismo, diversas reacciones de oxidacidén o radicales como el radical
hidroxilo pueden convertir algunos residuos de aminoacidos y causarles
modificaciones, algunas de las alteraciones conformacionales provocadas por
radicales libres estan relacionadas con la pérdida de la actividad catalitica de

enzimas. La gran mayoria de los dafios ocasionados por los radicales libres a estas
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biomoléculas pueden ser los causantes de ciertas enfermedades y sus

complicaciones (Beckman, 1994).
2.7.3.3. Sistema de defensa antioxidante

El organismo puede sobrevivir al dafio generado por altas concentraciones
de radicales libres, debido a que tiene un eficiente sistema de defensa antioxidante.
Este sistema de defensa antioxidante esta conformado por mecanismos

enzimaticos y no enzimaticos (Khan y col., 2010).

Dentro del sistema de defensa antioxidante enddgeno existen enzimas
antioxidantes con diferentes funciones en cada linea de defensa. Estas enzimas
son la catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX),
glutation reductasa (GR) y glutation-S-transferasa (GST) (Figura 5).

NADP NAPDH + H*
H,O

Figura 5. Reacciones del sistema de defensa antioxidante enddgeno
(Modificado de Willcox y col., 2004).SOD: super6xido dismutasa, CAT: catalasa,
GST: glutation-S-transferasa, GSH: glutation reducido, GSSH: glutation oxidado,
OH: radical hidroxilo, NADP: nicotinamida-adenin dinucledtido fosfato.
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La enzima CAT cataliza la disociacion del peroxido de hidrogeno (H20;) a
oxigeno molecular y agua. Esta enzima se localiza principalmente en el peroxisoma
de las células. Su mayor actividad se ha observado en el higado y los eritrocitos
aunque también se encuentra en menor concentracion en otros tejidos (Khany col.,
2010).

La enzima SOD constituye la primera linea de defensa antioxidante y
cataliza la reacciéon de dismutacion del radical superoxido (O;) a peroxido de
hidrogeno (H20;) (Willcox y col., 2004), el cual puede ser removido por las enzimas
CAT y GPx. (Khan y col., 2010). La enzima GPx cataliza la oxidacion de glutation a
expensas del H,O, u otro hidroperéxido (ROOH) (Khan y col., 2010). La actividad
de esta enzima depende de una constante disponibilidad de glutation reducido
(GSH). La relacioén entre glutation reducido y oxidado (GSSG) se mantiene alta en
condiciones normales debido a la actividad de la enzima glutatién reductasa (GR).
Este ciclo de oxidacion-reduccién del glutatibn es la mayor fuente de proteccion

contra bajos niveles de estrés oxidativo.

Por otro lado, el GSH es un cofactor de la enzima glutation-S-transferasa
(GST), la cual cataliza una reaccién de biotransformacion de fase Il, para la
eliminacién de xenobidticos. Esta reaccidn de conjugacion consiste en adicionar

glutation a través de su grupo sulfhidrilo, a un xenobidtico (Khan y col., 2010).

Dichos mecanismos de defensa antioxidante se ven severamente afectados
en la obesidad, ya que disminuyen sus niveles tanto en suero como en 6rganos
(Furukawa y col., 2004).

2.8. Modelo animal de obesidad

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

metabodlicas.
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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 sindrome metabdlico en relativamente poco tiempo (Kim
y col., 2004; Gauthier y col.,2006). Las dietas mas utilizadas para inducir obesidad
y/o sindrome metabdlico 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.

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 y col., 1990; Kim y col., 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 y col.,
2004).

Las dietas altas en hidratos de carbono simples se utilizan para inducir
hipertrigliceridemia y resistencia a la insulina. Estudios basicos y epidemiologicos
han demostrado que el consumo de monosacaridos como la fructosa y los
disacaridos como la sacarosa (fructosa+glucosa) se asocian con el aumento del
peso corporal, elevacién de triglicéridos circulantes y desarrollo de resistencia a la
insulina, en humanos (Kleiner, 2006). A diferencia de los humanos, los roedores no
presentan un aumento de peso significativo con una dieta alta en fructosa o
sacarosa, sin embargo estas dietas incrementan la produccién de triglicéridos y
glucosa por el higado, induciendo hipertrigliceridemia y resistencia a la insulina
(Olefsky, 1980; Saekow y Ascencio y col., 2004; Park y col., 2006).
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2.9. Bebidas funcionales como alternativa contra la obesidad

En paises como México, se ha determinado que el 21 % de las calorias que
consumen los adolescentes y los adultos provienen de las bebidas, particularmente
de los refrescos, bebidas azucaradas, jugos, leche entera y alcohol. Estas calorias
que aportan los liquidos se suman a las calorias provenientes de los alimentos de
la dieta y contribuyen al consumo excesivo de energia, que esta relacionado con la
aparicion de sobrepeso, obesidad y diabetes como se muestra en la Figura 6. En
base a lo anterior se han establecido recomendaciones para el consumo de
bebidas, las cuales son lineamientos para satisfacer la mayor cantidad posible de
las necesidades diarias de liquidos a través del agua y otras bebidas, con bajo
contenido energético, para promover un buen estado nutricional (Rivera y col.,
2008).
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[]Refrescos [Clcafe y te [1Jugos endulzados
I Aguas frescas con aztcar y jugos [_]Atole B Alcohol
Ml Leche entera Il Otras bebidas

Figura 6. Consumo calorico diario proveniente de bebidas en
adolescentes y adultos, por grupo de edad en 2006 en México (Rivera y col.,
2008).
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Dentro de estas recomendaciones se encuentran las infusiones, cuyo
consumo ha aumentado en los ultimos afios, debido a su aporte importante de
agua, pero principalmente, por el efecto positivo a la salud que tienen sus
fitoquimicos y micronutrientes. Dichos beneficios han permitido incluir a este tipo de

productos dentro de las bebidas funcionales.

En base a estas propiedades, las bebidas funcionales han generado el
mayor numero de nuevos productos en la clasificacion de bebidas a nivel mundial,
pero ademas, es una de las areas de mayor crecimiento en la industria de

alimentos y bebidas (Rivera y col., 2008).
2.10. Infusiones y obesidad.

Una infusion es una bebida obtenida de las hojas secas, flores y/o frutos, a
las cuales se les vierte o se los introduce en agua a punto de hervir. Los principales
compuestos con actividad biolégica presentes en estas bebidas son los polifenoles,
los cuales son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la
caracteristica de poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por
grupos hidroxilos (Apak y col., 2007). Los polifenoles se consideran constituyentes
importantes en la dieta del humano ya que su consumo provee efectos positivos a

la salud.

Estudios previos han demostrado que los polifenoles presentes en infusiones
como en el té verde, pueden ayudar 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 supresién de la diferenciacion y
proliferacion de los adipocitos, la inhibicion de la absorcion de grasa desde el
intestino, asi como la disminucion de absorcion de lipidos, triglicéridos en plasma,
acidos grasos libres, colesterol, glucosa, insulina y leptina, aumentando la (-
oxidacion y la termogénesis tanto en cultivos celulares como modelos de obesidad
(Wolfram, 2005; Hursel y Westerterp-Plantenga, 2010).
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Los efectos antiobesogénicos de té verde y los polifenoles provenientes de
éste han sido uno de los mas estudiados hasta el momento. Sin embargo, para la
poblacion mexicana, el consumo de té verde es aun poco comudn, ya que el mayor
porcentaje de la poblacion prefiere infusiones de materiales vegetales locales.
Algunos de estos materiales han demostrado ser ricos en compuestos fendlicos,
los cuales pueden ser extraidos en una infusion y presentar efectos similares a los

encontrados en té verde.
2.11. Materiales vegetales para la preparacion de Infusiones
2.11.1. Flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa)

Hibiscus sabdariffa es una planta herbacea anual, sus flores son de color
rojo en la base y méas pélido en los extremos, contienen un caliz carnoso y
generalmente de un color rojo mas intenso. Los calices son lo mas destacable de la
planta (Figura 9). Se cosechan en el momento en que alcanzan un tono rojo oscuro
(SAGARPA-ASERCA, 1999).

Estudios realizados sobre extractos acuosos (no infusién) de flor de jamaica
han demostrado que presentan un efecto antiobesogénico; Alarcon y colaboradores
(2007) evaluaron ratones obesos inducidos con glutamato monosodico, y
reportaron que dos dosis diarias por 60 dias de un extracto acuoso (no infusion) de
H. sabdariffa (60 mg/kg) inhibe la ganancia de peso corporal comparado con un
control obeso sin tratamiento. Los mecanismos por los cuales H. sabdariffa reduce
la ganancia de peso incluyen una disminuciébn en la absorcién de glucosa,
inhibicién de la lipasa gastrica y pancreatica, la estimulacién de la termogénesis, la
inhibicion de la formacién de gotas de lipidos en adipocitos sin afectar la funcion del
tejido adiposo, la inhibicion de la sintasa de &cidos grasos y la inhibicién de la

diferenciacion de los adipocitos (Kim y col., 2003).
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En relacion a algunas complicaciones de la obesidad, los efectos que se han
evidenciado en experimentos realizados con el extracto acuoso de los célices de
jamaica son numerosos. Uno de los mas conocidos es el efecto hipotensor,
atribuido a su accién vaso-relajante (Odigie y col., 2003; Herrera-Arellano y col.,
2004). De igual manera, se le atribuyen efectos diuréticos, estimulacion de la
peristasis intestinal, reduccién de los niveles de colesterol; accidon astringente,
digestiva, emoliente y sedativa (Tsai y col., 2002). Chen y colaboradores (2003)
reportaron que un extracto de flor de jamaica al 1 % administrado por 10 semanas,
disminuyo el desarrollo de ateroesclerosis en conejos alimentados con una dieta
alta en colesterol (1.3 %) y manteca de puerco (3 %). Asi mismo, concluyeron que
el mecanismo relacionado con este efecto pudiera ser debido a la inhibicion de la

oxidacion de la lipoproteina de baja densidad (LDL).

En un estudio realizado con 65 pacientes hipertensos de entre 30 y 70 afios
de edad, Herrera-Arellano y colaboradores (2004) reportaron una disminucion de la
presidn sanguinea, atribuido al efecto producido por el consumo de 240 mL al dia
de infusién de flor de jamaica al 1 % durante 6 semanas. Por su parte, Mozaffari-
Khosravi y colaboradores (2009), reportan que este mismo efecto benéfico sobre la
presion sanguinea se ve reflejado en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, cuyo
consumo de dos tazas diarias de 240 mL de infusién de flor de jamaica al 1.4 %

reduce la presion arterial en pacientes hipertensos diabéticos.

En la composicion quimica de la flor de jamaica, Peng y colaboradores
(2010) reportan algunas antocianinas como delfinidina-glucésido, sambubiésido y
cianinidina-3-sambubiésido. Asi mismo, los autores reportan la quercetina 3-
glucésido, acido clorogénico, acido caféico, acido protocatecuico, kaempferol-3-

glucésido, entre otros.
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Figura 7. Flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa).
2.11.2. Toronja (Citrus paradisi)

La toronja (Citrus paradisi) o pomelo, como es conocido en Sudamérica,
pertenece a la familia de las Rutaceas (Rutaceae). La toronja es un
fruto hesperidio globoso o apenas piriforme, de hasta 15 cm de diametro. Este fruto
estd recubierto de una cascara gruesa, carnosa, despegada del endocarpo, de
color amarillo o rosaceo, con glandulas oleosas pequefias, rugosas y muy
aromaticas. C. paradisi tiene de 11 a 14 carpelos, firmes, muy jugosos, dulces o
acidos segun la variedad, separados por paredes membranosas de caracteristico
sabor amargo que contienen pulpa de color que va del amarillo palido al rojo muy
intenso. Las semillas son escasas, de hasta 1.25cm de largo, normalmente

poliembridnicas, lisas, elipticas o apicadas, blancas por dentro (Figura 8).

C. paradisi se ha utilizado como coadyuvante en la reduccién de peso. Se ha
demostrado que tiene efectos benéficos al reducir los triglicéridos sanguineos,
ademas de inhibir la adipogénesis en adipocitos subcutaneos de ratas. Se ha
propuesto que el consumo de la fruta fresca antes de ingerir cualquier otro alimento
tiene un efecto en la pérdida de peso corporal, ademas de mejorar la resistencia a
la insulina en humanos (Fujioka y col., 2006; Owira y Ojewole, 2009; Haze y col.,
2010).

29


http://es.wikipedia.org/wiki/Hesperidio
http://es.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A1ndula
http://es.wikipedia.org/wiki/Carpelo

Los principales compuestos flavoniodes con actividad biolégica encontrados
en Citrus paradisi son la naringina y hespiridina (Del Rio y Ortufio, 1994; Ortufio y
col., 1995). La naringina exhibe una capacidad antioxidante contra la oxidacion
lipidica (Francis y col., 1989), mientras que la hesperidina, mejora la permeabilidad
vascular incrementando la resistencia capilar y muestra propiedades analgésicas y
antiinflamatorias (Gabor, 1988; Emim y col., 1994). La Hesperidina es un potente
antioxidante y ha demostrado in vitro actividad anticancerigena (Fujiki y col., 1986;
Berkarda y col., 1988).

Otros compontes reportados son el &cido ascérbico, malico, oxalico y el
citrico, entre otros (Fujioka y col., 2006; Owira y Ojewole, 2009; Haze y col., 2010).

Figura 8.Toronja (Citrus paradisi).

2.11.3. Albahaca morada (Ocimum sanctum L.)

La albahaca morada (Ocimum sanctum L.) pertenece a la familia Lamiaceae;
es una hierba aromatica, puberal de hasta 70 cm de altura (Figura 9). Se utiliza

tanto de forma culinaria como ornamental (Morales y col., 1996; Tada y col., 1996).
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La albahaca se considera una planta con propiedades hipolipidémicas
(Suanarunsawat y col., 2010). En experimentos in vitro realizados en adipocitos de
rata se demostré que el extracto acuoso de esta planta inhibe la lipdlisis a través
del mecanismo mediado por el sistema de la adenilato ciclasa (Deras y col., 1988).
In vivo, un extracto acuoso de la planta, por decoccioén de hojas secas al 10 %,
produj6 un efecto hipoglicemiante en ratas diabéticas inducidas con
estreptozotocina y resistentes a la insulina por dexametasona (Crespo y col., 1988;

Gonzalez y col., 1988).

Dentro de los compuestos con actividad biolégica encontrados en la
albahaca morada estan los polifenoles (Juliani y Simons, 2002), principalmente el
acido cafeico, acido clorogénico, acido rosmarinico, luteolina y el kaemnipferol,

entre otros (Jayasigne y col., 2003).

Figura 9. Albahaca morada (Ocimun sanctum L.).

En base a estos estudios es posible evaluar efecto sobre obesidad que
pudieran presentar las infusiones preparadas a partir de los materiales antes
mencionados, ayudando a reducir las complicaciones causadas por dicha
enfermedad. Sin embargo la mayoria de estos estudios se han realizado con
diferentes extractos de estos materiales vegetales y no se ha determinado el efecto
gue tienen sus infusiones sobre enfermedades cronico-degenerativas relacionadas

con obesidad.
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3. Justificacion

México ocupa el segundo lugar a nivel mundial en obesidad, con una
prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad del 73 % para las mujeres y 69.4
% para los hombres, incrementado a su vez, la aparicion de enfermedades crénico
degenerativas asociadas a la obesidad como es la hipertensién, enfermedades

cardiovasculares y diabetes tipo 2.

La alta prevalencia de obesidad y sus complicaciones esta directamente
relacionada con el consumo de elevadas cantidades de calorias provenientes de
los alimentos y bebidas, principalmente las refrescantes. Se han establecido
recomendaciones para satisfacer la mayor cantidad posible de las necesidades
diarias de liquidos a través del agua y otras bebidas con bajo contenido energético,
como las infusiones, cuyo consumo ha aumentado en los ultimos afios debido a su
aporte importante de agua, pero principalmente, por el efecto positivo a la salud,
relacionado con sus fitoquimicos y micronutrientes. Dichos beneficios han permitido
incluir a este tipo de productos dentro de las bebidas funcionales, las cuales
contienen componentes nutrientes 0 no nutrientes, con efecto sobre una o varias

funciones del organismo, adicional al de su valor nutricional.

Se ha reportado que varias hierbas y flores tienen propiedades
antiobesogénicas, anti-inflamatorias y antioxidantes; sin embargo estos beneficios
han sido poco estudiados en la forma en como se consume por la poblacion,
siendo una de estas las infusiones. Las infusiones se consideran bebidas
econOmicas y de facil acceso a toda la poblacion, considerandose una de las

principales fuentes de antioxidantes exdgenos.

Por todo esto, se hace énfasis en el estudio de compuestos nutracéuticos de
origen vegetal para combatir enfermedades cronico degenerativas relacionadas
con la obesidad y la ateroesclerosis, proponiendo analizar infusiones de diferentes
plantas utilizadas en nuestro pais como alternativa auxiliar en el control de estas

patologias.
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4. Hipotesis

Las infusiones de flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa), toronja (Citrus
paradisi) y albahaca morada (Ocimum sanctum L.) debido a su contenido de
compuestos bioactivos presentan una actividad antiobesogénica y antioxidante, las
cuales mejoran las complicaciones asociadas a la obesidad.

5. Objetivo general
Evaluar el efecto de la ingesta de bebidas funcionales (infusiones) como
alternativa para el control de obesidad y sus complicaciones en un modelo de

obesidad inducido por dieta.
6. Objetivos particulares
1. Caracterizar parcialmente las infusiones mediante la evaluacion del
contenido e identificacion de polifenoles, asi como determinar su capacidad
antioxidante in vitro.

2. Determinar el efecto antiobesogénico de las infusiones en estudio.

3. Evaluar el efecto del consumo de infusiones sobre el metabolismo de lipidos

en ratas obesas inducidas con dieta alta en grasa saturada y fructosa.
4. Evaluar el efecto del consumo de infusiones sobre complicaciones de la

obesidad como resistencia a la insulina, hipertensién y alteraciones

hepaticas y renales.
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7. Materiales y métodos
7.1. Materiales
7.1.1. Material de prueba

Las plantulas de albahaca morada (Ocimun sanctum L.) se obtuvieron de la
empresa “Floraplant S.A de C.V.” la cuales fueron sembradas a cielo abierto en el

invernadero del area de Posgrado en Alimentos de la Facultad de Quimica.

La flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa) se obtuvo de Santo Domingo en el estado
de Guerrero y la toronja (Citrus paradisi) de Apatzingan, Michoacan; ambas de

agricultores locales dedicados al cultivo y comercializacién de dichos productos.
7.1.2. Material bioldgico

Se emplearon ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de ocho semanas de
edad, con un peso promedio de 260 + 20 g. Los animales se adquirieron en el
bioterio de Rismart S.A. de C.V.

7.2. Métodos
7.2.1. Preparacion de las infusiones

La flor de jamaica se sometid a un secado bajo el sol a condiciones
ambientales por los mismos productores de este material. Para la albahaca morada
y la toronja se llevé a cabo un secado a 50 °C en estufa, de 4 a 6 horas. La toronja

se cort6 previamente de manera trasversal para ampliar la superficie de secado.

Los tres materiales vegetales se sometieron a una molienda a un tamafio de
particula aproximado de 1-1.5 mm de acuerdo al tamafio reportado para la industria

de té comercial.
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Para la preparacion de infusiones (1 %) se agregé 1 g de material seco a
100mL de agua recién hervida. Posteriormente, se dejo reposar durante 10 minutos
a temperatura ambiente, se filtr6 con filtros desechables comerciales (Brew Rite

E.U.A)) y se dej6 enfriar.
7.2.2. Medicion de parametros de color de las infusiones

Las mediciones de color se realizaron en un colorimetro Minolta, CR-200

(Atlanta, Georgia, Software: Spectral Magic version 1.01) (Solomon y col., 2006).

El color se determin6é segun la Comision Internacional L'Eclairage (CIE) y
fueron expresados como L*, a*, b*, C y h. L mide la luminosidad en rango de 0 igual
a negro hasta 100 igual a blanco; a* puede tener valores positivos (rojo) o
negativos (verde); b* valores positivos (amarillo) y negativos (azul) (McGuire,
1992). Estos ultimos se usaron para calcular de los parametros de correlacion de

intensidad (chroma, C) y correlacion de tonalidad cromatica (hue, h).
7.2.3. Cuantificacién de fenoles totales

Para la determinacion de polifenoles totales se us6 el método de Folin-
Ciocalteu (1927), descrito por Singleton y colaboradores (1999). Dicha técnica
cuantifica la concentraciéon total de grupos hidroxilicos fendlicos presentes en la
muestra que se estad analizando. Este método se basa en una reaccion o6xido-
reduccion obteniendo una coloracion azul. Se tomaron alicuotas de 20 uL de cada
una de las infusiones, colocandose en un vial de vidrio, aforando a un volumen a
250 pL con agua destilada, se adicionaron 125 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu
1N, se agito en vortex por 5 min, posteriormente se agregaron 625 uL de Na,COs al
20 % y se dej6é reposar dos horas en la oscuridad. Transcurrido este tiempo se
tomé la medicion de la absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda
de 760 nm. La cuantificacion se realizo 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.
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7.2.4. Determinacion de flavonoides totales

50 pL de cada una de las infusiones se adicionaron a 180 pL de agua
destilada y posteriormente, se agregaron 20 pL de la solucion 2-
aminoetildifenilborato al 1 %, inmediatamente se leyd en un espectrofotdbmetro a
404 nm. Los resultados se interpolaron en una curva de catequina, expresandose

como mg eq. de catequina/g de peso seco.
7.2.5. Determinacion de antocianinas mondmericas

Para la cuantificacion de la concentracion de antocianinas en las diferentes
infusiones se utilizé el método de pH diferencial. La forma oxonium de la
antocianina predomina a pH 1 y el hemiacetal a pH 4.5. El pH diferencial es un
método basado en esta reaccion y permite una rapida y exacta medida de la
antocianina total, incluso en la presencia de pigmentos degradados polimerizados y
de otros compuestos interferentes. La metodologia fue descrita por Guisti (2001).
Se utilizaron dos sistemas tampoén: cloruro de potasio (KCI) 0.025 M a pH 1y
acetato de sodio (CH3COONa) 0.4 M a pH 4.5. A 200 pL de infusién se le
afiadieron 7 mL de la solucién tampoén correspondiente. Se dejé reposar un par de
minutos y se midié la absorbancia a 510 nm y 700 nm en un espectrofotbmetro. El

calculo de la absorbancia final se realiz6 a partir de la siguiente ecuacion:

A= (Amax'ATOOnm)pH 1— (Amax' A700nm)pH 45

Donde Anmax €s la lectura del pico mas alto a pH 1y pH 4.5 y Azonm €S la
lectura a 700 nm, tanto para pH 1 como para pH 4.5. Para calcular la concentracion

en la muestra original se utilizé la siguiente formula:

Antocianina monomeérica (mg/g de peso seco) = (A * FD * peso molecular * 1000) /
(€"1)

Donde: A = Absorbancia total, € = Coeficiente de extincion molar, FD = Factor de
dilucion, PM = peso molecular de la antocianina mas comun en las infusiones
cianidina -3-glucésido (PM=449.20 g/mol).
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7.2.6. Identificacion y cuantificacion por HPLC de los acidos fendlicos y

flavonoides

Acidos fendlicos y otros compuestos fenolicos simples fueron identificados y
cuantificados mediante la metodologia descrita por Rocha-Guzman vy
colaboradores (2012) mediante el uso de cromatografia liquida de alta resolucion
con un sistema de HPLC con inyeccion automatica (Agilent HP 1100 Systems,
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, EUA). Se utilizO columna de fase
reversa Zorbax octadecilsiliano (150 x 4.6 mm, ODS-C18). El equipo se oper6 a
25°C con un flujo de 1 mL/min. La fase movil utilizada fue el solvente A: acido
acético/ agua (2: 98 v/v) y el solvente B: &cido acético-acetonitrilo-agua (2:30:68

VIV).

Durante el andlisis, el gradiente programado fue 90 % Ay 10 % B al tiempo
cero; A= 0 % a tiempo = 30 minutos. El volumen de inyeccion de la infusién fue de
20 pL.

La identificacibn de los compuestos fendlicos se realiz6 mediante la
comparacion con el tiempo de retencion de los estandares comerciales inyectados
de manera independiente. La cuantificacion, se hizo mediante curvas de calibraciéon
de los mismos. Los estandares usados fueron: acido gélico, acido vainillinico, acido
clorogénico, acido cafeico, acido eléagico, acido rosmarinico, acido cumarico, acido
fertlico, catequina, epicatequinna, epicatequina galato, rutina, quercetina,

kaempferol, naringina, hesperidina y umbeliferon.
7.2.7. Identificacién de compuestos fendlicos por HPLC-MS-TOF

Con el fin de ampliar la informacion del perfil de compuestos quimicos de las
infusiones se realizé una identificacion de compuestos fendlicos mediante HPLC-
MS-TOF. Se utilizé un sistema de HPLC-DAD-UV (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) con una columna Zorbax SB-AQ 4,6 mm DI x 150 mm, 3.5 micras
columna inversa (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) con un flujo de 1.0

mL/min y 20 L de volumen de inyeccion. Las fases moviles utilizadas para la
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elucion fueron (A) acetonitrilo de grado HPLC 98 % y 2 % de acido acético (Sigma,
St. Louis, MO) y (B) acetonitrilo de grado HPLC 30 %, agua de grado HPLC 68 % y
2 % acido aceético. El gradiente lineal utilizado para el andlisis y la identificacién fue
el siguiente: 0 min, 10 % de B, incrementando el porcentaje de B hasta llegar a 100
% después de 30 min. Esta ultima concentracién se mantuvo durante los siguientes
5 min. Se obtuvieron cromatogramas a 280 nm y se integraron con el Software de
HP- Agilent (ChemStation para LC Derechos de Autor Agilent Technologies, 1990-
2003). La identificacion de los picos obtenidos partir de las infusiones se comparo
con reportes previos. La identificacion de los compuestos fendlicos de las
infusiones se confirmé por HPLC-MS-TOF (Modelo Agilent G1969A 1100 de Santa
Clara, CA). Las condiciones cromatogréficas utilizadas fueron las mismas que las
descritas para el analisis por HPLC - DAD- UV. Los espectros de masas se
obtuvieron utilizando la fuente de electrospray en modo positivo (ESI +) bajo las
siguientes condiciones: rango de m/z , 50-10.000 gas nitrdgeno; temperatura del
gas 350 °C, el secado de flujo de gas 13 L/min, la presion del nebulizador 35 psi,
tensién capilar 3000 V, y la tension fragmento se obtuvo a 225 V. Los iones
obtenidos se analizaron con el software 1.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). Se
obtuvo el espectro de masas de cada ion para confirmar la presencia de las
diferentes formas de iones de flavonoides y/o fragmentos correspondientes

previamente reportados en la literatura.
7.2.8. Evaluacion de capacidad antioxidante in vitro de las infusiones

7.2.8.1. Evaluacion del efecto antioxidante sobre la oxidacién de

lipoproteina de baja densidad (LDL)

Para la valoracion de la actividad antioxidante de las infusiones, se utilizé un
sistema in vitro en el cual se oxidan las LDL en presencia y ausencia de las

infusiones.
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Los aldehidos como el malondialdehido (MDA), resultantes de los procesos
oxidativos en los compuestos lipidicos, se evaluaron mediante una técnica
espectrofotométrica. Se us6 como reactivo el acido tiobarbitlrico, donde los
resultados se expresaron como un numero que representa al conjunto de
sustancias capaces de reaccionar con el acido tiobarbiturico (TBARS) o bien, como
el porcentaje de inhibicion de la oxidacion al afadir la muestra con propiedades

antioxidantes.

El método utilizado para la evaluacion del efecto antioxidante sobre la
oxidacion de la LDL fue descrito por Loy y colaboradores (2002). Se utilizaron 5 mL
de reactivo precipitante, por cada 50 mL de suero de humano sano, con el fin de
precipitar y obtener la fraccion de LDL. Posteriormente la mezcla se centrifugé a
450 g por 10 minutos. En el precipitado es donde se encuentro la fraccion que se

analizo.

Una vez que se recupero la fraccion de LDL, se realizaron diluciones con
solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4, con el fin de distribuir y almacenar las
lipoproteinas de baja densidad hasta su posterior analisis. Por cada gramo de LDL

precipitada se adicionaron 10 mL de solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.4.

Para el ensayo se colocaron 200 pL de LDL y se adicionaron diferentes
concentraciones de las infusiones para determinar la concentracion inhibitoria
media. Se continu6 con la adicion de una solucion de CuSO,4 (25 mM); después en
cada tubo se completd el volumen a 1 mL utilizando solucién amortiguadora de
fosfatos pH 7.4. Los tubos se agitaron vigorosamente y se incubaron por tres horas
a una temperatura de 37 °C. Una vez cumplido este periodo, se agregaron a cada
tubo 2 mL de solucién &cido tricloroacético (15 %) y 1 mL de acido tiobarbitarico
(0.37 %) y HCI (25 mM).

Los tubos se colocaron a bafio Maria en ebullicion por 20 minutos. Concluido
este tiempo los tubos se colocaron en hielo con el fin de detener la reaccion.
Después se agregaron a cada tubo 2.5 a 3 mL de n-Butanol (grado reactivo) para

después centrifugar a 350 g por 10 minutos.
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Los compuestos TBARS se leyeron a una absorbancia de 532 nm. Se utilizd
catequina como estandar. Se determiné la concentracion de proteina por el método

de Bradford y los resultados se expresaron en mg de proteina por decilitro (dL).

Para la determinacion del porcentaje de inhibicion de acuerdo a cada

concentracion de la muestra se aplico la siguiente ecuacion:

Apianeo — A
Inhibicién (%) = —2mee T & 100
Ab!nnm

Dénde A denota absorbancia a 532nm

7.2.8.2. Determinaciéon de la capacidad antioxidante por el método
ABTS

La actividad antioxidante se determind utilizando la metodologia ABTS

desarrollada por Re y colaboradores (1999).

La formacion del radical ABTS™ se realizé con la reaccion de persulfato de
potasio (2.45 mM) con ABTS (2,2 azinobis-(-3 etilbensotiazolin-6-acido sulfénico))
(7 mM). Se colocaron 0.0033 g de persulfato de potasio y 0.0194 g del reactivo y se
adicion6 agua destilada (5 mL). La mezcla se agité y se dejé reposando 16 horas

en oscuridad y a temperatura ambiente.

Una vez formado el radical ABTS<+ se diluyé con etanol hasta obtener un
valor de absorbancia de 0.70 (+ 0.1) a 754 nm (longitud de onda de maxima absor-
cion). Se colocaron 980 pL de del radical ABTS y se mezclé con 20 pL de las
infusiones a diferentes concentraciones con el fin de evaluar la concentracion
inhibitoria media (ICsp). La mezcla se dejo reposar por 7 minutos a temperatura
ambiente y protegido de la luz. Posteriormente, se tomo la lectura correspondiente
a 754 nm en el espectrofotdmetro. Los resultados se expresaron como porcentaje

de inhibicién de la formacién del radical.
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Para el célculo de ICs se graficd el logaritmo de la concentracion contra el

porcentaje de reduccion de la oxidacién, empleando catequina como estandar.

7.2.8.3. Determinacion de la capacidad antioxidante por método DPPH

Este método, desarrollado por Brand-Williams y colaboradores (1995) se
basa en la reduccion de la absorbancia medida a 515 nm del radical DPPHe, por
antioxidantes. Se prepar6é una solucion 0.1 mM de DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo) en metanol, 1 mL de esta solucion se adicion6 a las infusiones a
diferentes concentraciones a un volumen de 50 pL. Después de 30 minutos de
incubacion a temperatura ambiente y protegido de la luz, se leyo la absorbancia de

la mezcla a 517 nm.

La actividad para secuestrar radicales de las infusiones se determin6 en
base a la disminuciébn de los valores de absorbancia, y los resultados se
expresaron como porcentaje de inhibicion de la formacién del radical DPPH. Para
el célculo de ICsq se grafico el logaritmo de la concentracion contra el porcentaje de

reduccion de la oxidacién, empelando catequina como estandar.

7.2.9. Evaluacion del efecto de la ingesta de infusiones sobre la

obesidad y sus complicaciones
7.2.9.1. Animales

Los animales se mantuvieron en un lugar con periodos de luz y oscuridad de
12 horas a lo largo de la fase experimental con acceso ad libitum al agua y

alimento.

7.2.9.2. Dieta

El contenido caldrico de la dieta empleada con el fin de incrementar el peso
corporal e inducir obesidad en los animales fue 434.7 kilocalorias por 100 g de
alimento. De este contenido calérico el 14.13 % corresponde a contenido de

proteinas, 45 % carbohidratos y 40 % lipidos de los cuales el 38 % son saturados,
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45 % monoinsaturados y 17 % poliinsaturados. La dieta fue preparada con un 70 %

de alimento base, 16 % de manteca de cerdo y 17 % de fructosa.

El alimento base (croqueta comercial para rata marca nu3lab 22-5) se molié
y posteriormente se mezclé6 con cada uno de los ingredientes anteriormente
descritos. Los animales se clasificaron en cinco grupos (n= 7): control sano, control
obeso, tratamiento con infusién de jamaica (Hibiscus sabdariffa), tratamiento con
infusion de albahaca (Ocimum sanctum L.) y tratamiento con infusién de toronja
(Citrus paradisi) (Cuadro 1). Al grupo control sano se alimenté con una dieta
estandar (Alimento nu3lab 22-5), la cual contiene un porcentaje de proteina de 22
%, grasa de 5 % y fibra de 6 %, de la misma manera, se molio para proveer a todos
los animales de las mismas condiciones de alimentacion. Al resto de los grupos se

alimentaron con una dieta alta en grasa y fructosa.

Cuadro 1. Grupos experimentales.

Grupo Dieta

Control sano Dieta estandar®

Control obeso Dieta alta en grasa y fructosa®
Hibiscus sabdariffa Dieta alta en grasa y fructosa®
Ocimum sanctum L. Dieta alta en grasa y fructosa®
Citrus paradisi Dieta alta en grasa y fructosa®

Dieta estandar (proteina de 22 %, grasa de 5 % y fibra de 6 %), “Dieta alta en
grasa Yy fructosa (14.13 % proteinas, 45 % carbohidratos y 40 % lipidos).

El experimento se dividi6 en dos etapas: la primera fue para induccion de
obesidad (5 meses) donde sélo se dio alimento alto en grasa y fructosa (excepto
control sano). En la segunda etapa, de tratamiento, se continué con la dieta alta en
grasa y fructosa en conjunto con la infusion correspondiente a cada grupo. A los

controles se les administro agua en lugar de infusion.
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El consumo de alimento, de agua o infusion se realizé diariamente. Cada quince
dias se registro el peso corporal durante todo el estudio. Un dia antes del sacrificio
se recolectaron las heces. Los animales se sacrificaron utilizando una camara de
éter etilico y se obtuvieron muestras de higado, tejido adiposo y rifiones, una parte

se congel6 con nitrogeno liquido y otra en formaldehido (4 %).
7.2.9.3. Cuantificacion de triglicéridos en heces fecales

La cuantificacion de triglicéridos en heces fecales se realizé por el método
de Folch y colaboradores (1957). Las heces fecales de 24 horas se sometieron a
un secado a 50 °C y una molienda. Posteriormente, se realiz6 una extraccion total
de lipidos con una mezcla cloroformo:metanol (2:1) y se realizd una
homogenizacién y una filtracién. El filtrado contiene los lipidos, asi como,
sustancias no lipidicas. Estas ultimas se eliminaron por la adicién de un quinto del
volumen del extracto con agua o adicidbn de sales minerales obteniéndose un
sistema bifasico. La fase superior se desechdé y la fase inferior contiene
esencialmente el total de lipidos. Con el extracto final se procedié a realizar una
cuantificacion de triglicéridos por el método enzimatico (Randox Laboratories Ltd.)

leyendo su absorbancia en el espectrofotdmetro a 546 nm.
7.2.9.4. Evaluacion de Perfil lipidico

Se determind la concentracion de triglicéridos, colesterol y lipoproteina de
baja densidad (HDL, por sus siglas en inglés) en suero. El analisis se realizé

utilizando kits enziméticos (Randox Laboratories Ltd. Crumlin, Reino Unido).
7.2.9.5. Cuantificacion de triglicéridos en tejido adiposo

Para la cuantificacion de triglicéridos en tejido adiposo visceral se utilizo el
método de Folch y colaboradores (1957). El tejido adiposo fue congelado en
nitrogeno, posteriormente se pulverizé y posteriormente se aplicé la misma

metodologia que en la seccién 7.2.9.3.
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7.2.9.6. Evaluacién microscopica del grado de hipertrofia en adipocitos

Se realiz6 la recoleccion de tejido adiposo visceral o abdominal, epididimal y
perirrenal, de cada uno de los animales y se registro el peso total. En el tejido
visceral abdominal se evalu6 la hipertrofia de adipocitos. Este fue dividido en dos
fracciones: una se coloco en una solucién de formalina al 4 % para su evaluacion
histopatolégica utilizando la tincion de H&E. Se hicieron lavados con una solucion
amortiguadora de formalina al 10 % por un dia y se procesaron para histologia. Los
tejidos fueron fijados en parafina, posteriormente se realizaron cortes con un grosor

de 5 um por seccion, se tifieron con H&E para el examen microscépico.
7.2.9.7. Cuantificacion de lipidos 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 realiz6 la misma metodologia que en la seccidn
7.2.9.3.

7.2.9.8. Evaluacion microscépica del grado de esteatosis por

histopatologia

El higado se colocé en una solucién de formalina al 4 % para su evaluacion
histopatoldgica utilizando la tincion de H&E. Se hicieron lavados con una solucion
amortiguadora de formalina al 10 % por un dia y fueron procesados para histologia.
Los tejidos se fijaron en parafina, posteriormente se realizaron cortes con un grosor

de 5 um por seccion, y se tifieron con H&E para el examen microscopico.

7.2.9.9. Extraccion, purificacion de ARN y sintesis de ADN a partir de
tejido de higado

El ARN total de tejido hepatico y musculo se obtuvo usando un sistema de
aislamiento de ARN total (Promega, Madison, MI). La concentracion y la pureza se
midieron con un NanoDrop ND-1000 instrument (Thermo Scientific, Wilmington,
D.C., E.UU.). La integridad se verific6 por medio de electroforesis en un gel de
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agarosa al 1 % tefiido con SYBR ® Gold Gel Nucleic Acid Stain (Invitrogen) bajo la

luz ultravioleta.

La sintesis de ADNCc se realiz6 utilizando 2 g de ARN total y 1 yL de oligo dT
(15 bases, 0,25 M) en un volumen de 18 pL ajustado con agua libre de RNasa, a 70
°C durante 5 minutos, seguido de incubacién en hielo. La sintesis se realiz6
mediante la adicidon a cada muestra: 8 pL de M-MLV reaccion 5X, 1 yL de mezcla
de dNTP 10 mM (Invitrogen), 1 uL (200 U) de M-MLV RT (Promega, Madison, WI),
y agua libre de RNasa, hasta obtener un volumen final de 40 pL. Las muestras se
incubaron a 37 °C durante una hora, luego se suspendié la reaccién por
calentamiento a 55 °C durante 15 minutos.

7.2.9.10. PCR en tiempo real

El andlisis del contenido de mRNA se realiz6 por PCR en tiempo real usando
LightCyclerl (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EE.UU.) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Primero se realiz6 un rango dindmico de concentracion
de RNA para cada gen para conocer la concentracion 6ptima de RNA en la

reaccion. Para todos los genes se utilizd una dilucion 1:10 del ADNc obtenido.

La reaccion se llevd a cabo usando SYBR Green | de Roche usando 3 pL de
los ADNc, 0.5 mM de los oligonucledtidos correspondientes (Cuadro 2).
Paralelamente a las muestras se corrieron reacciones sin RNA como control. Las
muestras se corrieron por triplicado. En la curva de amplificacion se determiné el
ciclo de corte (Ct). Los resultados se evaluaron por el método 224°T (Livak y
Schmittgen, 2001). Los valores obtenidos fueron normalizados dividiéndolos entre
el valor de amplificacibn de un gen estructural en cada reaccidén: superoxido
dismutasa 2 mitocondrial (SOD) y ciclina A (CYCA) como genes de referencia. Los
resultados se expresan como veces de diferencia en expresion con respecto al

control obeso.
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Cuadro 2. Oligonucleétidos usados para en analisis de PCR en tiempo real

en muestras a partir de tejido de higado.

Gen NCBI ID Oligonucleotido directo Oligonucledtido reverso
SREBP-1c  AF286470 GCCCACAATGCCATTGAGA CAGGTCCTTGAGCTCCACAATC
FAS NM_017332 GGACATGGTCACAGACGATGAC  GTCGAACTTGGACAGATCCTTCA
PPAR« NM_013196 TGGAGTCCACGCATGTGAAG CGCCAGCTTTAGCCGAATAG
CPT1 NM_031559.2 ~ CCCATATCCAGGCAGCGAGA AGCCAGACCTTGAAGTACCG
SOD NM_017051.2  TGGACAACCTGAGCCCTAA GACCCAAAGTCACGCTTGATA
CYCA XM_345810 AGCACTGGGGAGAAAGGATT AGCCACTCAGTCTTGGCAGT

SREBP-1c= proteinas de unién a elementos de respuesta de esteroles, FAS= Sintasa de acidos
grasos, PPARa = receptor activado por proliferador de peroxisomas alfa CPT1= carnitina palmitoil

transferasa | SOD= superodxido dismutasa 2 mitocondrial, CYCA= ciclina A.

7.2.9.11. Alteraciones fisioldgicas relacionadas con la obesidad

7.2.9.11.1. Evaluacién de resistencia alainsulina

Se determind la concentracion de glucosa en suero utilizando un kit
enzimatico (Randox Laboratories Ltd. Crumlin, Reino Unido). Los niveles de
insulina en suero se midieron usando un kit de Ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) de insulina de rata (Millipore, EE.UU.).
Después, se calculd el indice de resistencia a la insulina con la evaluacién del
modelo de homeostasis (HOMA, por sus siglas en inglés) usando los valores de la

insulina y la glucosa en condiciones de ayuno:

HOMA = insulina en ayunas (mU / mL) x [glucosa en ayunas (mmol / L)/22,5]
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7.2.9.11.2. Evaluacion de presion arterial en un modelo de obesidad

inducido por dieta

Antes del sacrificio se realizaron mediciones de presion arterial de las ratas,
mediante el equipo LE 5007 Automatica Blood pressure computer (Panlab
instrument, Barcelona, Espafia). El equipo permite obtener parametros fisiolégicos
en ratas como presion sistélica, presion diastolica y pulso pletismografico. El
sistema se adapta a una caja de acrilico que tiene el electrodo especial para tomar
el pulso pletismografico que se coloca en la cola del animal, y mide la presion
arterial, obteniéndose oscilaciones del pulso sanguineo. Cada sefal, luego de
amplificarse y filtrarse, pasa de un convertidor analégico a uno digital, y de aqui a
una computadora, cuya programacion permite presentar, procesar y almacenar los

datos, todo con ayuda del programa SeDa Com 32.
7.2.9.11.3. Evaluacién de lesiones ateroescleroéticas

Se realiz6 la extraccion de la aorta de cada uno de los animales y éstas se
cortaron de manera longitudinal y trasversal, luego se colocaron en una solucion de
formalina al 4 %. A partir de aqui, se realizo la tinciébn con H&E. Se hicieron 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, y se tifieron con H&E para el examen

microscopico.
7.2.9.11.4. Evaluacion de arterioloesclerosis en rifién

Se realiz6é la extraccion de rifiones de cada uno de los animales y éstos
fueron cortados de manera longitudinal. Posteriormente, se colocaron en una
solucion de formalina al 4 %. A partir de aqui, se realizé la tincion con H&E. Se
hicieron lavados con un buffer de formalina al 10 % por un dia y fueron procesados
para histologia. Los tejidos fueron fijados en parafina, posteriormente se realizaron

cortes con un grosor de 5 um por seccién, y fueron tefiidos con H&E para el

47



examen microscopico. La evaluacion se enfoco en la busqueda de ateroesclerosis

hialina en ateriolas de rifion.
7.2.9.11.5. Cuantificacion de lipidos en riiién

Los lipidos totales en rifion se cuantificaron por el método de Folch y
colaboradores (1957). El tejido previamente congelado con nitrogeno liquido se
pulverizd, posteriormente, se realizd la misma metodologia que en la seccidn
7.2.9.3.

7.2.9.11.6. Extraccion, purificacion de ARN y sintesis de ADNc a partir

de tejido de rifién

El ARN total de rifidn se obtuvo con la metodologia descrita en la seccion
7.2.9.9.

7.2.9.11.7. PCR en tiempo real

El andlisis del contenido de mRNA se realiz6 por PCR en tiempo real usando
LightCyclerl (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EE.UU.) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Primero, se realizé un rango dindmico de
concentracion de RNA para cada gen para conocer la concentracion éptima de
RNA en la reaccion. Para todos los genes se utilizd6 una dilucién 1:10 del ADNc

obtenido.

La reaccion se llevd a cabo usando SYBR Green | de Roche usando 3 pl de los
ADNCc, 0.5 mM de los oligonucleétidos correspondientes (Cuadro 3). Paralelamente
a las muestras, se corrieron reacciones sin RNA como control. Las muestras se
corrieron por triplicado. En la curva de amplificacion se determiné el ciclo de corte
(Ct). Los resultados se evaluaron por el método p-hACT (Livak y Schmittgen 2001).
Los valores obtenidos se normalizaron dividiéndolos entre el valor de amplificacion
de un gen estructural en cada reaccion: superoxido dismutasa 2 mitocondrial (SOD)
como gen de referencia. Los resultados se expresan como veces de diferencia en
expresion con el control obeso.
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Cuadro 3. Oligonucleétidos usados para en analisis de PCR en tiempo real

en muestras a partir de tejido de rifidn.

Gen NCBI ID Oligonucledtido directo  Oligonucleotido reverso
ANG NM_1344322  GGGACCGCGTATACATCCAC CGCAGGGTCTTCTCATCCAC
REN NM_012642.4  AGGCAGTGACCCTCAACA CCTGGCTACAGTTCACAACGTA
SOD NM_017051.2  TGGACAACCTGAGCCCTAA GACCCAAAGTCACGCTTGATA

ANG= angiotensindgeno, REN= renina, SOD= Superoxido dismutasa

7.2.9.11.8. Evaluacion del efecto del consumo de infusiones sobre el

estrés oxidativo en tejido de higado y rifién
7.2.9.11.8.1. Determinacién de proteinas oxidadas

Para la obtencion de proteina total de higado y rifion, se homogenizaron los
tejidos por separado con 500 uL de solucién amortiguadora de extraccion, esta
mezcla se mantuvo en agitacion durante 45 minutos a 4 °C. Después, se centrifugd
a 10000 x g durante 30 minutos a 4 °C. Finalmente, el sobrenadante obtenido se
colecté y a éste se le determind la concentracién de proteinas por el método de
Bradford (1976).

Para evaluar el efecto de las infusiones sobre la oxidacién de proteinas se
utilizé una técnica en donde se realiza la determinacion de los restos de carbonilo
de proteina oxidada, dicha metodologia fue descrita por Lenz y colaboradores
(1989). Este método esta basado en la reaccién de los restos de carbonilo de las
proteinas con 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH, por sus siglas en inglés), formandose
asi un derivado que se cuantifica midiendo la absorbancia en un espectrofotometro
a 375 nm.
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Al extracto de proteina total se le afiadieron 200 uL de DNPH 10 mM en HCI
2 M y se incubo por una hora a 37 °C. Después se agregaron 325 yL de acido
tricloroacético (TCA, por sus siglas en inglés) frio al 50 % para la precipitacion de
las proteinas, y se incubo a 4 °C por 10 minutos. Posteriormente se centrifugd a
5000 x g por 10 minutos recuperando el precipitado y continuando con cuatro
lavados de 1 mL con etanol-acetato de etilo (1:1) esto con el fin de eliminar los
excesos de DNPH que no reaccionaron con los restos carbonilo. EI complejo
proteina-DNPH formado se re-suspendié en 1 mL de guanidina (6 M), se agito e
incub6 a 37 °C por 15 minutos, posteriormente se centrifugé a 12000 x g por 10

minutos a 4 °C. Finalmente, se realiz0 la lectura en el espectrofotdmetro a 562 nm.

A partir de la absorbancia obtenida, se calcul6 la concentracion de restos de
carbonilo empleando la ley de Beer-Lambert y el coeficiente de absorcion molar de
la DNPH (€= 22.000 M/cm). Los resultados se expresaron como nmol de restos de
carbonilo/mg de proteina total.

7.2.9.11.8.2. Peroxidacion lipidica en la fraccién post-mitocondrial
(PMS) de tejido de higado y riiidn.

La medicion de peroxidacion lipidica se evalu6 mediante el método descrito
por Wrighty y colaboradores (1981), para lo cual se realizé una extraccién de la
fraccion mitocondrial de un homogenado de tejido empleando solucion
amortiguadora de fosfatos (0.1 M, pH 7.4) con KCl al 1.17 %. Se pesaron 100 mg
de tejido y se les adicion6 200 pL de empleando solucién amortiguadora de
fosfatos, se triturd el tejido y se centrifugd a 800 x g por 5 minutos. Se tomo el
sobrenadante, desechando el precipitado la cual contiene fraccién nuclear; el
sobrenadante se centrifugd nuevamente por 10500 x g por 20 minutos, esto para

obtener en el sobrenadante la fraccion post-mitocondrial (PMS).
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El volumen de reaccion fue de 1000 uL, el cual consistié de 850 pL de la
solucién que contiene la PMS y 150 pL de buffer de fosfatos (sin KCI); después, se
agregaron 1000 pL de TCA (10 %) y 1000 uL de TBA. Esta mezcla se sometio a
ebullicibn en bafio maria por 20 minutos para formar el complejo MDA-TBA.
Finalmente, se agregaron 2500 pL de butanol y se tomé la lectura 532 nm. El
andlisis de resultados se llevé a cabo usando el coeficiente de extincion 1.56 X 10 °
M/cm.

7.2.9.11.8.3. Determinacién de la actividad enzimatica de glutation-S-

transferasa (GST) en higado

La actividad de la enzima GST se determin6 en la fraccion citosolica del
higado. Se pesaron 0.5 g de higado, se homogeniz6 con 2 mL de solucion
amortiguadora de tris-sacarosa utilizando un politrén y se centrifugd a 8,750 x g
durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante se centrifugd a 100000 x g durante 60
minutos a 4 °C. Después se recupero el sobrenadante (citosol) y se almacené a -70
°C para su analisis posterior, por medio de la técnica de Habig y colaboradores
(1974).

El extracto citosélico obtenido se diluyé con una solucion amortiguadora de
fosfatos 1 M pH 6.5 (1:30). Posteriormente, se colocaron en cada pozo de la
microplaca 50 uL del citosol, después se le adicionaron 100 uL de solucién
amortiguadora de GSH vy finalmente 150 pyL de una solucion de cloro-dinitro-
benceno (CDNB); el producto de esta reaccién se midié cada 20 segundos durante
2 minutos a 340 nm en un lector de ELISA (Turnable Versamax, CA, E,U.A). Se
cuantificé la concentracion de proteinas totales mediante el kit de proteinas BCA-

(Pierce, E.U.A), empleando una curva estandar de albumina.

La actividad enzimatica se expresd como nmol/min mg proteina, empleando

la siguiente ecuacion:

nmol/ min mg prot = abs min 2 — abs min 1
(0.0096) (mg proteina)
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Donde: abs min 2= absorbancia a 340 nm en el minuto 2, abs min 1=
absorbancia a 340 nm en el minuto 1, mg proteina= miligramos de proteina total
en la fraccién citosoélica y 0.0096= coeficiente de extincion de CDNB en mmol™

cm™,

7.2.9.11.8.4. Determinacion de la actividad de la catalasa (CAT) en higado

La actividad de CAT se midid en la fraccion citosélica del higado (seccion
7.2.9.11.8.3.) de acuerdo a metodologia descrita por (1984). Se prepararon
soluciones de peroxido de hidrégeno para el ensayo correspondientes con
molaridades de 10 mM y 20 mM; para esto se diluyeron 20 pyL de peréxido de
hidrogeno (H.O,) a 1000 pL con solucion amortiguadora de trabajo (solucién
amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH 7) y la concentracion se comprobd a 240 nm

con la siguiente férmula:

HoOo mmy = Aao
0.0436

Después, se realizé la curva estandar, preparando una serie de soluciones
de peroxido de hidrogeno 10 mM: 0, 125, 250, 500 y 750 uL llevando a un volumen
final de 1000 pL con solucién de trabajo.

Para llevar a cabo la reaccion de catalasa, se prepard una dilucion de los
homogenados citosdlicos preparados previamente (1:50) para un volumen total de
500 pL (la dilucién se realiz6 en solucion amortiguadora de trabajo). La muestra se
coloc6 en una celda de cuarzo y se le adicionaron 500 pL del peréxido de
hidrogeno 20 mM. A los 3 segundos éstas se leyeron a 240 nm, y después en

intervalos de 5 segundos por punto total de 30 segundos y 7 lecturas de cinética.

7.2.9.11.8.5. Determinacién del factor glutation peroxidasa (GPx) en

higado

La actividad de GPx se midio por el método de Plagia y Valentine (1976). El
método se basa en la oxidacion de glutation reducido (GSH) a glutation oxidado
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(GSSG) catalizado por GPx, completando el ciclo convirtiendo GSSG a GSH
utilizando glutation reductasa (GR) y NADPH. 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 pyL de la mezcla de
GSH/GR, 50 uL de muestra con la dilucién apropiada (cuya absorbancia inicial se
encuentre entre 0.8 y 1.2 y las pendientes sean negativas) y 50 uL NADPH 1.5 mM.
Justo antes de realizar la lectura, se adicionaron 50 uL de hidroperoxido de cumeno
3 mM. La lectura de la absorbancia se realizé 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,
E.U.A.)). La lectura debe realizarse antes de 10 seg transcurridos a partir de la
adicion del hidroperoxido de cumeno. La actividad de GPX (unidades/mL) se
calculo, adaptando los célculos de mg de proteina con la cantidad de mL de

muestra, usando la siguiente férmula:

umol / mg min = (pendiente de muestra — pendiente del blanco de reaccién) / (6.22 /
mg de proteina)

Dénde: 6.22 es el coeficiente de absortividad molar de NADPH (nM/cm).

Una unidad se define como los nmoles de NADPH gastado u oxidado en un

minuto por miligramo de proteina.
7.3. Andlisis estadistico

Los resultados se reportaron como la media + error estandar. Se realiz6 el
analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%. La comparacion
entre todos los tratamientos se realizaron con la prueba de Tukey con la ayuda del

paquete estadistico JMP 5.0.1.
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8. Resultados y discusiones
8.1. Determinacion de color en infusiones

El color es uno de los principales parametros cualitativos de los alimentos y
su importancia radica precisamente porque representa el primer factor
organoléptico que percibe el consumidor (Bruhn, 2007). En el reino vegetal, el color
estd dado por la presencia de tres grupos de compuestos principales: clorofilas,
flavonoides y antocianinas. Casi todos los compuestos fenolicos muestran una
fuerte absorcion en la regién ultravioleta, pero las antocianinas son el Unico grupo

significativo de compuestos fendlicos que es visible (Brouillard y col., 1997).

Se midi6 en las tres infusiones los pardmetros de color mediante las
coordenadas L, a*, b* h°y C. Los resultados mostraron ser significativamente
diferentes entre si (Cuadro 4), debido a las caracteristicas particulares de los
materiales con los cuales fueron preparadas las infusiones, ya que son frutos,
flores y hojas, y aunque las condiciones de proceso son similares en todas, el tipo
de pigmentos que pudieran ser extraidos en la infusion varian de acuerdo a la

naturaleza de la cada material afectando de manera directa el color.

Cuadro 4. Parametros de color de las infusiones.

L* a* b* c* he
H. sabdariffa  15.040.02° 17.3+0.01® 6.98+0.03° 18.7+0.02% 21.8+0.09¢

C. paradisi 28.3+0.04 2% 0.41+0.02°% 9.41+0.0252 042+0.02° 87.4+0.16°

0. sanctum 8.7620.03% 2.87+0.06° -0.84+0.05% 2.99+0.07° 343+0.782

Los datos se expresan como la media + EE (n=3). Letras diferentes en cada columna

indican diferencia significativa P<0.05 con la prueba de Tukey.

54



En cuanto al pardmetro de luminosidad, la infusion de C. paradisi obtuvo los
valores mayores, seguida de H. sabadariffa y O. sacntum (Cuadro 4). Estos valores
pueden ser atribuidos a la diversidad de compuestos presentes en las infusiones.
Por ejemplo, para H. sabdariffa y O. sanctum se ha reportado que son materiales
vegetales ricos en antocianinas (James y col.,, 1999); previos estudios han
reportado que estos compuestos son las responsables de impartir colores con
menor luminosidad como son el rojo, morado y azul (Lansky y Newman, 2007).

En el parametro denominado a’ los valores mas altos los obtuvo la infusion
de H. sabdariffa, lo que indica una tendencia a los tonos rojos, caracteristicos de
esta flor. Galicia-Flores y col. (2008) analizaron los calices de H. sabdariffa y
bebidas elaboradas con estas flores, obteniendo valores de a” de 13.8 para los
calices y 30.3 para las bebidas. Aunque los valores reportados por estos autores en
bebidas de H. sabdariffa son superiores al obtenido en este ensayo para infusiones
del mismo material vegetal, se sigue observando la misma tendencia hacia tonos
rojos, el cual puede variar en tonalidad debido a diferencias en la preparacién de la

muestra.

La infusion de C. paradisi presento el valor mas bajo de a* (0.41) comparado
con el resto de las infusiones, indicando tonalidades que tienden a colores verdes.
Esto se confirmd con el valor b* ya que la infusibn de C. paradisi fue la que
presentd el valor mas alto, lo que indica una tendencia hacia tonos amarillos. Por
otra parte, la infusiébn de O. sanctum mostrd un valor negativo para b* relacionado

con una tendencia hacia el tono azul (Cuadro 4).

Los valores h° representan el angulo de matiz, el cual se emplea como
sindnimo de color (Tinte-Cromo). Esto no excluye que, ademas, pueda referirse a la
variable de oscuridad y/o claridad producida por las relaciones acromaticas
generando diferencias de valor sin perder su origen de color (rojo, rosado—azul,
celeste). En este parametro, la infusién de O. sanctum dio el valor mas elevado,
seguido de la infusion de C. paradisi, mientras que el valor mas bajo corresponde a

la infusion de H. sabdariffa.
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Otro parametro evaluado fue el croma que corresponde al grado de
saturacion o pureza del color obteniendo en orden descendente infusion de H.
sabdariffa, C. paradisi y O. sanctum mostrando diferencias significativas entre las
infusiones (P<0.05).

Analizando los resultados obtenidos la infusion de H. sabdariffa presenta un
color méas puro y la de O. sanctum representa el color menos puro. Esto se debe a
que la saturacidén en un color se refiere al grado de pureza que tiene éste, es decir,
gue no existen en su composicidn ningun tipo de acromaticos, que pueda variar su
capacidad de reflexion, (luz se refleja en las superficies materiales reflectares
formando un &ngulo idéntico al del rayo incidente). Cuando el tono es completo y
no estd mezclado con un acromatico, éste presenta su maxima saturacion o
pureza. Cuando se combina con un acromatico, o con su complementario, sufre
una neutralizacion o pérdida de saturacion. Por lo tanto, la cromaticidad de una
muestra es la diferencia que existe entre un color y un gris de su misma

luminosidad y claridad, que corresponden a la saturacién del color percibido.

8.2. Cuantificaciobn de fenoles, flavonoides y antocianinas

mondmericas

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.

Los resultados obtenidos en la determinacién de la concentracion de

compuestos fendlicos se muestran en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Contenido de polifenoles totales, flavonoides totales vy

antocianinas monomeéricas.

H. sabdariffa C. paradisi O. sanctum
Polifenoles 17.0 £ 0.03° 16.9 +0.13° 69.1 +0.14*
totales®
Flavonoides 10.0 + 0.27° 7.8+0.22° 95.6 + 0.46%
totales?
Antocianinas 3 3.4+0.01° ND 4.0 +0.01°

Los datos se expresan como la media £+ EE (n=3). Letras diferentes en cada columna
indican diferencia significativa P<0.05 con la prueba de Tukey.' Los resultados son
expresados en mg eq. de &c. galico/ g de muestra seca. °Los resultados son expresados
en mg eq. de catequina/ g de muestra seca.’ Los resultados son expresados en mg de eq.

de cianidina -3-glucésido/ g de muestra seca.

Se obtuvo una mayor concentracion de compuestos fenélicos en la infusién

de O. sanctum L., seguida por las infusiones de H. sabdariffa y C. paradisi.

Juliani y Simons (2002) reportaron una concentracién de polifenoles totales
en extracto metandlico de albahaca morada entre 81.7-126.2 mg eq. de acido
géalico/g de muestra seca, la cual es una concentracion mayor que la encontrada en
infusiones. Esto esta relacionado con la polaridad del solvente, puesto que el
metanol es menos polar que el agua, y al entrar en contacto con el material vegetal,
degrada con mayor facilidad las paredes celulares permitiendo que se libere los
compuestos fendlicos contenidos en la célula vegetal (Lapornik y col., 2005). Sin
embargo, en la industria alimenticia el uso de metanol como solvente no es muy
recomendado, prefiriendo utilizar otros solventes como el agua, ya que la
extraccidon se considera eficaz (Lapornik y col., 2005). Aunado a esto, la infusion tal
como se analizé en este estudio es la forma comdn en como ingiere la poblacion

esta bebida.
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En el caso de H. sabdariffa, Sayago-Ayerdi y colaboradores (2007)
reportaron en extracto acuoso una concentracién de polifenoles totales de 21.7 mg
eq. de acido galico/ g de materia seca, el cual es un valor cercano a la
concentracion reportada en este trabajo para infusion de este mismo material. Esta
variacion entre concentraciones se puede deber al genotipo de material vegetal
utilizado o a las condiciones de extraccién (Scalzo y col., 2005), lo cual se debe
considerar para la estandarizacion de un proceso o para el analisis de resultados

en evaluaciones posteriores.

El contenido de polifenoles totales en extractos metandlicos de harinas
liofiizadas obtenidas a partir de algunos citricos incluida C. paradisi oscila
alrededor de 51.1 mg eq. de &cido galico/g (Rincon y col., 2005). En la infusién de
C. paradisi evaluada en este estudio el contenido fue de 16.9 mg eq. de acido
galico/g de muestra seca. La concentracion es menor, lo que puede atribuirse al
proceso de secado, ya que estos autores liofilizaron las muestras y en nuestro caso
se seco utilizando una temperatura de 50 °C. Debido al proceso se pueden perder
algunos compuestos y se sabe que los polifenoles son termo sensibles. Se decidio
utilizar éste proceso de secado con el fin de simular las condiciones que se utilizan
en industria para procesar material vegetal destinado a la elaboracion de
infusiones. Aunado a esto, en las harinas se llevé a cabo una extracciébn con
metanol mientras que en las infusiones, el método de extraccion es con agua, lo

cual por la polaridad del solvente afecta la extraccion total de estos compuestos.

En los resultados de flavonoides expresados en pug equivalentes de
catequina/g de material seco, la infusion de O. sanctum fue la que dio la mayor
concentracion seguida por H. sabadariffa y C. paradisi. El contenido de flavonoides,
antocianinas y compuestos fenolicos no flavonoides estan relacionados con el
contenido de fenoles totales. Sin embargo, un mayor contenido de fenoles totales
no necesariamente determina un mayor contenido de flavonoides
(Bedascarruasbure y col., 2004). En nuestro caso, los resultados obtenidos con las

infusiones si se obtuvo una correlacién (r’= 0.99), lo que era de esperarse puesto
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que las infusiones que obtuvieron mayor concentracion de polifenoles totales

fueron aquellas que obtuvieron mayor concentracion en flavonoides.

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles que se hallan en las vacuolas
de las células vegetales y que otorgan el color rojo, purpura o azul a las hojas,
flores y frutos. El color de las antocianinas depende del nimero y orientacion de
los grupos hidroxilo y metoxilo de la molécula. Por ejemplo, Incrementos en la
hidroxilacion producen desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que
incrementos en las metoxilaciones producen coloraciones rojas (Wrolstad, y col.,
2004).

De las infusiones analizadas, H. sabadariffa y O. sanctum fueron las que
mostraron mayor contenido de antocianinas (Cuadro 5), siendo la infusién de H.
sabadariffa la que sobresali6 en contenido de estos compuestos con una
concentracion de 4mg eq. de cianidina -3-glucésido/g de material seco. Se ha
reportado que uno de los principales compuestos con actividad biologica presentes
en este material son las antocianinas, especificamente cianidina y delfina, las

cuales otorgan el color caracteristico de esta flor (Garzén, 2008).

En un estudio previo, Galicia-Flores y col., (2008) analizaron el contenido de
antocianinas en cdlices de H. sabadariffa mediante una extraccion acuosa y
temperaturas de ebullicion por tiempos de 15 y 60 minutos, y sus resultados
mostraron un rendimiento mas bajo de los reportados en este trabajo. Esto puede
atribuirse a que entre los factores que influyen en la estabilidad de las antocianinas
se encuentran la temperatura al igual que el pH, entre otros. Ademas, se aplicaron
tiempos cortos de ebullicion al momento de preparar las infusiones evitando de
esta manera la degradacién de los compuestos en comparacién con otro tipo de
extraccibn en los cuales se utilizan temperaturas elevadas por tiempos

prolongados.
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La albahaca morada se considera una fuente potencial de antocianinas, que
son las responsables del color purpura de esta planta. Mediante la técnica de
HPLC, Phippen y Simon (1998) identificaron catorce diferentes antocianinas en O.
sanctum en extracto metandlico acidificado (0.1% HCI), once de las cuales fueron
cianidinas, siendo la cianidina-3-di-p-coumarin glucosido-5- glucésido, como el

mayor componente.

En el andlisis de la concentracion de antocianinas en la infusion de O.
sanctum dio una concentracién de 3.4 mg eq. de cianidina -3-glucésido/g de
material seco. Simon y colaboradores (1999) reportaron valores de concentracion
mucho menores de antocianinas en las hojas de O. sanctum que las reportada
para infusion, siendo de 0.188 mg/g de material seco. Las diferencias pueden ser
explicadas por diversos factores como: el tamafio de la particula (1-1.5 mm), lo
que permite una mayor superficie de contacto, y permite mejorar la extraccion.
Adicionalmente, se conocen diferentes variedades de O. sanctum, factor que puede

influir en la sintesis de estos pigmentos.
8.3. Identificacién y cuantificacion de compuestos en infusiones

Los acidos fendlicos y flavonoides que pueden contener algunas infusiones
herbales varian de acuerdo a la naturaleza del material que se esta usando para la
preparacion de esta bebida. En la primer etapa de identificacion y cuantificacion de
compuestos fendlicos por Cromatografia Liquida de Ata Resolucion (HPLC, por sus
siglas en inglés) se utilizaron ocho &cidos fendlicos puros y nueve flavonoides;
algunos de estos compuestos se han reportados previamente en los materiales
vegetales usados para preparar las infusiones. Aunque, la mayor parte de esta
informacion se ha obtenido a partir de extracciones con solventes, como metanol,
el metanol y la acetona. También, a partir de extractos acuosos (no infusiones)
(Javanmardi y col., 2002; Wu y col., 2007; Mourtzinos y col., 2008).
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La cuantificacion de compuestos fendlicos en las diferentes infusiones se
muestra en el Cuadro 6. Para la infusion de H. sabdariffa el compuesto mayoritario
fue el acido cumarico (4.29 mg/100 g). Este mismo compuesto ha sido reportado
por autores como Mourtzinos y colaboradores (2008) en extracto al 1 % de HCI-
metanol, y es considerado uno de los compuestos fendlicos con actividad biolégica

mas relevante en este material vegetal.

El acido vanillinico fue el compuesto mayoritario encontrado en la infusion de
O. sanctum (153.31 mg/100 g). Javanmardi y colaboradores (2002), identificaron al
acido vanillinico en un extracto metandlico obtenido a partir de flores de O.
sanctum, lo cual indica que este compuesto puede extraerse no solo en extracto
metandlico sino también en infusiones. Itoh y colaboradores (2009) reportaron un
efecto antinflamatorio y hepatoprotector del acido vanillinico en ratones con dafio al
higado inducido con concanavalina A. De tal manera que, la infusion de O. sanctum

podria presentar un efecto similar atribuido a su concentracion de &ac. vanillinico.

Los cromatrogramas representativos de algunos acidos fendlicos y
flavonoides se presentan en la Figura 10, donde los compuestos mas abundantes
para la infusion de H. sabdariffaf fueron &cido rosmarinico, hesperidina y &cido
cumarico. Para C.paradisi fueron acido cumérico, naringina y rutina, y para O.

sanctum fueron &cido elagico, &cido vanillinico y acido cafeico.

Para C. paradisi, el principal compuesto identificado y cuantificado fue rutina
(169 mg/100 g). Este compuesto se ha detectado en extracto etandlico a partir de
diferentes partes de la fruta en un extracto de etanol (Wu y col., 2007). Sin
embargo, se cuantific6 una mayor concentracion de este flavonoide en este trabajo,

lo que sugiere que la preparacién de infusidn permite una mejor extraccion.
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Cuadro 6. Cuantificacion de acidos fendlicos y flavonoides de infusiones.

H. sabdariffa C. paradisi O. sanctum L.
Acido cafeico 1.37 £0.03 16 + 0.04 5.94 +0.13
Acido 1.10 £ 0.46 ND
o ND
clorogénico
Naringina 2.33+0.29 17 £0.17 ND
Rutina 2.61+0.31 169 £ 0.15 ND
Acido 1.38+£0.15 D 153.31 £ 0.05
vanillinico
Acido 4.29 +0.07 ND
. ND
cumarico
Quercetina 1.82+0.13 ND ND
Acido elagico ND ND 4.72+1.10
Acido 1.90 +0.99 ND
. ND
rosmarinico
Hesperidina 2.78 +0.76 ND ND

Los resultados se expresan en mg/100 g de muestra seca. Los datos se expresan como la

media + EE de tres repeticiones. ND= debajo del limite de deteccion.
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Figura 10. Cromatogramas representativos de las infusiones de Hibiscus
sabdariffa (A), Citrus paradisi (B) y Ocimum sanctum L. (C).
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Con el fin de ampliar la informacion relacionada con la identificacion de
compuestos con actividad bioldégica se incluydé un andlisis de masas y los
resultados se muestran en el Cuadro 7. Se puede observar que en la infusion de O.
sanctum se identific6 la mayor cantidad de compuestos previamente reportados
para este material como el acido rosmarinico y el kaempferol (Javanmardi y col.,
2002).

En el caso de las otras dos infusiones, el andlisis de masas revel6 la
presencia de compuestos que no se identificaron previamente por HPLC como el

acido ferualico para H. sabdariffa y la narirutina para C. paradisi.

El perfil de compuestos puede darnos informacion acerca de la composicion
de las infusiones lo cual podria estar relacionado con la actividad biolégica de estas
bebidas.
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Cuadro 7. Composicion quimica de infusiones por el andlisis de HPLC-MS-TOF.

Tiempo A max [M+H] Fragmento Estructura H. sabadariffa C. paradisi 0.
de iones propuesta sanctum
retencion
473 236,283 291 Catequina v
4.92 241,280 Catequina v
5.50 245, 320 355 163 Acido clorogénico v
6.51 246, 293, 327 378 195 Derivado del ac. v
ferdlico
6.59 235, 292, 324 163 145 Acido cafeico v
9.43 239, 294, 325 459 301, 163 Derivado del ac. v
cafeico
12.15 238, 295, 327 163 145 Derivado del acido v
cafeico
16.87 254, 354 506 303, 287 Derivado de v
guercetina
19.41 242. 297, 328 643 560, 459, Derivado de ac. v
399, 301, cafeico
163
20.02 257, 355 464 303, 287 Derivado de v
guercetina
20.85 258, 356 434 303, 287 Derivado de
guercetina
22.13 257, 297, 351 577 287, 273 Derivado de v
luteolina
22.71 264, 343 581 287 Derivado de v
kaempferol
23.74 272,354 344 303, 287 Derivado de v
guercetina
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24.62

24.91

25.16

25.41

25.69

25.76

26.63
26.91

27.13

28.13

264, 335
235, 287, 317
265, 346
263, 347
282, 334

239, 245, 206

243, 253, 298
283, 332

239, 291, 329

238, 293, 338

433

595

287

287

281

355

355
581

360

360

447, 271,
257
617, 289

619, 603,
273
759, 459,
399, 304,
163
459, 163

619, 603,
273
467, 345,
273
569, 511,
345, 273

Derivado de
apigenina
Derivado de
ac.cumarico
Derivado de
kaempferol
Derivado
kaempferol
Narirutina

Derivado de ac.
Clorogénico

Ac. clorogénico
Naringina
Derivado de ac.
rosmarinico

Derivado de ac.
rosmarinico
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8.4. Evaluacién de capacidad antioxidante in vitro de las infusiones

Los métodos para determinar capacidad antioxidante se basan en
comprobar que un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, el
cual es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante, por lo que esta
inhibicion es proporcional a la actividad antioxidante del compuesto (Frankel y
Meyer, 2000). La concentracidon inhibitoria media (ICsp) es una herramienta
importante para valorar la capacidad antioxidante, ya que establece Ila
concentracion de una sustancia (infusiones) que es necesaria y efectiva para la
obtencion de un 50 % de un maximo efecto de inhibicion del radical que esta
provocando el dafio. De manera que valores menores en la ICsy reflejarian una

mayor capacidad antioxidante de la muestra.

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés) se
componen mayoritariamente de colesterol esterificado (42 %), fosfolipidos (22 %) y
en menor medida de colesterol libre y triglicéridos (Mathews y Van Holde, 1998).
Las LDL se modifican oxidandose minimamente y produce &cidos grasos
poliinsaturados (dialdehido maldénico e hidroxinoneal), lo que las hacen mas
electronegativa al reaccionar con las lisinas de la apo B100, y oxiesteroles
(colesterol esterificado). Estos ultimos son téxicos sobre las células del endotelio,
desarrollando un papel importante en el proceso aterosclerético (Berliner y
Heineckel, 1996).

La evaluacién de la actividad antioxidante de las infusiones se realizo
mediante la inhibicién de la oxidacion de las LDL donde se midio la inhibicién de la
formacion de subproductos de la oxidacién de lipidos (malondialdehido) por parte
de las infusiones. En el Cuadro 8 se muestran los resultados de ICgsg de las tres

infusiones estudiadas asi como del estandar utilizado (catequina).

El analisis in vitro utilizando esta técnica genera informacion sobre el efecto
antioxidante de compuestos no soélo lipofilicos si no también hidrofilicos, ya que la

oxidacion comienza en primera estancia en las proteinas apo B de las LDL.
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Cuadro 8. Capacidad antioxidante de las diferentes infusiones utilizando las
técnicas de oxidacion de LDL, DPPH y ABTS.

(ICs0) H. sabadariffa  C. paradisi O. sanctum Catequina
Oxidacion LDL 4.38 + 0.06" 52.1+0.51* 1.60+0.10° 9.71 + 0.08°
DPPH- 90.62 + 0.40° 454.6 +1.11* 115.2+0.69° 31.16 + 0.68¢
ABTS+ 24.69 + 0.04*° 19.16 +0.01° 13.30+0.03°  7.38 +0.05°

Los datos son representados como la media + EE. Letras diferentes por renglones indican
diferencia significativa (P<0.05) con la prueba de Tukey. Concentracion inhibitoria media
(ICsp) de las infusiones utilizando los métodos de inhibicién de la oxidacién de LDL, DPPH
y ABTS.

En el analisis de resultados de la ICso para LDL oxidada, la infusion de O.
sanctum mostré6 el menor valor, siendo mas bajo incluso que el estandar
(catequina). Este mismo comportamiento se ve reflejado, pero en menor magnitud,
para la infusidon de H. sabadariffa. Esto puede deberse a que los compuestos que
estan presentes en las infusiones podrian actuar de forma sinérgica, ya que como
reportar algunos autores la capacidad antioxidante total de una muestra esta
determinada por interacciones sinérgicas entre los diferentes compuestos, y no
solamente por el método de accion especifico de cada uno de ellos (Frankel y
Meyer, 2000; Sanchez, 2002; Aruoma, 2003).

Con el método de ABTS se puede medir la actividad de compuestos de
naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el ensayo de DPPH soélo puede

disolverse en medio organico (Anolovich y col., 2002).

En el caso del método DPPH, presenta una desventaja comparado con el
ensayo ABTS, que es la inaccesibilidad del DPPH estérico, es decir las moléculas
pequefias pueden tener una mejor oportunidad de acceder a los radicales dando

valores mas altos para la capacidad antioxidante.
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Roginsky y Lissi (2005) analizaron las diferencias entre los ensayos ABTS y
DPPH encontrando que este ultimo no reacciona con flavonoides carentes de
grupos hidroxilos en el anillo B, ni con acidos aromaticos que contengan un solo
grupo hidroxilo. De manera que, los antioxidantes pueden actuar por mdaltiples
mecanismos dependiendo del sistema de reaccion o la fuente de radical u

antioxidante (Prior y col., 2005).

En los resultados de la concentracion inhibitoria media por el método de
DPPH (Cuadro 8) la infusién de C. paradisi fue la que mostrd el valor mayor para
ICs0. Debido a que el método de DPPH es mas selectivo, favoreciendo a los
antioxidantes capaces de ser solubles en solventes organicos, principalmente en
alcohol, de tal manera que podemos sugerir que en las diferentes infusiones donde
se obtuvo valores superiores de ICsp sus compuestos minoritarios son aquellos

solubles en solventes organicos, tal es el caso de la infusion de C. paradisi.

Algunos de los compuestos presentes en las infusiones como son los
flavonoides y las antocianinas son de caracter hidrofilico y éstas pueden influir en
los resultados obtenidos por la técnica de ABTS. En el Cuadro 8 se observa que O.
sanctum presento la mayor capacidad antioxidante, seguido de C. paridisi. A pesar
de que esta ultima infusién contiene menor cantidad de antocianinas y flavonoides
totales, presenta altas concentraciones de ciertos compuestos como el acido
caféico, naringina y rutina (Cuadro 6), los cuales podrian influir en esta capacidad

antioxidante.

En las evaluaciones de capacidad antioxidante se obtuvieron variaciones
entre infusiones que pueden ser de hasta un 10 % o mas. Por lo tanto los
compuestos presentes aunque no son comparables en contenido ni en
funcionalidad, estan actuando de diferentes formas, proporcionando a todas las
infusiones analizadas la capacidad de estabilizar radicales libres como los aqui

mencionados.
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Otro de los puntos de controversia al medir capacidad antioxidante de un
material es la posible relacién que se tiene entre esta propiedad y la concentracion
de compuestos bioactivos. En el Cuadro 9 se muestra las correlaciones realizadas
para compuestos fenolicos y capacidad antioxidante en tres diferentes
metodologias (LDL oxidada, ABTS, y DPPH), aplicadas a las infusiones. Se
encontrd que la técnica de ABTS es la que presenta los valores més altos de dicha
correlacion, tanto para fenoles totales, como para las antocianinas, taninos y
flavonoides, (r*> 0.66) (Cuadro 9)

En el caso de la oxidacién de LDL y DPPH se puede observar que las
correlaciones mas importantes se presentaron con la concentracion de flavonoides.
Los resultados obtenidos en el ensayo de la oxidacion de LDL también se
asociaron con la concentracion de polifenoles totales. Okawa y col. (2001)
mencionan que la mayor capacidad no siempre esté en relacion a la concentracion
de compuestos fendlicos, de manera que en la capacidad de secuestrar radicales
libres, no importa el contenido de compuestos fendlicos, sino mas bien, la posicion

del grupo hidroxilo de los fenoles presentes en la solucion.

Cuadro 9. Correlaciones de Pairwise para compuestos bioactivos vy

capacidad antioxidante de las infusiones.

ABTS DPPH LDLox

Polifenoles totales 0.9809 0.2086 0.7732
Flavonoides 0.8468 0.6617 0.9851
Taninos 0.6699 0.4851 0.0489
Antocianinas 0.7296 0.3976 0.1403
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8.5. Efecto de las infusiones sobre el metabolismo de lipidos en ratas

con obesidad inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa.
8.5.1. Peso corporal

En la Figura 11 se presentan los resultados del peso corporal de las ratas
desde el inicio del experimento. Se puede observar que el control obeso gané mas
peso corporal que el control sano (28 %). En el caso de los grupos tratados con las
infusiones, Unicamente el grupo que consumio la infusion de H. sabadriffa, present6
menor ganancia de peso corporal (10 %) comparado con el control obeso. Los
grupos de C. paradisi y O. sanctum no hubo diferencia estadistica significativa
contra el control obeso.

900 -
800 -
700 -
600 -
—_— 500 -
o 200 —e— Control sano
7 1
g 300 —e— Control obeso
® —&— H. sabdariffa
U] 200 - o
—=— C. paradisi
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0
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Mes

Figura 11. Peso corporal de ratas con obesidad inducida con dieta alta en

grasa saturada y fructosa y tratadas con infusiones. Los datos se presentan como la

media + EE.
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Asi mismo, se llevé acabo la cuantificacion de los diferentes tipos de tejido

adiposo, donde los resultados muestran una tendencia similar a los resultados de

peso corporal (Cuadro 10). El control obeso gano méas peso de tejido adiposo

comparado con el control sano (72 %). En el caso de los grupos tratados con las

infusiones, el grupo que consumio la infusion de H. sabadriffa redujo el aumento del

peso total del tejido adiposo en un 24 %, seguido del grupo tratado con infusion de

0. sanctum, el cual solo disminuy6 un 13 % comparado con el control obeso.

En el caso del grupo de ratas obesas que consumieron la infusion de C.

paradisi no se observé una reduccion del peso total del tejido adiposo.

Cuadro 10. Peso de los diferentes tejidos adiposos de ratas con obesidad

inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa y tratadas con infusiones.

Tejidos adiposo Tejido adiposo Total
abdominal (visceral, renal, (9)
(9) testicular)
9

Control sano 4.44 +0.3° 14.71 + 0.83¢ 19.16 + 0.98¢°
Control obeso 17.72 £ 1.02 51.39 + 3.7 69.11 + 4.6
H. sabdariffa 12.44 + 3.22 40.72 +3.8" 52.91 + 4.8°
C. paradisi 17.82 +1.02 53.91 +1.72 71.74 +2.12
O. sanctum 16.59 + 1.02 43.72 + 3.0% 60.32 + 2.9%°

Los datos se presentan como la media + EE (n=3). Letras diferentes en cada columna

indican diferencia significativa P<0.05 con la prueba de Tukey.
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Estudios han demostrado un efecto antiobesogénico para H. sabdariffa en
diferentes tipos de extractos. Tal es el caso reportado por Alarcon-Aguilar y
colaboradores (2007), quienes observaron una menor ganancia de peso corporal y
tejido adiposo abdominal en ratones obesos inducidos con glutamato monosaédico y

tratados con el extracto metandlico obtenido a partir de flores de H. sabdariffa.

En el caso de los grupo tratado con infusiones de O. sanctum no hubo
diferencia estadistica significa contra el control obeso. Sin embargo, algunos
autores como Carrasco y col. (2008) han reportado que a partir de una disminucién
del 5 % de peso corporal se puede mejorar las condiciones de salud de personas
con obesidad.

Por su parte, C. paradisi, no disminuy6 el peso del tejido adiposo, pero
diferentes efectos positivos contra el metabolismo lipidico se han reportado para
éste material y seran abordados con mas detalle en secciones posteriores de este

trabajo.
8.5.2. Evaluacion de lipidos en heces

La absorcion de grasas es un proceso muy eficiente, de tal manera que
aproximadamente el 95 % de los lipidos de la dieta son absorbidos a nivel
intestinal. Una vez absorbidos, los triglicéridos son transportados en moléculas
denominadas quilomicrones las cuales reparten su contenido a muasculo y tejido
adiposo, principalmente (Kalogeris y col.,, 1996). Entre algunos de los efectos
reportados para los compuestos bioactivos de las infusiones y su efecto
antiobesogénico se encuentra la inhibicion de la absorcion de grasa desde del
intestino (Hursel y Westerterp-Plantenga, 2010). Lo cual pudiera verse reflejado en
la disminucion de triglicéridos en tejido adiposo. Por esta situacion se decidié

evaluar el contenido de triglicéridos en heces fecales (Figura 12).
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Figura 12. Concentracion de triglicéridos en heces fecales de ratas con
obesidad inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa y tratadas con
infusiones de Hibiscus sabdariffa, Citrus paradisi y Ocimum sactum L. Letras

diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) con la prueba de Tukey.

En estos resultados, se puede observar que el grupo control obeso tiene
mayor concentracién de lipidos en heces fecales que control sano, esto debido a la

diferencia de ingesta de triglicéridos de la dieta, siendo mayor en el control obeso.

En el caso de los animales tratados con las infusiones de O. sanctum y C.
paradisi presentaron un incremento del contenido de triglicéridos en heces fecales
comparado con el grupo control obeso, siendo estadisticamente significativo. Este
efecto puede atribuirse a una inhibicion de la lipasa pancreatica y de ese modo
influir en la digestion de grasas y afectar la ingesta de energia (McDougall y
Stewart, 2005).
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8.5.3. Perfil lipidico de ratas obesas.

Una ruta mayor para disponer del flujo de acidos grasos libres en el higado
es la secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, por sus siglas en
inglés), las cuales son ricas en contenido de triglicéridos y colesterol. Estas
particulas son liberadas al plasma para llevar su contenido a tejido muscular y
tejido adiposo para almacenamiento de triglicéridos. Los remanentes de las VLDL
son neutralizados por endocitosis hepatica. Una fraccion menor sufre mayor
lipdlisis con subsecuente transformacion a remanente de VLDL (IDL, por sus siglas
en inglés) y LDL. Tanto IDL como LDL son endocitados en el higado. Sin embargo,
cerca del 60 % de la neutralizacibn de LDL ocurre en sitios extra-hepéticos
(Bradbury y Berk 2004).

Los resultados obtenidos en la evaluacion del perfil lipidico de ratas con
obesidad inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa y tratadas con
infusiones se muestra en el Cuadro 11. El control obeso presenté niveles de
triglicéridos en ayuno hasta 1.6 veces mas que el control sano. En el caso de todos
los grupos de ratas tratadas con infusiones, se observé una disminucién en la
concentracion de triglicéridos, lo cual indica una regulacion en el metabolismo de
lipidos, en el cual 6rganos como higado y tejido adiposo estan intimamente
involucrados. De tal manera que al presentarse una menor sintesis de VLDL, ya
sea por disminucién en la absorcion de triglicéridos o por la sintesis de novo, esto
se ve reflejado en los triglicéridos que se encuentran en circulacion en el torrente

sanguineo.

Esta misma teoria concuerda con los resultados reportados por Yang y
colaboradores (2010) quienes reportaron una disminucién en la concentracion de
triglicéridos postprandiales atribuido a una menor sintesis de novo en hamster
alimentados con dieta alta en grasa saturada y tratados con extracto acuoso (no

infusién) de H. sabdariffa.
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Cuadro 11. Perfil de lipidos de ratas con obesidad inducida con dieta alta en

grasa saturada y fructosa y tratadas con infusiones.

Control Control H. sabdariffa C. paradisi O. sanctum

sano obeso

Triglicéridos 95.0+ 7.8 159.6+9.4® 105.2 + 9.4 82.7 + 9.5° 117.0+9.6°

(mg/dL)
Colesterol 94.3+4.6* 104.0+22° 102.3+3.8° 109.0 + 2.9° 101.2 + 2.4°
total(mg/dL)

HDL (mg/dL) 52.30 +3.0° 35.34+2.4° 51.1 +0.2° 48.3 + 2.4° 49.0+5.9%

Los datos se representan como la media + EE. Letras diferentes por renglén indican
diferencia significativa (P<0.05) con la prueba de Tukey. HDL: lipoproteinas de alta

densidad.

Otra via por la cual estarian ejerciendo sus efectos hipolipidemicos los
compuestos activos presentes en las infusiones pudiera ser la $-oxidacion. Algunos
estudios realizados en ratones inducidos con dieta alta en grasa y tratados con
polifenoles de limén, han reportado una menor ganancia de peso y grasa corporal,
asi como una disminucién en la concentracién de triglicéridos en suero. Esto
debido al incremento de B-oxidacion de acidos grasos, medido por de la expresiéon

de mRNA de acil-coA oxidasa en higado y tejido adiposo (Fukuchi y col., 2008).

La concentracion de colesterol en suero no se alteré con el consumo de la
dieta alta en grasa saturada y fructosa (Cuadro 11). Sin embargo, si se
disminuyeron los niveles de HDL en ratas obesas comparado con el control sano
(32 %). En el caso de las ratas obesas tratadas con infusiones, se observé que
hubo una recuperacion en los niveles de HDL, siendo estadisticamente similares al
control sano. Estos resultados concuerdan con lo reportado en estudios previos
para estos materiales donde se les atribuye un efecto positivo en el metabolismo de
lipidos. Especialmente en la regulacion de los niveles séricos de colesterol y HDL
en animales obesos (Alarcon-Aguilar y col., 2007; Adeneye, 2008; Peng y col.,
2011).
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8.5.4. Concentraciéon de triglicéridos y grado de hiperplasia en tejido

adiposo

Durante la obesidad se aumenta el tamafio y el nimero de las células grasas
(adipocitos), cada célula grasa pesa de 0.4 a 0.6 microgramos (Hernan-Daza,
2002). La funcion principal de estas células es el almacenamiento de triglicéridos
(Guilherme y col., 2008). Cuando existe una pérdida de peso corporal, comienza
una disminucion en el tamafio de estas células producto de la disminucién del
contenido de triglicéridos (Hernan-Daza, 2002). En este trabajo, se realizé la
evaluacion del efecto de las infusiones sobre el contenido de triglicéridos de tejido
adiposo abdominal de ratas con obesidad inducida con dieta alta en grasa saturada
(Figura 13).
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100 ~
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Control sano Controlobeso H. sabdariffa C. paradisi 0. sanctum

Figura 13. Concentracion de triglicéridos en tejido adiposo abdominal de
ratas con obesidad inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa y tratadas
con infusiones. Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) con la prueba de

Tukey.
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Se utilizd unicamente esta seccidon del tejido adiposo debido a que se ha
reportado que tiene una mayor relacion con ciertas alteraciones metabdlicas
(Guilherme y col., 2008).

Los resultados obtenidos muestran que las infusiones de H. sabadariffa y O.
sanctum disminuy6 el contenido de triglicéridos en el tejido adiposo, comparado

con el control obeso y siendo estadisticamente similar al control sano.

Trayhurn y Beattie (2001) reportaron que el tejido adiposo crece
principalmente por una combinacion del aumento en el volumen celular
(hipertrofia) y en el niumero de células grasas (hiperplasia). Asi mismo, los autores
reportaron que ratas adultas alimentadas ad libitum presentaron un aumento de
peso corporal y que el peso de cada uno de los cuatro depdsitos adiposos
estudiados (mesentérica epididimo, subcutédnea inguinal y retroperitoneal) aumenté
progresivamente con la edad y la alimentacion ad libitum. Sin embargo, éste
crecimiento de los dos depositos de grasa intra-abdominal evaluados (mesentérica
y del epididimo) se debidé principalmente a la hipertrofia (aumento en el volumen
celular 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 midié6 mediante analisis histopatolégico de adipocitos y por la
evaluacion del volumen de los adipocitos (Figura 14). Ambos resultados mostraron
que el tratamiento con infusion de H. sabdariffa disminuy6é la hipertrofia de

adipocitos comparado con aquellos animales tratados con las otras dos infusiones.

Wolfram (2005) reportdé 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 infusion de H. sabadariffa podrian estar ejerciendo
efectos similares al té verde, presentando beneficios sobre esta alteracion en

adipocitos causada por la obesidad.
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Figura 14. Volumen de adipocitos de ratas con obesidad inducida con dieta
alta en grasa saturada y fructosa, tratadas con infusiones. Microfotografias de
adipocitos (100x) tefiidos con H&E de: (A) control sano, (B) control obeso, (C)
Hibiscus sabdariffa (D) Citrus paradisi y (E) Ocimum sanctum L. (F) Volumen de
adipocitos expresado en picolitros (pL). Letras diferentes indican diferencia significativa
(P=<0.05) con la prueba de Tukey.
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En el caso de los animales tratados con la infusion de O. sanctum se
observé una disminucion significativa del contenido de triglicéridos en tejido
adiposo comparada con el control obeso, siendo menor este efecto para C. paradisi
(Figura 13). Estos resultados concuerdan con la hipertrofia de adipocitos medida
por el volumen, ya que el tratamiento de ambas infusiones tuvo un efecto positivo
sobre este parametro comparado con el control obeso (Figura 14). De manera que,
los compuestos bioactivos encontrados en las infusiones ejercieron un efecto sobre
la hipertrofia de adipocitos disminuyendo asi el almacenamiento de triglicéridos en

tejido adiposo.
8.5.5. Concentracion de triglicéridos y el grado de esteatosis en higado.

Las células adiposas se alimentan de &cidos grasos libres provenientes del
torrente sanguineo (principalmente de triglicéridos circulantes). Esta capacidad de
absorber el flujo de acidos grasos libres de la circulacion le da al tejido adiposo un
papel especial para proteger otros tejidos del flujo excesivo de acidos grasos libres,
pero cuando hay un exceso estos lipidos se transportan a otros O6rganos,
principalmente al higado (McCullough, 2004). Al higado pueden llegar &cidos
grasos provenientes del tejido adiposo, transportdndose acomplejados con

albumina o puede provenir directamente de la dieta en forma de quilomicrones.

Los hepatocitos tienen los mecanismos para unir, transformar, catabolizar y
exportar el exceso de flujo de acidos grasos libres a través de las acciones de
proteinas de unién de acidos grasos, sintesis de triglicéridos y secreciébn como
VLDL (Lipoproteinas de muy baja densidad), B-oxidacion mitocondrial, 3-oxidacion
por el sistema citocromo P450 y w-oxidacion microsomal. Cuando se satura la
combinacion con albumina, las células hepaticas captan mas acidos grasos libres.
Este exceso de acidos grasos libres en el higado juega un papel primordial en la
elevada secrecion de VLDL que lleva a hipertrigliceridemia y dislipidemias
asociadas (Luyckx y col., 2000). La alta ingestion de triglicéridos, aumenta en la
secrecion de VLDL hepética (Bradbury y Berk, 2004).

80



Se evalud el contenido de triglicéridos en higado con el fin de medir el efecto
de las infusiones sobre el almacenamiento de éstos, ya sea por aquellos

provenientes del tejido adiposo o bien por la sintesis de novo.

Los resultados del contenido de triglicéridos en tejido hepatico de ratas con
obesidad inducida por dieta y tratadas con infusiones son presentados en la Figura
15. Se puede observar que el contenido de triglicéridos en higados de ratas
tratadas con infusiones de H. sabdariffa y O. sanctum es menor en comparacioén al
control obeso, presentando concentracion similar a la encontrada en ratas sanas.
Este resultado podria estar asociado a la menor absorcion presentada en ratas
tratadas con esta infusion, evaluado mediante la concentracion de triglicéridos en
heces, asi mismo a la disminucion de triglicéridos en tejido adiposo. Aunado a esto,
posiblemente exista una menor sintesis de novo de lipidos en este érgano o bien

que el exceso de triglicéridos se estdn metabolizando en B-oxidacion.

Yang y colaboradores (2010) reportaron una menor sintesis de novo en
hamster alimentados con dieta alta en grasa saturada y tratadas con extracto
acuoso (no infusion) de H. sabdariffa, de manera que este efecto pudiera ser

similar en las infusiones de este mismo material.
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Figura 15. Concentracion de triglicéridos en higado de ratas con obesidad
inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa y tratadas con infusiones.

Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) con la prueba de Tukey.

El exceso de triglicéridos en higado se conoce como esteatosis o higado
graso. El grado de esteatosis se puede diagnosticar mediante analisis histologico.
La tincibn con H&E de la seccion del higado mostr6 que ratas con obesidad
inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa indujo esteatosis severa (85-95
%) que se caracteriza por la presencia de grandes y medianas gotitas de lipidos,
asi como los hepatocitos y sinusoides alterados (Figura 16). Estos resultados
concuerdan con el contenido de triglicéridos del higado, que el cual fue 2.7 veces

mayor en comparaciéon con el control sano (Figura 15).
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Figura 16. Identificacién de esteatosis en ratas con obesidad inducida con

dieta alta en grasa saturada y fructosa y tratadas con infusiones. Microfotografias
de tejido hepatico tefiidas con H&E con amplificacion 100X (izquierda) y 400X
(derecha). (A) control sano, (B) control obeso, (C) Hibiscus sabdariffa (D) Citrus

paradisi y (E) Ocimum sanctum L.

8.5.6. Expresién de genes involucrados en el metabolismo de lipidos en
tejidos de higado de ratas obesas inducidas con dieta alta en grasa saturada
y fructosa.

El consumo de las infusiones disminuy6 la acumulacion de lipidos en el
higado y la progresion de la esteatosis. Con el fin de demostrar si este efecto
estuvo relacionado con la modulacion de metabolismo de los lipidos mediante
infusiones, se evalud la expresidon de genes implicados en la sintesis y la -
oxidacién de acidos grasos en el higado. Los resultados son mostrados en las
Figuras 17 y 18.
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Figura 17. Cuantificacion de mRNA de SREBP1(A) y FAS (B) en higado de
ratas con obesidad inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa y tratadas
con infusiones. Se emple6 la media geométrica entre SOD y CYCA como genes de

referencia. Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) con la prueba de

Tukey.
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Examinando los resultados obtenidos se puede observar que los animales
gue consumieron la dieta alta en grasa saturada y fructosa presentaron una mayor
expresion de los genes lipogénicos analizados (SREBP-1c y FAS) que aquellas
que consumieron dieta normal. Lo que indica una clara alteracion en el

metabolismo de lipidos por la dieta.

En caso de las ratas obesas con tratamiento, se observé que todos los
animales presentaron una expresiéon menor de los genes SREBP-1c y FAS, siendo
mayor este efecto en los grupos tratados con H. sabdariffa y O. sanctum. Estudios
anteriores reportan que tratamiento con extracto acuoso de H. sabdariffa en
hepatocitos regula la expresion de SREBP-1c, disminuyendo la acumulacién de
lipidos en el higado (Villalpando-Arteaga y col., 2013). La disminucién en la
expresion de estos genes, sugiere que la atenuacion observada en la esteatosis
hepética en los grupos tratados con infusiones puede estar relacionada con una
menor sintesis de acidos grasos, ya que, los resultados de correlaciones entre el
grado de esteatosis de los animales con la respuesta en expresiones de genes
involucrados en sintesis de &cidos grasos se obtuvo valores de r’= 0.75 para
SREBP-1cy r’ = 0.82 para FAS.

De manera alternativa, la reduccion de los niveles de lipidos hepaticos a
causa del tratamiento con las infusiones podria estar relacionado con un aumento
en la oxidacion mitocondrial, lo cual es regulado por PPARa y CPT1a (Fruchart y
Duriez, 2006). De manera similar que para los genes SREBP-1c y FAS, se puede
observar que la dieta tuvo una influencia sobre la expresién de los genes PPARa y
CPTl1a, ya que los animales tratados mostraron una menor expresion que aquellas

ratas pertenecientes al grupo sano.

Por otro lado, las infusiones de H. sabdariffa y O. sanctum indujeron la
expresion relativa de PPARa en comparacion con el control obeso (Figura 18).
Estudios previos reportaron que el extracto del H. sabadariffa mostr6 una mejora
del metabolismo de los lipidos a través hasta la regulacion de la expresion de

PPARa en un modelo animal de diabetes tipo Il (Yang y col., 2010).

85



(A)

J a
=4 | j
@ AN
ST 1 R
B [ :&3\\
[=] a 3 R %%‘,
e = it PIRR
< L NS b
o9 O RS
& 2 - e “»’gﬁgﬁ
i) i b RN
E G S
2.0 S
o K242
......... %};:Eg
0 ) S
Control Control H. sabadariffa  C. paradisi 0. sanctum
sano obeso
(B)
16
a
14 - T
o
_12 B
;]
g
E 10
- Q
53 ° i
E cd
E 6 — - -
5. cd
44 | o —+
i b FE
2 1 ot
Control Control H. sabadariffa  C. paradisi 0. sanctum
sano obeso

Figura 18. Cuantificacion de mRNA de PPARa (A) y CPT1a (B) en higado
de ratas con obesidad inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa y
tratadas con infusiones. Se empleé la media geométrica entre SOD y CYCA como genes
de referencia. Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) con la prueba de

Tukey.
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Dado que PPARa regula la trascripcion de CPTla, era de esperarse que
tratamientos con infusiones de H. sabdariffa y O. sanctum tuvieran un mayor efecto
sobre la expresion de CPT1la; sin embargo, el tratamiento con infusiéon de C.
paradisi, reguld la expresion del gen CPT1a 1.5 veces mas que el control obeso
(Figura 18). Esto puede ser debido a que a se ha reportado que la regulacion de
PPARa no es directamente proporcional a la expresion de CPT1a y que la
regulacion transcripcional de CPT1a involucra varias vias independientes a PPARa
como el proliferador peroximal receptor gamma activado cofactor 1 (PGC1) (Louet
y col., 2001).

Estudios previos indican que la regulacion positiva de CPTla reduce la
esteatosis hepdtica y la resistencia a la insulina en ratones db/db genéticamente
obesos (Orellana-Gavalda y col., 2011). CPT1a controla la entrada de los acidos
grasos de cadena larga a través de la membrana externa mitocondrial mediante la
unién de ellos a la carnitina, a fin de llevar a cabo la B-oxidation (Orellana-Gavalda
y col., 2011). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la disminucién de
esteatosis hepatica, observado en el grupo tratado con infusiébn de C. paradisi,
podria también estar asociada a la absorcién de &cidos grasos (r’= -0.52). Sin
embargo, este mecanismo no se considera el principal en comparacion con la

sintesis de acidos grasos.

8.6. Efecto del consumo de infusiones sobre enfermedades croénico-
degenerativas relacionadas con la obesidad.

8.6.1. Resistencia alainsulina

El principal problema asociado con la obesidad es la diabetes. Su incidencia
y prevalencia en todo el mundo se ha correlacionado con un consumo elevado de
alimentos procesados, ricos en grasas saturadas, y bebidas con alto contenido de
fructosa (Popkin y col., 2012). Como resultado del consumo de este tipo de dietas,
se tienen modificaciones en el metabolismo, principalmente en el de los hidratos de

carbono y lipidos que alteran la fisiologia del higado y el tejido adiposo.
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En el modelo de obesidad implementado en este proyecto para observar el
efecto del consumo de infusiones, se presentaron algunas caracteristicas de la
diabetes, tales como los niveles séricos elevados de glucosa e insulina. El control
obeso presentd niveles de glucosa de 120 mg/dL, que se consideran pre-
diabéticos. Generalmente, la hiperglucemia va acompafiada de cantidades
elevadas de insulina. De acuerdo con este punto, el control obeso mostr6 un
aumento de 1.7 veces en los niveles de insulina sérica comparado con el control
sano. Por lo tanto, el valor de HOMA aumento casi 4 veces (Cuadro 12). En el caso
de los animales obesos tratados con infusiones presentaron una mejora de estos
pardmetros, principalmente en ratas que consumieron las infusiones H. sabdariffa y
O. sanctum (Cuadro 12).

Cuadro 12. Metabolitos en suero y valores de HOMA de ratas con obesidad

inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa y tratadas con infusiones.

Control Control H. sabdariffa C. paradisi O. sanctum
sano obeso

Glucosa 94.8+40° 122.4+1.0° 93.9 + 5.5° 102.1 +2.4® 87.8+5.8"
(mg/dL)
Insulina 209+05° 51.9+28% 31.3+0.8° 31.3+25° 324+22°
(MU/mL)
HOMA 4.8 +0.6¢ 18.7 + 0.62 6.9+0.3° 9.1+0.5" 6.5+ 0.5
(Unidades
arbitrarias)

Los valores se expresan como + el error estdndar (n= 7). Letras diferentes por renglén

indican diferencia estadistica significativa (P<0.05) con la prueba de Tukey’s.
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El efecto hipoglucemiante observado en los grupos tratados con infusiones
es coherente con varios estudios realizados con estos materiales vegetales.
Aunque en otros estudios se ha utilizado diferentes extractos (no infusién), los
resultados han sido similares, sugiriendo que la accién hipoglucémica de las
infusiones se asocia con un aumento de la sintesis de glucégeno en el higado, una
gluconeogénesis reducida, asi como una mejora de la resistencia a la insulina
(Louet y col., 2001; Fruchart y Duriez, 2006; Mourtzinos y col., 2008).

8.6.2. Presion arterial, ateroesclerosis y arterioloesclerosis

La obesidad es un problema importante de salud publica tanto en paises
industrializados como en desarrollo. Esta patologia conlleva al desarrollo de
multiples alteraciones metabdlicas que incrementan el riesgo de desarrollar
diferentes complicaciones tales como diabetes mellitus, enfermedad cardiaca
coronaria y la hipertensién. La hipertension arterial es uno de los factores de riesgo
modificable de mayor prevalencia en el mundo. Participa en el desarrollo de la
enfermedad aterosclerdtica cardiovascular, en la morbimortalidad por eventos

cardiacos, cerebrovasculares e insuficiencia renal (Kopelman, 2000).

La Sociedad Europea de Hipertension y la Sociedad Europea de Cardiologia
(2003) proponen una clasificacion de los valores para presion arterial, donde
valores ideales para presion sistlica <120 mm de mercurio (Hg) y presion
diastolica <80 mm de Hg; valores normales sistélica 120-129 mm de Hg y diastélica
80-84 mm de Hg. Asi mismo, esta clasificacion incluye valores para hipertension
donde los valores de presion sistélica son 160-179 mm de Hg y diastélica 100-109
mm de Hg en un estadio II.
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En la evaluacion de las complicaciones de la obesidad se realizaron
mediciones de presion arterial en ratas con obesidad inducida por dieta alta en
grasa saturada. Segun El Comité Nacional Conjunto de Prevencién, Deteccion,
Evaluacion y Tratamiento de la Hipertension Arterial (1997), una alteracion en la
presion arterial se da por un cambio en cualquiera de las dos presiones, tanto
sistdlica como diastdlica. Los resultados de presion sistélica y diastolica se
presentan en la Figura 19. Ambos valores de presion arterial en los animales
obesos se les puede considerar hipertensos. En el caso de las ratas tratadas con la
infusion de O. sanctum los valores de presion sistdlica son incluso menores a los
del control sano. Sin embargo, este valor no se considera como hipotension.
Lopez-Maya y Lina-Manjarrez (2008) reportaron que para hacer un diagndstico de
hipotensién, los valores de presion arterial sistdlica deben ser menores de 90

mmHg.

El resto de las infusiones disminuyeron la presion arterial, tanto sistélica
como diastdlica (Figura 19) siendo estos valores similares a los del control sano,
teniendo asi un efecto positivo en esta alteracién causada por una ingesta alta en
grasa saturada y fructosa. En algunos estudios realizados con diversos fitoquimicos
gue se encuentran presentes en las infusiones han demostrado tener un efecto
sobre la hipertension mediante la modulacién del sistema renina-angiotensina-
aldosterona en ratas hipertensas (Sarr y col., 2006). Sin embargo, este no es el
anico mecanismo por el cual los polifenoles pudieran estar ejerciendo su efecto

benéfico.
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Figura 19. Presién arterial (sistOlica y diastdlica) de ratas con obesidad
inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa y tratadas con infusiones.

Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) con la prueba de Tukey.

Otra de las alteraciones que se pueden presentar en la obesidad se incluye
a la ateroesclerosis. Esta relacion esta dada por la coexistencia de factores como
dislipemia, hipertension, resistencia a la accion de la insulina y diabetes (Murillo y
Esteban, 2005). La aterosclerosis es una enfermedad de las arterias con grave
repercusion en los 6érganos irrigados por éstas. Esta enfermedad puede
interpretarse como la respuesta defensiva obligada del tejido conectivo de la pared
arterial ante una agresion permanente y de caracter exponencial. En la zona
dafiada se produce la correspondiente respuesta tisular defensiva caracterizada
por los fendmenos de las respuestas inflamatorias y de la inmunidad. La
aterosclerosis debe considerarse como una enfermedad del metabolismo general

cuyo organo diana es la pared arterial (Fernandez-Britto, 1998).

La OMS (1958) definio cuatro tipos de lesiones ateroscleroticas de acuerdo

con sus caracteristicas patomorfologicas: (a) estria grasa o banda adiposa; (b)
placa fibrosa; (c) placa complicada y (d) placa calcificada.
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Los resultados de la evaluacion histopatoldgica de aortas de ratas sanas y
obesas inducidas con dieta alta en grasa saturada y fructosa se muestran en la
Figura 20. La evaluacion de la aorta de las ratas se enfocd a la busqueda de
macrofagos, células espumosas o migracion de células del masculo liso al espacio
subendotelial, debido a que estas alteraciones son la primera etapa de esta
patologia (Chen y col., 2003). Sin embargo, no se observé diferencia entre ratas
sanas y obesas, lo que podemos atribuirselo al tiempo de alimentacién con este
tipo de dieta y a la cepa de animal utilizada. En la aorta de ratas, tanto sanas como
obesas la intima muestra endotelio conservado, destacando predominio de la
media, la que se aprecia rica en fibras elasticas (Figura 20). No se observan
inclusion de macréfagos, ni formacion de células espumosas. No se encontraron
migracion de células del musculo liso ni calcificaciones caracteristicas de la

formacioén de ateroesclerosis.

Tunica intima Tuanica intima

Tanica media 5 d el <—— Tunica media

/ Tunica adventitia
Tunica adventitia

Figura 20. Aorta de ratas sanas (A) y obesas inducidas con dieta alta en
grasa saturada y fructosa (B).

Dentro de la patologia de la ateroesclerosis, se describen tres variedades de
enfermedades derivadas de ésta, cada una con sus propias caracteristicas: (A) la
aterosclerosis, (B) la calcificacion de la capa media arterial o enfermedad de
Monckeberg y (c) la arteriolosclerosis (Fernandez-Britto, 1998). Esta ultima esta
relacionada con dafio a rifidn, que a su vez esta estrechamente relacionado con
hipertension (Hall, 2003).
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Debido a que se observo un incremento en la presion arterial de ratas
considerdndose como ratas hipertensas, y no se encontré alteracion en aorta, se
buscé otra forma de ateroesclerosis que pudiera estar ligada a este aumento de
presion. Con el conocimiento de que uno de los principales 6rganos que esta
relacionado con esta patologia es el rifion (Textor y Canzanello, 1999), se hicieron
mediciones de hipertrofia de ateriolas de rifidn, fendmeno también conocido como

arterioloesclerosis.

Los resultados de arterioloesclerosis de ratas obesas tratadas con infusiones
se muestran el Figura 21. Estos resultados muestran una diferencia entre las
arteriolas de las ratas sanas y las ratas obesas, donde estas Ultimas muestran una
disminucién en el diametro de la luz y un aumento en el grosor de la pared (Figura
22). Esto conlleva a una disminucion en irrigacidbn hacia este 6rgano en ratas
obesas, lo cual podria explicar el incremento de la presién arterial en estos
animales. El grupo de ratas obesas tratadas con infusion de H. sabdariffa
mostraron una disminucion en la hipertrofia de aterolas de rifién (Figura 21) , asi
como un incremento en el diametro de la luz y el grosor de la pared (Figura 22).
Resultados similares se encontraron en los animales tratados con la infusion de O.
sanctum. Esto podria indicar que uno de los mecanismos por el cual estas
infusiones disminuyen la presion arterial es mediante la disminucion del proceso de

arterioloesclerosis.
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Hialina

Figura 21. Arteriolas de rifién de ratas sanas (A) y obesas inducidas con
dieta alta en grasa saturada y fructosa (B) y obesas tratadas con infusiones de

Hibiscus sabdariffa (C), Citrus paradisi (D) y Ocimum sanctum L. (E).

Algunos autores, como Chen y colaboradores (2003) reportaron un efecto
antihipertensivo de extracto acuoso de H. sabdariffa (0.5 y 1.0 % por 10 semanas)
en conejos ateroescleréticos. Ellos atribuyen este efecto a la inhibicion de la
formacién de células espumosas. Asi mismo, los autores reportan que el extracto
acuoso de H. sabdariffa inhibe la migracion de células del musculo liso y la

calcificacion en el vaso sanguineo de conejos.

En el caso del grupo de ratas obesas tratadas con la infusién de C. paradisi,
se observé un menor efecto en estos parametros comparado con el control obeso
(Figura 21 y 22). Sin embargo, hubo una disminucién en los valores de
hipertension, lo cual podria indicarnos que el mecanismo por el cual los polifenoles
presentes en la infusién disminuyen la presion arterial es diferente al que muestra
la infusion de H. sabdariffa.
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Figura 22. Parametros de hipertrofia de arteriolas de riibn de ratas con
obesidad inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa, y tratadas con
infusiones. (A) Diametro de luz en aterolas, (B) Grosor de la pared de aterolas de

rifidn Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) con la prueba de Tukey.
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8.6.2.1. Contenido de lipidos en riion y expresion de genes

involucrados en el sistema renina-angiotensina-aldosterona

Como ya se menciond, dentro de las alteraciones presentadas en rifion se
encuentran algunas asociadas a un incremento en las concentraciones de lipidos,
de tal manera que se determinaron las concentraciones de triglicéridos y de
colesterol en este 6rgano, los resultados se presentan en el Cuadro 13. Las ratas
alimentadas con dieta alta en grasa saturada y fructosa presentaron un aumento de
la concentracion de triglicéridos en el tejido renal (1.5 veces) en comparacion con el
control sano. En el caso de contenido de colesterol en rifion no hubo diferencias

entre los grupos.

Cuadro 13. Lipidos en rifién de ratas con obesidad inducida con dieta alta
en grasa saturada y fructosa y tratadas con infusiones.

Control Control H. sabdariffa  C. paradisi O. sanctum
sano obeso

Triglicéridos 24.1+3.1° 37.9+45° 26.4 +4.7° 329+24® 232+52°
(mg/g)

Colesterol 20.2 + 1.42 24.3+1.42 23.1+2.72 22.1+1.42 20.6 + 1.42
(mg/g)

Los valores se expresan como la media * el error estandar (n = 7). Letras diferentes por

renglén indican diferencia estadistica (P<0.05) con la prueba de Tukey’s.
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Hubo un efecto hipolipidémico en los rifiones de las ratas que consumieron
infusiones, esto en comparacion con el control obeso: 30 % para tratamiento de H.
sabadariffa, 13 % para C. paradisi, y 38 % para el grupo tratado con infusién de O.

sanctum. (Cuadro 13).

Reportes previos han demostrado que un exceso de grasa renal induce una
respuesta pro-inflamatoria, la infiltracion de monocitos y macréfagos, y un aumento
de la matriz extracelular (Grone y Grone, 2008). Los tratamientos con las infusiones
de H. sabdariffa and O. sanctum inhibieron la acumulacién de lipidos en el rifion, y
estas infusiones disminuyeron la concentracion de triglicéridos en sangre. Por lo
tanto, un posible mecanismo para la disminucion de la concentracion de
triglicéridos renal podria estar relacionado con la inhibicion de la re-esterificacion de

acidos grasos libres de la circulacién o la disminucién de la sintesis de novo.

Diversos estudios han demostrado que un exceso en la grasa intra-renal
activa el sistema renina-angiotensina-aldosterona en rifion lo que provoca un
remodelado vascular y alteracion en el flujo sanguineo dentro del érgano. Por
ejemplo, Chung y colaboradores (2010) reportaron que una dieta alta en grasas
aumenté en la expresion de ANG y REN en la zona yuxtaglomerular del rifién.
Dando como resultado un aumento de la actividad inmune y la concentracion de la
angiotensina Il en el rifion. La angiotensina Il induce la constriccién de las arteriolas
eferentes, reduciendo el flujo sanguineo renal, y también el aumento de la filtracion

glomerular (Dzau, 1994).

El consumo de infusiones por los animales obesos, especialmente de H.
sabdariffa tuvo un efecto positivo sobre el remodelado vascular y sobre los niveles
de lipidos en rifidn. Con el fin de evaluar si esto estaba relacionado con la
inactivacién del sistema renina-angiotensina-aldosterona se evaluoé la expresion de
dos genes involucrados en este sistema en tejido de rifidn y los resultados se
presentan en la Figura 23. Los tratamientos con las infusiones mostraron una

regulacion positiva de ambos genes, siendo mejor para los tratamientos con H.
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sabadariffa y O. sanctum. Por lo tanto, este mecanismo también podria estar

relacionado a su efecto antihipertensivo (r’= 0.63).

En el caso de los animales tratados con la infusion de C. paradisi, se
observo una disminucion en la presién arterial y, en menor grado que los demas
tratamientos, una mejora en la remodelacidén vascular; asi mismo, este tratamiento

presentd una mayor expresion de los genes REN y ANG.
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Figura 23. Cuantificacion de mRNA de ANG (A) y REN (B) en riién de ratas
con obesidad inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa y tratadas con

infusiones. Se emple6 SOD como gen de referencia. Letras diferentes indican diferencia

significativa (P<0.05) con la prueba de Tukey.
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8.6.3. Marcadores de estrés oxidativo en rifidon e higado.

La alimentacion alta en grasa saturada y fructosa incrementé la peroxidacion
de lipidos en el rifidn (expresado como TBARS), y la oxidacion de proteinas renales
(abreviado en este trabajo como C=0) en comparacion con los animales sanos
(Cuadrol4). Todos los tratamientos tuvieron un efecto positivo sobre estos
marcadores de estrés oxidativo, disminuyendo los niveles de malondialdehido
(MDA), un marcador de la peroxidacion de lipidos, siendo estos valores similares a

los del control sano.

El tratamiento con las infusiones también disminuyé la oxidacion de
proteinas en el rifion, en comparacion con el control obeso. Siendo mas importante
para los grupo tratados con las infusiones de C. paradisi y O. sanctum (Cuadro 14).
Estudios previos han demostrado que los radicales libres como las especies
reactivas de oxigeno, estan implicados en el desarrollo de alteraciones en arterias
qgue conllevan a enfermedades de los érganos afectados (Ding y col., 2013;
Hopkins y col., 2013). De tal manera que, el efecto antioxidante observado en los
animales tratados podria estar asociado con su efecto antihipertensivo y con la

mejora de la microvasculatura renal.

Cuadro 14. Marcadores de estrés oxidativo en riidbn de ratas obesas
inducidas con dieta alta en grasa saturada y fructosa y tratadas con infusiones.

Control Control H. C. paradisi O.
sano obeso sabdariffa sanctum
TBARS 6.7+0.3° 9.0+0.3° 7.8+0.7% 52+0.1° 6.4+0.1%
(nmol/ mg
proteina)
C=0 (nmol 17.9 + 29.8+1.4* 21.4+06° 166+12° 17.1+0.38"
carbonilo/mg 0.5°

de proteina)

Los valores se expresan como la media * el error estandar (n = 7). Letras diferentes por

renglén indican diferencia estadistica (P<0.05) con la prueba de Tukey.
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En el caso del tratamiento con la infusion de C. paradisi, aunque no se
observé una mejora en la microvasculatura renal, su efecto antioxidante pudiera
estar relacionado de igual manera a un efecto antihipertensivo. Estudios previos
han reportado de que los compuestos polifenoles son responsables de la actividad
antihipertensiva y antioxidante de los materiales vegetales utilizados en la
preparacion de la infusion (Nyman y col., 1998; Diaz- Juarez y col., 2009; Mckay y
col., 2010; Hopkins y col., 2013). Por ejemplo, Diaz- Juarez y colaboradores (2009)
sugirieron que el efecto antihipertensivo de extractos de C. paradisi se asocia a los

flavonoides contenidos como la naringina, compuesto identificado en este trabajo.

Del mismo modo, los polifenoles identificados en la infusion de O. sanctum
tales como el acido rosmarinico también se ha reportado su actividad anti-
hipertensiva a través de la reduccion de la endotelina-1 y la actividad de la ECA en

plasma de las ratas alimentadas con fructosa (Karthik y col., 2011).

Por otra parte, andlisis in vitro indican que los niveles elevados de lipidos
tienen numerosos efectos adversos sobre la funcion mitocondrial, incluyendo el
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y la generacibn de EROs. Esta
situacion se ve agravada debido a que los lipidos también perjudican las defensas
antioxidantes enddégenas (Bakker y col., 2000). Un efecto similar se observé en
este trabajo (Cuadro 15), correlacionando una reduccion de la actividad de las
enzimas antioxidantes (Cuadro 15) CAT, GPX y GST en tejido hepético de los
animales obesos (r’= 0.85, r’= 0.79 y r’= 0.92 respectivamente).
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Cuadro 15. Marcadores de estrés oxidativo en higado de ratas con obesidad

inducida con dieta alta en grasa saturada y fructosa y tratadas con infusiones.

Control Control H. sabdariffa C. paradisi 0.
sano obeso sanctum

TBARS 3.7+0.1° 21.0+2.8 3.3+04° 53+1.1° 3.6+0.3°
(nmol/mg
proteina)

C=0 (nmol 18.2 + 0.5¢ 34.3+0.3° 21.5+0.7° 26.5 + 1.3° 23.3+0.7°
carbonilo/mg
de proteina)

CAT 6.1+0.1° 4.0+0.2° 6.0 + 0.4° 45+0.4° 7.7 +£0.9%
(mmol/min/mg
proteina)

GPX 12.2 +0.2° 10.4 +0.1° 12.5+0.1% 11.8 £0.1% 12.5+0.1%
(mmol/min/mg
proteina)

GST 686.3 £ 31.0° 471.0+27.6° 588.1+329° 491.4+359° 695.7 +40.0°

(umol/min/mg

proteina)

Los valores se expresan como la media + el error estdndar (n = 7). Letras diferentes por renglén en
TBARS y C=0 significa diferencia estadistica (P<0.05) con la prueba de Tukey. Letras distintas por
renglén en la evaluacion enzimatica significa diferencia estadistica evaluada mediante el método de
Dunn’s (P<0.05).
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El tratamiento con las infusiones de H. sabdariffa y O. sanctum recuperé la
actividad de las tres enzimas, CAT, GPx y GST, alcanzando valores similares a los
animales no obesos (Cuadro 15); mientras que, el tratamiento con la infusion de C.
paradisi Unicamente tuvo efecto sobre CAT y GPx, esto en comparacién con el

control obeso.

La mejora en la actividad de las enzimas antioxidantes por el tratamiento con
infusiones puede relacionarse con la presencia de algunos compuestos
cuantificados en este trabajo, como la rutina y el acido cumarico. Se ha reportado
que el tratamiento con estos compuestos mejora la actividad de GPx y GST en el
tejido hepético de ratas con obesidad inducida por dieta alta en grasa saturada
(Hsu y col., 2009).

Otro efecto observado en las ratas obesas fue el incremento en la
peroxidacién de lipidos en higado (expresado como TBARS). Este efecto esta
relacionado con la reduccion en la actividad de sistema antioxidante enddgeno y la
concentracion relativamente alta de acidos grasos facilmente peroxidable en el
tejido hepatico (r’= 0.97).

El consumo de infusiones redujo los niveles de MDA hepético, un marcador
de la peroxidacion lipidica en los tejidos (aproximadamente 84 %), especialmente

en los grupos tratados con infusiones de O. sanctum y H. sabadariffa (Cuadro 15).

Otras moléculas afectadas por la obesidad y la disminucion de las defensas
antioxidantes endoégenas en animales obesos son las proteinas higado. Cuando las
proteinas interactian con las EROs, se formaron compuestos carbonilos reactivos
(abreviado en este trabajo como C=0), los cuales producen glicacion y lipoxidacion
(Gumieniczek, 2005). Este dafio a las proteinas afecta a su funcion y puede causar
cambios negativos en el metabolismo, incluyendo la homeostasis de los lipidos y

los hidratos de carbono.
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De tal manera que con el fin de evaluar si el tratamiento con infusiones tuvo
un efecto protector sobre proteinas de higado de ratas obesas se evalud la
concentracion de C=0 y los resultados se muestran en el Cuadro 15. Las ratas
obesas sin tratamiento mostraron una mayor concentracion de proteinas oxidadas
en comparacion con el control sano, indicando un efecto de la dieta sobre este

marcador de estrés oxidativo.

El tratamiento con las infusiones también disminuy6é la oxidacion de
proteinas en higado en comparacion con control obeso (37 % para H. sabadariffa,
31 % para O. sanctum L., y 22 % C. paradisi). Estos resultados concuerdan con
estudios previos realizados con diferentes extractos de estas plantas. Por ejemplo,
Farombi e Ige (2007) demostraron que un extracto metandlico de H. sabdariffa
administrado a ratas diabéticas inducidas con aloxan disminuye el nivel de

oxidacion proteinas en el higado.
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9. Conclusiones

La ingesta de infusiones elaboradas a partir de H. sabadariffa, O. sanctum y
C. paradisi en ratas con obesidad inducida con dieta alta en grasa saturada y
fructosa ejercié un efecto sobre el metabolismo de lipidos, atenuando la hipertrofia
de adipocitos, asi como su concentracion de triglicéridos y esteatosis hepatica, lo
cual esta relacionado con una menor sintesis de novo de &cidos grasos y un
aumento en la B-oxidacion hepatica, esto a través de la regulacion de la expresion

de genes involucrados en estas vias.

El consumo de infusiones mejor6 el estado de salud de las ratas obesas,
disminuyendo los parametros de resistencia a la insulina, presion arterial,

arterioesclerosis y el estado oxidativo.

No todas las infusiones ejercieron el mismo efecto sobre parametros de
obesidad, por lo cual no pueden ser consideradas por igual como
antiobesogénicas. Sin embargo, todos los tratamientos mostraron un beneficio
sobre alteraciones metabdlicas en ratas obesas, lo que indica que éstas bebidas
son una alternativa viable para contrarrestar las alteraciones causadas por esta

patologia.
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