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RESUMEN

La obesidad se caracteriza por una acumulacion excesiva de grasa producida por
un incremento de la lipogénesis generando un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno. En México, las infusiones se han utilizado desde
tiempos remotos, y en los Ultimos afios se ha destacado su potencial antioxidante y
antiobesigénico. En el presente trabajo se determind el efecto del consumo de
algunas infusiones de uso comun en nuestra poblacion sobre la disminucién de
peso corporal y su actividad antioxidante in vivo, en un modelo de obesidad
inducido con dieta. Se prepararon las siguientes infusiones al 1 %; hierbabuena
(Mentha piperita), manzanilla (Matricaria recutita), alcachofa (Cynara scolymus),
toronja (Citrus Paradise) y té verde (Camellia sinensis) las cuales se proporcionaron
como agua de beber durante 12 semanas. Se cuantifico el contenido de fenoles
totales a las infusiones, asi como su capacidad antioxidante (ABTS), inhibicion de
la oxidacion de LDL y proteinas in vitro. Se cuantific6 el peso corporal cada mes.
Se evalud perfil lipidico en suero, asi como el contenido de triglicéridos en tejido
adiposo e higado. De igual forma, se analiz6 la actividad de enzimas como
catalasa y glutation S-transferasa (GST) asi como la concentracion de glutation
reducido (GSH) en rifién, asi como la proteccion contra dafio renal determinando
peroxidaciéon lipidica, depuracion de creatinina, cuantificacion de urea (suero y
orina), y proteinas en orina y tejido muscular. Los resultados in vitro muestran como
las infusiones de alcachofa y toronja presentaron menor contenido fendlico y
capacidad inhibitoria media mayor respecto a las demas lo que sugiere que la baja
capacidad antioxidante se debe al bajo contenido fendlico. Sin embargo, dentro de
los resultados in vivo estas infusiones presentaron mejor capacidad antioxidante y
proteccion renal presentando niveles menores de TBARS para el caso de
alcachofa, y evitando el incremento en urea y creatinina respecto al control obeso
mostrando que los resultados observados in vitro no siempre reproducen su efecto
in vivo. De igual forma las infusiones de alcachofa y toronja disminuyeron
pardmetros como el peso, LDL vy triglicéridos en tejido adiposo, al igual que
hierbabuena mostrando que las infusiones de alcachofa y toronja fueron mejores
gue las demas infusiones del estudio.



I. INTRODUCCION

Es conocido que hoy en dia la obesidad ocupa un lugar alarmante dentro las
cifras mundiales, ya que ha aumentado el nimero de individuos clasificados con
obesidad, siendo México uno de los paises con mayor prevalencia de esta

enfermedad.

Esta enfermedad crénico degenerativa, que se caracteriza por una acumulacién
excesiva de grasa, repercute en la salud de quien la padece generandole dafios
secundarios que desencadenan otras patologias, tales como afecciones
cardiacas, hipertension, resistencia a la insulina generando diabetes mellitus

tipo Il, dafio renal y hepatico.

El riesgo se genera a partir del proceso inflamatorio que lleva a cabo el tejido
adiposo en individuos con obesidad, debido a la produccién de diversas
citocinas. A la par se genera un estado de estrés oxidativo, en el cual se tiene
un desequilibrio entre enzimas antioxidantes y especies reactivas de oxigeno

(ERO), desencadenando el dafio generado en otros tejidos y 6rganos.

Por esta razon, se ha profundizado en el estudio de compuestos antioxidantes
gue reduzcan el dafio generado en la poblacién con obesidad, previniendo con
ellos el desarrollo de las complicaciones. Entre estos compuestos se
encuentran diversos flavonoides y compuestos fendlicos, contenidos en
diferentes variedades de infusiones, los cuales cobran importancia en
sociedades como la mexicana, ya que en nuestra cultura, el consumo de

diferentes infusiones con enfoque terapéutico tiene una gran relevancia.

Entre las infusiones de mayor consumo en México y a las cuales se les han
identificado compuestos antioxidantes encontramos la manzanilla (Matricaria
recutita) y hierbabuena (Mhenta piperita). Por otro lado en los ultimos afios se

ha incrementado el consumo de alimentos como la toronja y la alcachofa, las



cuales son consumidas por la poblacion para la disminucion de peso corporal;

sin embargo, no se ha determinado el efecto antiobesigénico de sus infusiones.

Con base a lo anterior, surge el interés de evaluar infusiones que se han
utilizado para la disminucion de procesos inflamatorios locales, asi como
aguellas que se han propuesto con capacidad para disminuir el peso corporal.
Ademas, estudios in vitro como la cuantificacion del contenido fendlico han
mostrado que algunas infusiones de consumo en México tienen una
concentracion importante de fenoles, los cuales estan relacionados con la
disminucion de peso corporal. Asi mismo, dichos fenoles poseen una capacidad
antioxidante lo que sugiere que podrian también presentar posibles beneficios a
la salud relacionados con la disminucion del estrés oxidativo crénico, que

sucede en la obesidad y sus complicaciones.

Considerando gue las infusiones mencionadas son ampliamente consumidas en
nuestro pais, la presente investigacion busca determinar si el consumo de
diferentes infusiones herbales tiene algun efecto sobre la disminuciéon en el
peso corporal en un modelo de obesidad inducido por alimentacion en ratas
Sprague-Dawley, de igual forma, evaluar su capacidad en la disminucion de
riesgos secundarios como el estrés oxidativo generado por la acumulacion de
grasa, para mostrar si tienen efecto en la prevencion a generar patologias

secundarias.



II. ANTECEDENTES
1.1 Definicion de obesidad
11.1.1 El problema de la obesidad

La obesidad es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede perjudicar la salud.
Los ultimos célculos de la OMS 2008 indican que a nivel mundial, mas de 200
millones de hombres y casi 300 millones de mujeres son obesos (OMS, 2008).

Aunado a las cifras mundiales, la situacion actual en el pais es de igual forma
alarmante, ya que México ocupa el segundo lugar en obesidad en adultos a
nivel mundial, englobando como los dos factores principales asociados a esta
obesidad, el sedentarismo y exceso en la ingestion de alimentos hipercaloricos,
ricos en grasas y azucares, pero con escasas vitaminas, minerales y otros

micronutrientes.

De igual forma, la fructosa se ha convertido en un componente importante de
nuestra dieta moderna, lo cual, aunado a la dieta alta en grasa, tiene
repercusiones sobre el proceso de lipogénesis y la acumulacion de grasa en un
estado de obesidad (Tappy y L€, 2009).

Por estas razones se considera a la obesidad una pandemia causada en gran
parte por una combinacion de diferentes factores como genéticos, la eficiencia
metabdlica y un ambiente moderno que cuenta con alimentos ricos en calorias,

apetecibles al consumidor y de bajo precio.
11.1.2 indice de masa corporal

El indice de masa corporal (IMC), el cual es el peso en kilogramos dividido por
el cuadrado de la talla en metros (kg/m2), es un indicador simple de la relacién

entre el peso y la talla que se utiliza frecuentemente para identificar el

3



sobrepeso y la obesidad en los adultos, tanto a nivel individual como
poblacional. En los adultos mexicanos, existen 24.2 % de la poblacion
masculina obesa y 34.5 % de la poblacion femenina obesa con un IMC=30
(OMS, 2008).

[1.2. Tejido adiposo

El tejido adiposo representa la principal fuente de acidos grasos libres para el
uso de energia y produccién de calor. Existen dos tipos de tejido adiposo
presentes en los mamiferos: el tejido adiposo blanco vy el tejido adiposo marron,
los cuales no solo tienen funciones diferentes, sino también una composicion y

localizacion celular diferente.

El tejido adiposo blanco constituye la mayor parte de tejido adiposo del cuerpo
proporcionando la mayor parte de la grasa corporal total, a la vez es la fuente
de &cidos grasos libres, utilizados como sustratos energéticos. Es posible
identificar varios subgrupos de tejido adiposo, incluyendo visceral y muscular.
Sus funciones clave son el control del metabolismo a través de la homeostasis
energética y la sensibilidad a la insulina. Ademas, éste afecta el estado de
inflamacion a través de un mecanismo de control mediado por moléculas
antiinflamatorias y la activacion de las vias metabdlicas e inmunitarias (Balistreri
y col., 2010).

1.3 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio persistente entre la
produccion de especies moleculares altamente reactivas y las defensas
antioxidantes, lo cual puede estar relacionado con la acumulacién de grasa en

humanos (Qatanani y Lazar, 2007).

Las especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrdgeno son

ejemplos de radicales libres. Mas del 90 % de la formacion de especies

4



reactivas de oxigeno ocurre en la mitocondria durante el metabolismo de
oxigeno cuando algunos de los electrones directamente reducen a las
moléculas de oxigeno (Gosmanova y Le, 2011). Ademas, las EROs son
sintetizadas en las células fagociticas, asi como en la pared vascular y en
varios tejidos por enzimas como la NAD(P)H oxidasa, mieloperoxidasa, la

xantina oxidasa, la ciclooxigenasa y lipoxigenasa (Figura 1).

Cuando las especies reactivas de oxigeno estan presentes en exceso, éstas
pueden reaccionar con diversas moléculas tales como los lipidos,
carbohidratos, proteinas y el ADN, alterando su estructura y funcion, lo que
resulta en el dafio celular que conduce a procesos patolégicos. Estas
reacciones perjudiciales son controladas por un sistema antioxidante
(enzimatico y no enzimatico) que elimina radicales libres. Entre los principales
antioxidantes enzimaticos se encuentran superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y catalasa (CAT). Entre los
sistemas de defensa antioxidante no enzimaticos se encuentran los
denominados como glutatién, tioles, carotenoides mixtos y los bioflavonoides

(Gosmanovay Le, 2011).

NAD(P)H oxidasa

Desacoplamiento

Mono-oxigenasa P450 eNOS

Xantina oxidasa —p  ® 02 T — Lipoxigenasa

A~ “

Fosforilacion oxidativa Ciclooxigenasa
mitocondrial

SOD

HOC||¢=—— [H,0, —»@

Catalasa
Glutation peroxidasa

| H,O

Figura 1. Sistemas enzimaticos generadores y mediadores de ERO (Modificado
de Sachse y Wolf, 2007).
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[1.3.1 Estrés Oxidativo y su relacion con la obesidad

El estrés oxidativo esta altamente correlacionado con una amplia variedad de
enfermedades inflamatorias y metabdlicas, como la obesidad (Noeman y col.,
2011). Como se menciond, las especies reactivas de oxigeno causan dafio
directo 6 indirecto en diferentes érganos.

Se ha demostrado que la obesidad puede inducir estrés oxidativo sistémico y a
Su vez, éste se ve asociado con una produccion irregular de adipocinas
(Fernandez-Sanchez y col.,, 2011). Durante la obesidad se genera la
acumulacion de tejido adiposo lo que da lugar a un proceso inflamatorio (Figura
2) activado por el aumento de éste en los sitios metabdlicamente activos, lo que
genera un fuerte aumento en los niveles circulantes de citocinas
proinflamatorias, definidas generalmente como adipocinas (Balistreri y col.,
2010).

La sensibilidad en la deteccion de biomarcadores de dafio oxidativo es mayor
en individuos con obesidad y se correlacionan directamente con el indice de
masa corporal (IMC), el porcentaje de grasa corporal, la oxidacion de LDL y los
niveles de triglicéridos; por el contrario, los marcadores antioxidantes de
defensa son mas bajos de acuerdo al grado de obesidad (Fernandez-Sanchez y
col., 2011).
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Figura 2. Papel del estrés oxidativo sobre la inflamacion e induccién de la
sintesis de acidos grasos en un estado de obesidad (Modificado de Schenk y
col., 2008).

Il.4 Patologias secundarias generadas a causa de la obesidad

La obesidad es un factor de riesgo en enfermedades cardiovasculares e

hipertension conllevando a un dafio renal (Pi-Sunyer, 2009).

Dentro de las diversas disfunciones que se presentan durante la obesidad y que
generan estas patologias secundarias se encuentran la resistencia a la insulina,
hiperinsulinemia, hiperglucemia, hiperleptinemia, metabolismo de lipidos
anormales, aumento de presion arterial, entre otras. Una caracteristica
importante es que todas estas patologias se encuentran asociadas al estrés

oxidativo e inflamacion (Do Carmo y col., 2009).
[1.4.1 Dafio renal como consecuencia en la obesidad

El estrés oxidativo generado durante la obesidad se ha sefialado como una de

las causas relacionadas con las lesiones renales. Las especies reactivas de
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oxigeno son moléculas que también generan oxidacion de lipidos, proteinas y
dafio celular en rifidbn promoviendo con ello lesion glomerular y proteinuria
(Figura 3). De igual, forma la inflamacion presente en un estado de obesidad
aunado al estrés oxidativo, inducen dafio al glomérulo y tabulo renal dando

como resultado la disfuncion renal (Tang y col., 2012).

Obesidad P — p
+Factores Genéticos —~ B e 2 Tejido adiposo disfuncional
*Factores Ambientales |« e —— : P
(dieta ,actividad fisica) T — ) +Produccion incrementada de adipocinas
¥ | Inflamacién inicial
Obesidad Central +IL-1,6, TNF-a
\ *RAS Incrementado
A Resistencia a la Insulina of | ‘Reduccionde adiponectina
Hipertension
> TGF-B t ET4 PAI-1/TPA
Leptina Aldosterona® t Vasoconstriccion alterada
IL-1, IL-6
CRP
Activacion de RAAS sistémico | T Estrés Oxidativo
y renal
*Angiotensina Il, AT1R
o *NADPH oxidasa
T Fibrosis *Produccion de ROS
T NO =¥ NOO-
! r
¢ 1. Hiperfiltraciéon Glomerular
Produ_ccn5n 2. Expansion de la matriz/Fibrosis
reducida de NO S s S
3. Danio tubular /intersticial
Disfuncién 3 ‘Abumiiuie
Endotelial & Enformada

Microalbuminuria
Sindrome metabdlico

Enfermedad crénica renal

Enfermedad Crénica del rifién
Enfermedad cardiovascular

Figura 3 .Diferentes mecanismos bajo los cuales se genera dafio renal durante
la obesidad ( Modificado de Sowers, 2007).

[1.5. Infusiones y su repercusion en la obesidad

[1.5.1 Infusiones

El té es una de las bebidas mas populares consumidas en todo el mundo. El
creciente interés en los beneficios que éste aporta a la salud ha llevado a la

incorporacion de sus extractos en los suplementos dietéticos y alimentos
funcionales.



Las prevalencias de sobrepeso, obesidad y diabetes han aumentado con
rapidez en México y las bebidas representan la quinta parte de la energia que
consumen los mexicanos y se sabe que las bebidas con aporte energético
incrementan el riesgo de obesidad. Conociendo ésto y considerando los
beneficios y riesgos para la salud y nutricion al igual que el patron de consumo
de las bebidas en México, se elabor6 una clasificacion de las bebidas en seis
categorias de acuerdo con su contenido energético, valor nutricional y riesgos a
la salud en una escala que clasifica las bebidas de la mas (nivel 1) a la menos
(nivel 6) saludable, dentro de la cual se clasific6 en el tercer nivel a las
infusiones sin azucar (Rivera y Mufoz-Hernandez, 2008), mostrando que el
consumo de infusiones genera beneficios nutricionales y de salud creciendo el
interés de su promocién dentro de la poblacion como alternativa para reducir el
consumo de otras bebidas que promuevan el aumento en los indices de

obesidad.
[1.5.2 Infusiones estudiadas
[1.5.2.1 Té verde (Camellia sinensis)

El té de la planta Camellia sinensis se consume en diferentes partes del mundo
como: té verde, negro u oolong. De todos éstos, los efectos mas significativos
sobre la salud humana se han observado con el consumo de té verde. Durante
el proceso de secado, el té verde mantiene niveles importantes de polifenoles
con propiedades promotoras a la salud considerando que muchos de sus

efectos benéficos estan relacionados con su contenido de catequinas.

El consumo, entre la poblacion, a largo plazo de las catequinas del t& muestran
beneficios contra la obesidad, diabetes tipo 1l y enfermedad coronaria (Chacko y
col., 2010). Las catequinas y polifenoles del té son eficaces contra las especies
reactivas de oxigeno in vitro y también pueden funcionar como antioxidantes
indirectamente a través de sus efectos sobre los factores de transcripcion y las

actividades enziméaticas. En los seres humanos, se han observado aumentos de
9



la capacidad antioxidante del plasma tras el consumo del té verde y sus
catequinas. Con ello, los efectos del té verde sobre los biomarcadores de estrés
oxidativo, parecen muy prometedores en modelos animales (Higdon y Frei,
2003).

De igual forma, el efecto del consumo de catequinas de té verde en voluntarios
humanos sanos (500 mg / dia) durante 4 semanas mostré una reduccion del 18
% en la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad en plasma, en
comparacion con individuos que no las consumieron (Yang y col., 2009). Estas
evidencias muestran asi el efecto benéfico que tiene el té verde sobre
alteraciones que pueden presentarse durante la obesidad, conociendo que en
su mayoria su acciéon se debe al contenido de polifenoles encontrados en éste

siendo posible dilucidar un mecanismo de accion bajo el cual generan su efecto.
[1.5.2.2 Infusion de manzanilla (Matricaria recutita)

La manzanilla es uno de los ingredientes mas populares utilizados en la
preparacion de infusiones. La infusiébn de manzanilla se utiliza frecuentemente
para varios fines medicinales como enfermedades del tracto gastrointestinal,

colitis y gastritis (Rodriguez-Fragoso y col., 2008).

Se han identificado aproximadamente 120 metabolitos secundarios en la
manzanilla, entre ellos 36 flavonoides. Componentes importantes de las flores
incluyen varios compuestos fendlicos, principalmente los flavonoides apigenina,
quercetina, patuletina como glucésidos y diversos derivados acetilados. Entre
los flavonoides, la apigenina es el compuesto mas estudiado y esta presente en
muy pequefas cantidades como apigenina libre, pero sobre todo existe en
forma de glucésidos diferentes (Srivastava y col., 2010). La manzanilla,
ademas, contiene cumarinas, aceites esenciales y camazuleno conociendo que
las cumarinas y los flavonoides son solubles en agua caliente. (Rodriguez-

Fragoso y col., 2008).

10



De acuerdo a lo reportado en la bibliografia se sabe que estos compuestos
presentan actividad supresora de dafio oxidativo en membranas, proteinas y
ADN al inhibir la actividad de radicales libres y contribuyen a la proteccion
contra trastornos crénicos de salud como la aterosclerosis e hipertension (Kato
y col., 2008).

[1.5.2.3 Infusion de hierbabuena (Mentha piperita)

Mentha piperita es una de las plantas cominmente usadas en el tratamiento de
la gripe, bronquitis, fiebre, néuseas, voémitos presentando actividad
antimicrobiana y antioxidante (Barbalho y col., 2009), sin embargo no es

conocido su consumo para el tratamiento de dislipidemias.

Esta planta se consume normalmente en forma de infusion sin embargo se han
observado algunos efectos benéficos (reduccion significativa de los
triacilgliceroles y aumento de HDL-c) con el consumo del jugo de las hojas.
Existen también estudios donde se muestra que la administracion de Mentha
piperita como tratamiento genera una reduccion en la ganancia de peso en
ratas Wistar (Barbalho y col., 2009).

Cabe resaltar que muchos estudios se han llevado a cabo para investigar los
beneficios para la salud de varias especies de Mentha y son los compuestos
fendlicos los responsables al menos de los efectos antioxidantes vy
antiperoxidantes de éstas (Ka y col., 2005) gracias a que presentan actividad en
el arresto de radicales lo cual también se asocia asociado al contenido de
terpenoides y otros componentes y no solo compuestos fendlicos como los
flavonoides. También se ha sugerido que compuestos como el carveol pueden
permanecer acomplejado con metales de transicion, que contribuyen a las

propiedades de arresto de radicales (Samarth y col., 2006).

Ademas, se han identificado componentes como acetaldehido, alcohol amilico,

ésteres de mentilo, limoneno, pineno, felandreno, cadineno y el sulfuro de
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dimetilo. Dentro de los componentes mas estudiados se encuentran el alfa-
pineno, sabineno, terpinoleno, ocimeno, gamma-terpineno y otros (Rodriguez-

Fragoso y col., 2009).
[1.5.2.4 Infusion de toronja (Citrus paradise)

La infusibn de toronja es una bebida preparada a partir del fruto seco o
liofilizado colocado en el agua en ebullicibn. Dentro de los componentes
principales encontrados en la toronja estan la naringenina, la cual es una
aglicona de la naringina, siendo de los flavonoides méas abundantes encontrado
en la toronja. La naringenina, que es responsable del sabor amargo del fruto, ha
sido ampliamente estudiada en los Ultimos afios. Estudios in vivo han
demostrado que la naringenina reduce los niveles circulantes de lipoproteinas
de baja densidad (LDL) en un 17 % en pacientes con hipercolesterolemia
(Goldwasser y col., 2010).

De igual forma se ha encontrado otro compuesto principal denominado
Nootkatona responsable también de algunos de los efectos de la toronja sobre
la disminucién del peso corporal. Esta genera la activacion de la protein cinasa
activada por monofosfato de adenina (AMPK) in vivo e in vitro generando la
oxidacion de &cidos grasos ya que al inducir la fosforilacion de la protein cinasa
(AMPK) y de la Acetil-CoA carboxilasa (ACC) generando una disminucion en el
peso corporal de ratones. Ademas ha mostrado tener la capacidad de atenuar

el aumento de leptina en plasma (Murase y col., 2010).
[1.5.2.5 Infusion de alcachofa (Cynara scolymus)

Los principales constituyentes de los extractos de alcachofa son &cidos
hidroxicinamicos como el acido clorogénico, cafeico, feralico y flavonoides tales

como luteolina y glucosidos de apigenina (Azzini y col., 2007).
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Respecto a la informacion relacionada con las propiedades de la alcachofa, se

ha demostrado el efecto antioxidante y protector de la alcachofa en cultivos
primarios de hepatocitos de rata. El &cido clorogénico y la cinarina representan

una parte del principio antioxidante de los extractos (Gebhardt, 1997).

También se ha reportado la capacidad de estos extractos para reducir los
niveles de lipidos plasméticos, incluyendo el colesterol total (Bundy y col., 2008)
y se ha observado la capacidad de estos extractos de hojas de alcachofa para
inhibicion la oxidacion de LDL (Wider y col., 2009).

Con base en lo anterior se ha demostrado que las infusiones tienen la
capacidad de disminuir estados oxidantes y de inflamacién, asi como algunas
alteraciones relacionadas con la obesidad, la cual es considerada un estado
inflamatorio crénico. Sin embargo se tiene poca informacion respecto al efecto
de las infusiones sobre la ganancia de peso y grasa visceral que se genera
durante la obesidad, asi como, sobre las patologias secundarias generadas

como consecuencia del estado de obesidad como lo es el dafio renal.
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IV. HIPOTESIS

Las infusiones utilizadas en el estudio controlan el desarrollo de las alteraciones
renales en procesos inflamatorios crénicos como la obesidad debido a su
capacidad antiobesigénica y antioxidante, lo cual, podria tener beneficios
disminuyendo la generacion de patologias secundarias durante la obesidad.

14



V. OBJETIVOS
V.1 General

Determinar el efecto del consumo de las infusiones al 1% sobre las alteraciones
renales inducidas por una dieta alta en grasa saturada y fructosa en ratas

Sprague-Dawley.
V.2 Especificos

e Determinar la concentracion del contenido de compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante de las diferentes infusiones utilizadas.

o Evaluar el efecto del consumo de las infusiones al 1% sobre la reduccion

de parametros de obesidad en ratas Sprague Dawley obesas.

e Estudiar la capacidad de las infusiones para regular parametros

relacionados con el estrés oxidativo en el rifion de ratas obesas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Materiales

VI.1.1 Infusiones utilizadas

Se utilizaron 3 diferentes infusiones de las siguientes marcas comerciales:
manzanilla (Matricaria recutita) de la marca Lagg's, té verde (Camellia sinensis)
de la marca Lagg’s y hierbabuena (Menta piperita) de la marca Therbal. Las
infusiones de alcachofa (Cynara scolymus) y toronja (Citrus Paradise) se

prepararon a partir de frutos previamente liofilizados.

Las infusiones se prepararon adicionando 100 mL de agua destilada en un
matraz, el cual se calenté hasta ebullicién, se retir6 y se agreg6 1 g de la hoja o
fruto seco para posteriormente dejar reposar por 15 minutos, se filtr6 usando un

papel filtro Whatman No. 4 y se dej6 enfriar.

VI.1.2 Material biolégico utilizado

Se utilizaron 63 ratas macho Sprague-Dawley provenientes de Rismart S.A de
C.V., de seis semanas de edad, con un peso promedio de 250 g. Se colocaron
en un bioterio acondicionado, manteniéndolas con periodos de luz y oscuridad

de 12 hr durante la fase experimental con acceso ad libitum al agua y alimento.

VI.1.3 Dieta

La dieta administrada a los animales consisti6 en una proporcion alta en
carbohidratos simples (fructosa) y grasa saturada. El contenido caldrico de la
dieta fué de un total de 433.53 Kcal. La dieta se preparo de la siguiente manera:
50 % de alimento base al cual se le adicion6 5.7 % de manteca de cerdo, 8 %
de aceite de coco, 10.8 % de caseina, 23 % de fructosa, 0.7 % de vitaminas y

1.8 % de minerales obteniéndose el siguiente contenido nutrimental: 18.2 % de
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proteinas, 47.1 % de carbohidratos y 34.7 % de lipidos (20.8 % saturados, 7.7

% monoinsaturados y 4.5 % poli insaturados).

El alimento base utilizado (croqueta comercial para rata marca Harlan Teklad
LM-485) se moli6 y posteriormente se mezcld con cada uno de los ingredientes

mencionados en la dieta final.

Para el grupo control sano se administré una dieta de alimento base (molido)
solamente, el cual contenia un porcentaje de 19.92 % de proteina, 5.67 % de
grasay 4.37 % de fibra con un contenido cal6rico de 342.9 Kcal.

VI.2 Métodos
VI1.2.1 Determinaciones a las infusiones

VI.2.1.1 Determinacién de fenoles totales por el método de Folin —

Ciocalteu

En un vial de vidrio se adicionarén 20 pyL de cada una de las infusiones, se
completé a 250 pyL con agua destilada, posteriormente se adicionaron 125 pL
del reactivo de Folin (1 N) y se agitaron con vortex por 5 minutos. Enseguida se
agregaron 625 uL de Na,CO; al 20 % y se dejaron reposar durante 2 horas en
la oscuridad. Transcurrido este tiempo se cargaron 300 yL de cada uno de los
tubos en un lector de microplaca modelo Versa Max Turnable Reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) y se leyeron en un espectrofotbmetro
a 760 nm. Los resultados se expresan como mg equivalentes de acido galico

por g de muestra.
VI.2.1.2 Determinacion flavonoides totales

De cada una de las infusiones se colocaron 50 pyL en una microplaca de ELISA,
seguido de la adicion de 180 uL de agua destilada y finalmente se adicionaron

20 pL de la solucién 2-aminoetildifenilborato al 1 %. Inmediatamente después,

17



las muestras se leyeron en un lector de microplacas modelo Versa Max
Turnable Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) a 404 nm. Los

resultados se expresan como mg equivalentes de rutina por g de muestra.
VI.2.1.3 Determinacion de taninos condensados

De cada una de las infusiones se agregaron 50 pL en una microplaca de ELISA,
posteriormente se adicionaron 200 yL de una solucion 1:1 de (+) catequina
(HCL al 8 %: vainillina al 1 %) para preparar el blanco se adicionaron 50 yL de
agua destilada y 200 pL de HCL al 4 %. Finalmente, las muestras se leyeron en
un lector de microplacas modelo Versa Max Turnable Reader (Molecular

Devices, Sunnyvale, CA, EUA) entre 492-540 nm de absorbancia.

VI.2.1.4 Determinacion de la capacidad antioxidante por el método
ABTS

Para determinar la capacidad antioxidante se utilizé el método de ABTS, con el
cual es posible evaluar cuantitativamente la capacidad de los compuestos de
eliminar radicales como el ABTS. Se preparé una solucién con 5 mL del radical
ABTS (7mM) y 88 UL de persulfato de potasio (140 mM). Esta se almacend en
refrigeracion (protegida de la luz) por 12 hr hasta su uso. Se mezclaron 500 pL
de la solucion concentrada de ABTS con 20-25 mL de etanol para obtener una
absorbancia de la dilucién de 0.7+0.2 a una longitud de onda de 734 nm en un
lector de microplacas modelo Versa Max Turnable Reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA). Para el blanco se adicionaron 230 pL de etanol + 20 uL
de agua destilada, como control 230 uL de ABTS + 20 yL de agua destilada y
para las muestras se colocaron 230 yL de ABTS + 20 pyL de la muestra. Las
absorbancias se midieron al minuto cero y a los 6 minutos a 734 nm. Los
resultados son expresados como la concentracion media necesaria para

generar la inhibicion del radical (IC50) en unidades de mg/g.
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VI1.2.1.5 Determinacion de la oxidaciéon de LDL in vitro

Se obtiene la fraccion de LDL a partir de suero utilizando el reactivo precipitante

siguiendo la metodologia marcada en el kit (Lincon Laboratorios).

Para el ensayo, se colocaron 200uL de LDL precipitada en tubos coénicos,
100pL de CuSO, 5mM, para completar el volumen a 1 mL con amortiguador de
fosfatos pH 7.4. Se incubaron a 37° C durante 3 horas. Transcurrido el tiempo
de incubacion se adicioné 1 mL de TBA (&cido tiobarbitarico) 0.37 % y 1 mL de
TCA (acido tricloroacético) 0.15 %. Se colocaron a ebullicion durante 20
minutos y para posteriormente finalizar la reaccion se adicioné a cada tubo 2
mL de butanol, se centrifugaron a 4500 rpm durante 10 minutos. Finalmente, se
tomé la fase superior y se leyé en un espectrofotbmetro a 532 nm. Los
resultados se expresaron de acuerdo al porcentaje de inhibicién que se calculd
de la siguiente forma:

% Inhibicibn = Abs blanco - Abs muestra x 100

Abs blanco
VI.2.1.6 Determinacién de la oxidacién de proteina in vitro

Uno de los métodos para la deteccion de grupos carbonilos se realiza a través
de su reaccion con DNPH (2,4-Dinitrofenilhidrazina) seguido de la cuantificacion
espectrofotométrica de las hidrazonas acidas formadas a 370 nm. Se colocé en
un tubo cénico la diluciébn correspondiente de infusion de acuerdo las
concentraciones a manejar, 80 uL de albumina, 80uL de FeCl; 250 mM y 2 pL
de H,0, al 30 %. Se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente se

adicionaron 200 pL de DNPH 10 mM en HCI 2M y se agitd e incub6 1 hora a
37°C. Después se agrego6 a cada tubo 325 pL de TCA al 50 % y se incubaron a
4°C por 10 minutos. Se centrifugaron a 3000 gravedades (g) por 10 minutos. En
el siguiente punto se elimind el sobrenadante y se lavd la pastilla formada 3
veces con etanol-acetato de etilo 1:1 y se centrifugaron los tubos entre cada
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lavado a 11000 g por 3 minutos. Después del ultimo lavado se retird el
sobrenadante y se dej6 evaporar el solvente del precipitado. Se disolvié éste en
1 mL de solucion de guanidina 6M resuspendida en amortiguador de fosfato de
potasio 25 mM pH 6.5 (ajustado con acido trifluoroacético 0.1 %) y se incubo a
37°C por 15 minutos. Finalmente se centrifugaron a 12000 g durante 10
minutos a 4°C y se leyo la fase superior a 370 nm utilizando guanidina como
blanco. Los resultados se expresaron en mg de restos de carbonilo/g de

infusion.
VI.2.2 Estudios in vivo
VI.2.2.1 Tratamiento

Se formaron 7 grupos experimentales los cuales consistieron en un grupo como
control negativo (dieta estandar), otro como control de obesidad, y los grupos
bajo tratamiento; té verde, manzanilla, hierbabuena, alcachofa y toronja. El
control de obesidad y los tratamientos se alimentaron con una dieta alta en
grasa. El tratamiento con las infusiones en lugar de agua inici6 de manera
conjunta con la dieta alta en grasa. El experimento se llevo a cabo durante 12

semanas. Transcurridas éstas se sacrificaron los animales.
VI.2.2.2 Mediciones semanales

Se monitored el peso corporal y crecimiento para cada una de las ratas,
tomando como referencia la longitud, desde la nariz al ano. Con estos datos se
determino el indice de masa corporal.

V1.2.3 Sacrificio

Previo al sacrificio, los animales se mantuvieron en ayuno de 12 horas. Durante
el sacrificio se llevé a cabo la recoleccion de orina y de igual forma se colecto
una muestra de sangre por puncion cardiaca, se centrifugd por 10 minutos

separando el suero el cual se almaceno6 en tubos Eppendorf.
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De igual forma se extrajeron diferentes tejidos y érganos tales como: tejido
adiposo visceral, higado, musculo y rifién. Estos se lavaron inmediatamente con
solucién fisiologica y se congelaron en nitrégeno liquido, para después

almacenarse a -70°C hasta su posterior uso.
VI.2.4 Determinaciones en muestras biologicas

VI.2.4.1 Determinacion del efecto de las infusiones sobre el modelo de

obesidad inducida
VI.2.4.1.1 Peso corporal e indice de masa corporal (IMC)

Se realiz6 la medida del peso corporal y se calculé con este dato el indice de
Masa Corporal (IMC) para evaluar el peso corporal con respecto a su estatura,
para lo cual se midié el peso de cada animal en kilogramos y la distancia naso-

anal en metros. Los calculos se realizaron en base a la siguiente formula:
IMC = peso corporal (kg) / distancia naso-anal (m)?
VI.2.4.1.2 Perfil de lipidos

En el suero colectado se midieron los niveles sanguineos de triglicéridos,
colesterol LDL, colesterol HDL y colesterol total, utilizando kits enzimaticos Lipid
Profile (marca RANDOX Laboratories LTD).

VI.2.4.1.3 Determinacion de triglicéridos en tejido adiposo

Para la extraccion de los triglicéridos del tejido adiposo se utilizé el método de
Folch (1957). Se tomé aproximadamente 0.5 g de tejido y se homogeniz6
mediante un pistilo con un pequeifio volumen de mezcla de solvente
(cloroformo: metanol 2:1), luego se llevé hasta un volumen de 7.5 mL con la
misma mezcla. El tiempo de homogenizacion fue de 3 minutos. Posteriormente,

la muestra se paso a un tubo Falcon provisto de un embudo con papel filtro. Se
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filtr6 y enjuagd con 2 mL de la mezcla de solventes. Se midio el volumen del
extracto crudo total y se le adicion6 un quinto del volumen de FSSPSS
(cloroformo: metanol: agua, 3:48:47 con 0.02 % de CaCl2). Se homogeniz6 con
una varilla de vidrio, la cual se lavo con 0.25 mL de FISP (cloroformo: metanol:
agua, 86:14:1). Se dejo reposar y se retir0 la fase superior mediante una pipeta
Pasteur. La fase inferior se lavé 3 veces con 0.75 mL con FSSP (cloroformo:
metanol: agua, 3:48:47). A la fase inferior se le adicionaron 0.25 mL de metanaol,
se homogenizo y se lavé el tubo y la varilla de vidrio con 0.5 mL de cloroformo y
finalmente se homogeniz6 nuevamente. Para la determinacion de triglicéridos
se utilizé un kit enzimatico Lipid Profile, de la marca RANDOX Laboratories
LTD. El contenido de triglicéridos en el tejido adiposo se expresé como mg/g de
tejido.

VI.2.4.1.4 Determinacion de triglicéridos en higado

Para esta determinacion se tomaron 100 mg de tejido hepéatico y se adiciond 1
mL de una solucién 2:1 de KOH al 30% y etanol absoluto para posteriormente
ser homogenizado en un Polytron (Kinematica, Suiza). Las muestras
homogenizadas se incubaron por un minimo de 12 hr a 55°C en agitacion.
Pasado el tiempo de incubacion se les adicioné un volumen de una solucion 1:1
de etanol y agua destilada para centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos a
4°C. Se recuper6 el sobrenadante, se agregd un volumen de una solucién 1M
de MgCl, y se incubaron por 10 minutos en hielo. Finalmente, las muestras se
centrifugaron durante 15 minutos a 13000 rpm, se recupero el sobrenadante y
se determind el contenido de triglicéridos mediante el kit enzimatico Lipid Profile
(marca RANDOX Laboratories LTD). El contenido de triglicéridos en el higado
se expresé como mg/g de tejido.
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VI.2.4.2 Determinacion del efecto del consumo de infusiones sobre

parametros relacionados con alteraciones renales.
VI1.2.4.2.1 Determinacion de proteina en orina

Para la cuantificacion de proteina en orina se utilizé el método de Bradford. El
ensayo esta basado en la union a la proteina (a la maxima absorbancia, 465-
595 nm) de una solucion acida de Coomassie Brilliant Blue G 250. Las
interacciones hidréfobas, al igual que las idnicas, estabilizan la forma anionica
del tinte, causando un cambio visible en color. Para realizarla se procedidé a
realizar la curva estandar con albumina sérica bovina (BSA), con la cual
posteriormente se calcularon las concentraciones de las muestras. Se
colocaron 50 pL de la muestra en una microplaca, se le adicion6 200 uL del
reactivo de Coomassie y se leyé a 595 nm en un lector de ELISA modelo Versa
Max Turnable Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

VI.2.4.2.2 Determinacion de creatinina

La determinacién de creatinina se realizdé en orina y suero, empleando un kit
Randox el cual se basa en el principio de que la creatinina en solucion alcalina
reacciona con acido picrico para formar un complejo coloreado. La cantidad del
complejo formado es directamente proporcional a la concentracién de
creatinina. La determinacion en suero se realiz6 directamente sin diluciéon y para
el caso de la orina se diluy6é 1:49 con agua destilada. El reactivo de trabajo se
prepar6 mezclando volumenes iguales de las soluciones Rla y Rlb que
contiene el kit. Para llevar a cabo el ensayo se coloc6 en una celda de cuarzo
de 1 mL el reactivo de trabajo preparado y 0.1 mL de la muestra, se mezclé por
inversion y se leyo la absorbancia inicial al cabo de 30 segundos a 492 nm y
exactamente 2 minutos después la absorbancia final. La concentracion que se
consider6 de acuerdo al kit para el patron fue de 2 mg/dL para el suero y 100

mg/dL para la orina. Los resultados fueron calculados con la siguiente férmula:
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Concentracion de Creatinina = A Abs Muestra X concentracion patron
A Abs Patrén

VI1.2.4.2.3 Determinacion de urea

El ensayo para la determinacion de urea se llevo a cabo en suero y en orina
empleando un kit de la compafia Randox, el cual se basa en el principio de
hidrélisis de la urea en presencia de agua y ureasa para producir amoniaco y
diéxido de carbono. Para el ensayo se mezclaron las soluciones Rla y R1b que
contiene el kit, mezclando todo el volumen para tener el reactivo de trabajo.
Después se adicion6 1 mL del reactivo de trabajo en una celda de cuarzo y 10
uL de la muestra (suero, orina 6 patrén). Se mezclaron por inversion y se leyo la
absorbancia inicial a los 30 segundos a 340 nm y exactamente 1 minuto
después se leyd la absorbancia final. Los resultados se expresan como mg/dL
en el caso del suero y mg/24 horas en el caso de la orina. La concentracion que
se consider6 de acuerdo al kit para el patrén fue 80 mg/dL. Los resultados se

calcularén con la siguiente férmula:

Concentracion de Urea = A Abs Muestra X concentracion patron
A Abs Patrén

VI.2.4.2.4 Determinacion de enzimas antioxidantes
VI1.2.4.2.4.1 Preparacion de citosoles para catalasa

Se tomaron 0.5 g del tejido de rifidn, el cual se homogenizé en un Polytron
(Kinematica, Suiza), con 5 mL de la solucion amortiguadora de fosfatos 50 mM
pH 7, que contenia EDTA 0.5 mM, Triton 0.5 % y etanol 1 %. Después se
centrifugaron a 800 g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se almacend
en tubos Eppendorf a -70° C hasta su andlisis.
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VI1.2.4.2.4.2 Determinacion de la concentracion de proteina en los

citosoles

La cuantificacion de proteina presente en los citosoles se realizo por el método

del acido bicinconinico (BCA), empleando un kit de la marca Pierce.

Las diluciones de citosoles fueron 1:50 para un volumen final de 200 L. Para el
ensayo se tomaron 50 yL de la dilucion de las muestras de citosoles en una
placa de 96 pozos y se adicionaron 250 L de la solucion de trabajo (50 partes

del reactivo A + 1 Parte del reactivo B). Se incubaron por 30 minutos a 30°C.
Posteriormente se leyeron a 563 nm en un lector de ELISA modelo Versa Max
Turnable Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). La curva estandar

se realiz6 empleando la proteina albumina sérica bovina.
VI.2.4.2.4.3 Determinacion de la actividad de la catalasa

Para el ensayo se prepararon las soluciones de perdxido de hidrégeno (10 mM
y 20 mM) para lo cual se diluyeron 20 L de peroxido de hidrogeno (H;O,) en
un 1 mL de solucién amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH 7). Para determinar
la concentracion de la dilucién y obtener la molaridad deseada, se ley6 a 240
nm calculando la concentracion actual de peréxido de hidrégeno con la

siguiente formula:
H202 mmy = (A 240) / (0.0436)

Después se procedid a realizar la curva estandar, preparando una serie de
soluciones de H,O, 10 mM : 0, 125, 250, 500 y 750 puL aforando a un volumen

final de 1 mL con la solucién amortiguadora de ensayo (soluciéon amortiguadora
de fosfatos 50 mM, pH 7).

Para llevar a cabo la reaccion de catalasa, se preparo una dilucion 1:50 para un

volumen total de 500 puL de los homogenados citosolicos preparados
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previamente en solucion amortiguadora de ensayo. A las muestras se les
adiciono 500 yL de H,O, 20 mM. A los 3 segundos, las muestras se midieron a
240 nm y después en intervalos de 5 segundos durante 30 segundos para un
total de 7 lecturas en la cinética. Los resultados se expresaron como U/mg de

proteina.

VI1.2.4.2.4.4 Preparacion de citosoles para glutation reducido (GSH)
y glutation S-transferasa (GST)

Para preparar los homogenados citosoélicos se pesaron 0.5 g de rifion en un
tubo conico, se adicionaron 3 mL de solucién amortiguadora Tris/Sacarosa, pH
7 y se homogenizaron con un Polytron (Kinematica, Suiza). Después se
centrifugaron a 8000 g durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se recuperé
y transfirid a una celda de ultracentrifuga (Beckman Optima L90K), y se
centrifugaron a 100,000 g durante 1 hora. Se transfirié el sobrenadante a tubos

Eppendorf y los citosoles finales se almacenaron a -70°C hasta su andlisis.

VI.2.4.2.4.5 Determinaciéon de la concentracion de glutation
reducido (GSH)

La determinacion de la concentracion se basa en la reduccién del acido 5,5-
ditiobis dinitro benzoico (DNTB) a acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) por el grupo
SH.

Para la curva estandar, las soluciones se adicionaron en el siguiente orden:
solucion amortiguadora TRIS-EDTA (Tris 0.2 M, EDTA 0.02 M, pH 8.2), solucion
de trabajo inicial para la curva estandar de GSH, metanol y solucion de DNTB
(acido 5, 5°-ditiobis-2-nitrobenzoico, 2.46 mM). Las soluciones se incubaron
durante 5 minutos y se leyeron a 412 nm en el lector de microplacas modelo

Versa Max Turnable Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).
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Para las muestras se utilizaron los citosoles previamente preparados. A estos
se les precipitd la proteina de acuerdo a la siguiente metodologia: Se
adicionaron 120 yL de agua destilada en un tubo Eppendorf, 150 yL de citosol
concentrado y 30 uL de TCA al 20 %, se dejaron reposar por 30 minutos a 4°C,
para posteriormente centrifugarse a 8000 g por 5 minutos a 4°C y recuperar el
sobrenadante. De éste se tomaron 50 yuL y se colocaron en una placa de 96
pozos, se adicionaron 150 yL de solucion amortiguadora TRIS-EDTA, 80uL de
metanol y 20 yL de DNTB, se incubaron durante 5 minutos y finalmente se

leyeron a 412 nm en el lector de microplacas modelo Versa Max Turnable
Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Los resultados se

expresaron como pug de GSH/ mg de proteina.

VI.2.4.2.4.6 Determinacién de la actividad glutation S-transferasa
(GST)

Para realizar esta determinacion se utiliz6 el método basado en la reaccion
catalizada por la enzima glutation-S-transferasa entre GSH y el sustrato CDNB

(1-cloro,2,4-dinitrobenceno).

Para el ensayo, se tomaron 50 L de los citosoles previamente preparados, se
colocaron en una placa de 96 pozos, se adiciond 100 uL de la solucion de
trabajo de GSH 3 mM y 150 plL de la solucién de trabajo CDNB 2 mM. La placa

se ley6 inmediatamente a 340 nm (25°C) durante 2 minutos, con periodos de 20

segundos. Los resultados se expresaron como nmol/mg de proteina*min.
VI.2.4.2.5 Determinacion de la peroxidacion lipidica en rifion

Este ensayo se utiliza para determinar el nivel de sustancias reactivas al acido
tiobarbitdrico (TBARS) segun lo descrito por Ohkawa y col. (1979).

Dentro del procedimiento se tomaron 100 mg de tejido en un tubo Eppendorf y

se les adicion0 1.2 mL del amortiguador de fosfatos con KCI (1.17 %), pH 7.4,
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0.01 M. El tejido se homogenizé y se centrifugd a 1600 rpm durante 5 minutos a
4° C. Una vez recuperado el sobrenadante, se centrifugé nuevamente a 10,500
g durante 20 minutos a 4° C. Del sobrenadante se tomaron 850 pL en un tubo
conico y se agregaron 150 yL del amortiguador de fosfatos 0.1 M a pH 7.4.
Después se adicioné 1 mL de TBA 0.67 % y 1 mL de TCA al 10 %, se agitaron
en vortex y se colocaron en agua en ebullicion durante 20 minutos. Transcurrido
el tiempo se colocaron en hielo para detener la reaccion. Finalmente se agrego
2.5 mL de butanol y se centrifug6é a 4500 rpm durante 10 minutos. Se tomo la
fase superior la cual se ley6é a 532 nm tomando como blanco el butanol. Los

resultados se expresaron como nmol /mg de tejido.
VI.2.4.2.6 Cuantificacidon de proteinas en musculo

Para realizar la determinacion de proteina en musculo se pes6 100 mg de tejido
muscular, el cual se homogenizé en una solucion de extraccion de proteinas
(2mL) utilizando un Polytron (Kinematica, Suiza). El homogenado se incub6 por
45 minutos a 4°C con agitacion. Posteriormente las muestras se centrifugaron a
13500 rpm durante 30 minutos. Finalmente, se recupero el sobrenadante al cual

se le determind proteina mediante el método de Bradford.
VII. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos se calcularon las medias
+ desviacion estandar, y éstas se utilizaron para realizar un analisis de varianza

(ANOVA) y obtener asi diferencias estadisticamente significativas.

Finalmente se realiz6 una comparacion de todas las medias por el método de
Tukey con valor significativo de p<0.05. Para realizar las pruebas estadisticas

se utiliz6 el software estadistico JMP version 5.0.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSIONES

VIIl.1. Composicion de compuestos fendlicos totales en las infusiones
herbales estudiadas.

Las plantas herbales son una fuente importante de sustancias benéficamente
activas para el cuerpo humano. Estas sustancias incluyen, entre otras,
flavonoides, éacidos fendlicos y sus derivados taninos, ademas de aceites
esenciales y vitaminas (Rusaczonek y col., 2007).

Por esta razén fue importante determinar la concentracion de estos compuestos
fendlicos en las infusiones herbales estudiadas para analizar su posterior
efecto. En la figura 4 se muestran los resultados de la concentraciéon total de
fenoles, flavonoides y taninos en las infusiones estudiadas. Respecto al
contenido de fenoles, el té verde fue la infusion que presentd6 mayor
concentracion con 127.54 mg eq. de acido gélico/g, seguida de la infusion de
hierbabuena con 43.14 mg eq. de acido galico/g y manzanilla con 15.43 mg eq.
de acido galico/g. Esta misma tendencia fue reportada por Moraes (2008) quien
encontro valores similares a los de este estudio con un valor aproximado de 17
mg eq. de &cido galico/g para manzanilla y 34 mg eq. de acido gélico/g
aproximadamente para hierbabuena. De igual forma, Katalinic y col. (2006)
reportaron mayor concentracion de fenoles en la infusion de hierbabuena

seguida de manzanilla.

En el caso de las infusiones de alcachofa y toronja se observé una
concentracion muy baja de fenoles (9.96 mg eq. de acido gélico/g y 5.49 mg eq.
de é&cido galico/g, respectivamente). Gido y col. (2007) reportan valores de
0.220 = 0.003 g eq. de acido galico/L para la infusion preparada a partir de
polvo de alcachofa, 0.160 + 0.073 g eq. de acido galico/L para una infusion
preparada calentando el agua y después adicionando las hojas y 0.205 = 0.014
g eq. de acido galico/L para una infusion preparada al hervir el agua junto con

las hojas, que considerando las condiciones en que se prepararon las
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infusiones (1 g/110 mL) del estudio de Giéao y col., los resultados se pueden
expresar en mg eg. de acido galico/g lo que equivale a 24.20, 17.60 y 22.55 eq.
de acido gdlico/g respectivamente. Estos resultados muestran una mayor
concentracion respecto al resultado obtenido en nuestro ensayo, con lo cual
podemos inferir que diversos factores pueden afectar el contenido de fenoles
totales encontrados en las infusiones tal es el caso de alcachofa en el cual
podria influir la variedad del material vegetal, las condiciones climaticas, asi
como la preparacion de las infusiones. Sin embargo, es importante destacar

que los valores obtenidos de fenoles totales son bajos respecto al té verde.
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Figura 4. Concentracion de fenoles totales (a), flavonoides (b) y taninos (c) en
las infusiones estudiadas. TV (Té verde marca Lagg’s); ML (Manzanilla marca
Lagg’s); HB (Hierbabuena marca Therbal); 1A (Infusion de alcachofa); IT
(Infusién de toronja). Los valores representan la media + E.E. Las siglas ND
representan No Detectado. Letras diferentes indican diferencia estadistica
significativa entre infusiones (p<0.05), evaluado por la prueba de Tukey.
Respecto al valor obtenido en flavonoides y taninos se puede observar que el
tipo predominante de fenoles en la infusion de manzanilla son los flavonoides
(150.46 + 8.70 mg eq. de rutina/g), comparado con su contenido de taninos
(3.007 + 0.002 mg eq. de catequina/g), valores que concuerdan con lo
publicado por Pizarro y col. (1994) quienes reportan un bajo contenido de
taninos en la infusion de manzanilla ( <10 mg de acido tanico/ g) atribuyendo el
resto del contenido fendlico a los flavonoides, que a pesar de ser un estandar

diferente se sigue la misma tendencia.

Respecto a la infusion de alcachofa se puede observar el mismo patrén que en
la infusion de manzanilla, el contenido de flavonoides (125.46 + 2.76 mg eq. de
rutina/g) es elevado respecto a los taninos, los cuales no lograron ser
detectados con el ensayo utilizado. Estos datos concuerdan con informacion
previa, tal como lo mencionan Mulinacci y col. (2004) y Wang y col. (2003),
resaltando el hecho de que los compuestos fendlicos encontrados en las hojas
y cabeza de alcachofa son en su mayoria flavonoides, documentados como los

principios activos de la alcachofa.



VIII.2. Capacidad antioxidante de las infusiones herbales estudiadas.

Seguido a la cuantificacion de fenoles, flavonoides y taninos presentes se
realizaron determinaciones in vitro para observar el efecto del contenido de
éstos en la actividad antioxidante de las infusiones estudiadas (Figura 5). Se
sabe que cuando la generacion de radicales libres o especies reactivas del
oxigeno, durante el metabolismo y otras actividades, superan la capacidad
antioxidante de un sistema bioldégico se genera el estrés oxidativo. Los
antioxidantes son sustancias que cuando estdn presentes en bajas
concentraciones comparados con el sustrato oxidable, retrasan
significativamente o evitan la oxidacion de dicha sustancia, siendo las plantas

una fuente potencial de antioxidantes naturales (Ghasemzadeh y col., 2010).

Por esta razon para analizar la capacidad antioxidante de las infusiones en este
estudio se realizaron tres técnicas, (ensayo del radical acido 2,2’-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico (ABTS™), inhibicion de la oxidacion de LDL e
inhibicibn en la oxidacion de proteinas) en las cuales se determind la
concentracion minima necesaria para inhibir el 50 % de la oxidacion (IC50). En
la figura 5 se puede observar que la infusion con los mejores resultados fue el
té verde. Este efecto puede ser atribuido a las catequinas presentes en el té
verde ya que se sabe que la epicatequina y la epigalocatequina presentes en el
té verde, inhiben la oxidacién de LDL in vitro (Yamanaka y col., 1997;
Gomikawa e Ishikawa, 2002). Se sugiere que este efecto generado por las
catequinas se debe a la capacidad que tienen de quelar iones metalicos

ademas de capturar radicales libres evitando con ello reacciones de oxidacion.

Para el caso de las infusiones de manzanilla y hierbabuena presentaron un
comportamiento similar en el ensayo del radical ABTS y en la inhibicion de la
oxidacion de proteina in vitro, presentando valores similares sin diferencia
significativa entre ambos. Sin embargo, en el caso del ensayo de la inhibicién
de la oxidacién de LDL la concentracion inhibitoria media para el caso de
hierbabuena fue menor respecto a manzanilla, siendo incluso estadisticamente
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igual a la presentada por el té verde, con valores de 0.164 + 0.001 y 0.644 +
0.017 mg/g para hierbabuena. Esto concuerda con el orden observado en la
concentracion de fenoles totales, flavonoides y taninos donde el té verde fue el
de mejores resultados, seguido de hierbabuena y finalmente manzanilla. La
composicion fendlica puede explicar, en parte, la actividad antioxidante que se
encuentra para estas plantas. Los resultados reportados por Ozgen y col.
(2006) indican que el los compuestos fendlicos del género Mentha actian como
antioxidantes primarios que pueden reaccionar con los radicales libres y limitar

el ataque de especies reactivas de oxigeno.

Para el caso de las infusiones de alcachofa y toronja, éstas mostraron
concentraciones inhibitorias medias altas (para las tres técnicas) respecto a las
demas infusiones (té verde, manzanilla y hierbabuena). Esto podria explicarse
por los bajos niveles de fenoles totales 6 un mecanismo de accion diferente al
arresto de radicales. Aunado a esto, la estructura quimica de los compuestos
fenolicos también afecta la actividad antioxidante en las infusiones. La
particularidad de la posicion y cantidad de un grupo hidroxilo sobre el anillo B en
la molécula de los compuestos flavonoides influye sobre la actividad
antioxidante, tal es el caso de la naringenina y hesperidina (Karakaya y col.,
2006), encontradas precisamente en la toronja, que tiene sélo un grupo
hidroxilo, lo cual hace que su actividad antioxidante sea baja. Esto podria
explicar los resultados encontrados in vitro para esta infusion, ya que para los
ensayos de ABTS, LDL oxidada y oxidacion de proteina in vitro, se necesitan
1033.93 + 41.97 mg/g, 513.2 + 3.79 mg/g, 14.32 £ 0.012 mg/g de concentracion

inhibitoria media respectivamente.
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Figura 5. Capacidad antioxidante in vitro reportado como la concentracion
inhibitoria media para los ensayos de ABTS (a), oxidacion de proteina (b) y LDL
oxidada (c) para cada una de las infusiones estudiadas. TV (Té verde marca
Lagg’s); ML (Manzanilla marca Lagg’s); HB (Hierbabuena marca Therbal); IA
(Infusion de alcachofa); IT (Infusion de toronja). Los valores representan la
media + E.E. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa entre
infusiones (p<0.05), evaluado por la prueba de Tukey.
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VIIl.3.-Efecto de las infusiones estudiadas sobre el modelo de obesidad

inducida.

Conociendo la capacidad antioxidante que tienen los componentes fendlicos de

las infusiones, se analiz6 el efecto de éstas sobre el modelo de obesidad.

La obesidad es un problema creciente, causando cada vez mas mortalidad y
morbilidad, existiendo una alta demanda para su tratamiento; sin embargo, la
eficacia de terapias convencionales es limitada, lo cual ha favorecido el
consumo de productos alternativos (Lira-Garcia y col., 2008). Tal es el caso del
té verde, para el cual existen estudios en los cuales se ha utilizado para
promover la termogénesis e incrementar la liberacién de energia generando de
manera implicita la pérdida de peso. El té verde ha sido la infusion més
estudiada; sin embargo, existen otras posibilidades por indagar dentro de

infusiones tales como toronja y alcachofa.

Respecto al peso se pudo observar (Cuadro 1) en los grupos que recibieron el
té verde, la infusion de alcachofa y de toronja, niveles mas bajos respecto al
control obeso ( 514 + 2.1 g ), siendo estadisticamente significativos con valores
de 452 + 7.9, 478 £ 8.4y 480 + 1.8 g, respectivamente, resaltando que el
grupo que recibio el té verde reportd un peso promedio estadisticamente igual
al control sano que presentd un valor de 455 + 2.0 g. De igual forma, el indice
de masa corporal fue menor para el grupo que recibio el té verde respecto al
control obeso. Sin embargo, cabe resaltar que los mismos grupos que redujeron
significativamente en peso corporal, también redujeron el indice de masa
corporal (IMC), tal es el caso de los que recibieron las infusiones de alcachofa y
toronja, que aunque estos valores no resultaron estadisticamente significativos,
también son menores al control obeso con valores 6.57 + 0.12 y 6.58 + 0.03
g/cm?, respectivamente. En base a los resultados anteriores cabe destacar el
efecto de las infusiones de toronja y alcachofa para inhibir el incremento en el

peso corporal. Este efecto generado por la infusion de toronja puede ser
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atribuido a sus polifenoles, que a pesar de ser bajo el contenido detectado en
este estudio se sabe que la actividad y efecto de estos no depende de la
cantidad, ya que Rastmanesh (2011) sugiere que el consumo diario de toronja
genera una reducciéon del peso corporal en individuos con obesidad gracias al
efecto de sus polifenoles los cuales no permiten que exista un desequilibrio en
la flora bacteriana en el intestino evitando con ello la expresion de genes que
promueven la obesidad ademas se ha demostrado que polifenoles de la toronja
en conjunto con otros de origen citrico tienen la capacidad de inhibir la
fosfodiesterasa del adenosin monofosfato ciclico 6 AMPc de acuerdo con Dallas

y col. (2008), aumentando los niveles de AMPc y con ello la lipélisis.

Cuadro 1. Efecto del consumo de infusiones al 1% sobre el peso y el indice de
masa corporal (IMC?) en un modelo de obesidad inducida en ratas Sprague-

Dawley.
Tratamiento Peso IMC
(@) (g/cm?)

Sanas 455 + 2.03° 6.4+0.19
Obesas 514 + 2.14° 714003
Té verde 452 +7.90° 6.5+0.07"
Manzanilla 510 + 2_92ab 7.2 + 0.15a
Hierbabuena 511 + 13_68"’1b 7.0+ 0_19abc
Alcachofa 478 + 8_43bc 6.6 + 0_12abc
Toronja 480 + 1_89IDC 6.6 + 0.03abc

Los valores representan la media + E.E Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa entre grupos (p<0.05), evaluado por la prueba de Tukey.

VIlIl.4.-Efecto de las infusiones estudiadas sobre el metabolismo de lipidos.

Ademas de evaluar el peso y el indice de masa corporal en los grupos de ratas
qgue recibieron las diferentes infusiones, fue necesario analizar parametros
relacionados con el metabolismo de lipidos, lo anterior para saber el efecto de
las infusiones sobre el modelo de obesidad ya que enfermedades metabdlicas,

como la obesidad, se relacionan con un estado de dislipidemia, caracterizado
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por niveles elevados de lipoproteinas de baja densidad (LDL), colesterol y

triglicéridos, asi como niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad (HDL).

Dentro del analisis que se realiz6 en el suero obtenido, en el cuadro 3 se
muestra que respecto al colesterol HDL no hubo cambios significativos entre
grupos; sin embargo, para el caso de LDL la infusion de toronja propicio que se
evitara el aumento en este parametro con un valor de 41.33 + 4.57 mg/dL,
respecto al obeso (59.49 + 2.80 mg/dL), pese a la baja concentracion de fenoles
encontrados lo que sugiere que si el efecto es dado por los fenoles encontrados
en la toronja, éste no tiene relaciébn con la concentracion siendo suficiente la
minima concentracion para generar un efecto. Por ejemplo se ha observado
gue la naringina reduce los niveles de colesterol total a través de la inhibiciéon de
la enzima hepética 3-hidroxi-3-metil-glutarii CoA reductasa (HMG-CoA)
involucrada en la sintesis de colesterol y la enzima acil CoA: colesterol
aciltransferasa (ACAT). Esta Ultima es critica para la sintesis de la lipoproteina
de muy baja densidad (VLDL) en el higado (Wilcox y col., 2001), lo cual se

traduce en una menor sintesis de colesterol.

El resto de los grupos tratados con infusiones muestran niveles séricos de LDL
mas bajos que las ratas del grupo obeso y del sano aunque sin diferencia
significativa, lo cual concuerda si se compara el valor de colesterol total donde
de la misma forma menores niveles de colesterol total se observaron en general
en los grupos, aunque en éste caso nuevamente la infusion de toronja evitd se
llevara a cabo un incremento en los niveles de LDL en el grupo que recibio esta
infusidn existiendo una diferencia significativa respecto al obeso (58.62 + 4.31
vs 79.81 = 1.87 mg/dL, respectivamente) destacando también el efecto de la
infusion de hierbabuena (61.72 £ 2.87 mg/dL), la cual, gener6 en el grupo que
recibid esta infusién, niveles menores respecto al grupo obeso y sano al igual
gue los demas grupos que recibieron las infusiones de manzanilla, té verde y

alcachofa, generando efectos positivos al mantenerse en parametros iguales al
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control sano y no permitiendo que la dieta influyera en el aumento de los niveles

de triglicéridos y colesterol total como en el caso del control obeso.

Cuadro 2. Efecto del consumo de infusiones al 1% sobre los niveles de
colesterol total, HDL y LDL en suero de ratas Sprague-Dawley bajo un modelo
de obesidad inducida.

Tratamiento Colesterol Colesterol Colesterol total
HDL LDL (mg/dL)
(mg/dL) (mg/dL)

Sanas 16.74 £ 0.63° 52.27 +3.32° 69.02 + 2.98"
Obesas 19.11+1.46 59.49 + 2.80" 79.81+1.87
Téverde  17.46+0.85 50.44 + 6.37" 68.12 +5.59"
Manzanila 1913+ 1.06" 46.07 +4.93° 64.47 +5.48"
Hierbabuena 1764 +1.05" 44.76 £ 2.60° 61.72 +2.87"
Alcachofa 17951126 4581 +1.54 67.50 + 3.76"
Toronja 17.26 +0.31° 4133+ 457 58.62 + 4.31

Los valores representan la media £ E.E. Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa entre grupos (p<0.05), evaluado por la prueba de Tukey.
Aunado a estas determinaciones, se realizé la cuantificacion de triglicéridos en
suero, tejido adiposo e higado (Cuadro 3). Respecto al nivel de triglicéridos en
suero, se observa como los animales que recibieron las diferentes infusiones
presentaron valores menores al grupo control obeso siendo significativas para
manzanilla y hierbabuena. Para el caso del resto de los grupos, tratados con las
diferentes infusiones, éstos presentaron valores menores al control obeso y
estadisticamente iguales al sano, repitiéndose el mismo patrén para té verde en
el caso del tejido adiposo presentando un valor de 141.24 + 30.21 mg/g y
presentando ahora, los grupos que recibieron la infusion de alcachofa y toronja,
niveles de 144.21 + 3592 y 141.90 £ 31.79 mg/g respectivamente siendo
significativamente igual que el control sano que presenté 151.19 + 50.70 mg/g y

menor al grupo obeso con un valor de 259.14 + 34.97.
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Cuadro 3. Efecto del consumo de infusiones al 1% sobre los niveles de
triglicéridos en suero, tejido adiposo e higado de ratas Sprague-Dawley en un
modelo de obesidad inducida.

Tratamiento Triglicéridos en Triglicéridos en  Triglicéridos en

suero tejido adiposo higado
(mg/dL) (mg/g) (mg/g)
Sanas 86.63+6.25 15119£50.70  2572+1.36"
Obesas 131.69  0.49" 259.14 +34.97 34.26+1.31°
Té verde 81.88 +13.67 141.24 +30.21° 26.05 +1.29°
Manzanilla 7114 +17.46 18122 +42.49" 2951 +1.32"
Hierbabuena 59.44 + 1.66 181.05 + 65.23" 39.24 +2.78°
Alcachofa 98.01 + 13.40" 14421+3592°  3065+1.88"
Toronja 102.03+ 1557  141.90+31.79  3139+235""

Los valores representan la media + E.E Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa entre grupos (p<0.05), evaluado por la prueba de Tukey.
El mecanismo de reduccion del almacenamiento de los triglicéridos tiene
diversos origenes, puede deberse tanto a la movilizacion de las grasas
almacenadas, como a la disminucion en la absorcion de las mismas. Para el té
verde se ha observado que las catequinas contenidas en éste inhiben la enzima
lipasa pancreatica (Koo y Hoh, 2007), presente en el intestino y encargada de
hidrolizar las grasas promoviendo su absorcion; por lo tanto, al inhibirse esta
enzima, los lipidos provenientes de la alimentacion no son absorbidos y, en

consecuencia, no son almacenados en el tejido adiposo.

Respecto a la cuantificacion en higado, sélo el grupo que recibié té verde
presentd niveles significativamente menores de triglicéridos respecto al grupo
obeso. Con estos resultados podemos inferir que, para el caso de los grupos
que recibieron las infusiones de alcachofa y toronja, asi como hierbabuena, el
efecto de presentar menores niveles de triglicéridos en el tejido adiposo esta

mediada posiblemente por la lipdlisis y no alterando la lipogénesis en el higado,
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ya que en éste no se presentaron cambios significativos en los niveles de
triglicéridos. Por otro lado, para los grupos tratados con las infusiones de
manzanilla y té verde se muestra niveles hepaticos de triglicéridos mas bajos,
siendo significativa la disminucién respecto al grupo obeso e incluso
estadisticamente igual que el sano para el caso del té verde. Lo anterior sugiere
que, el efecto de mantener bajos los niveles de triglicéridos en suero, podria
estar deberse a la inhibicion de la sintasa de &cidos grasos generando una
disminuciéon en la lipogénesis, ya que ciertos polifenoles y flavonoides del té
fungen como inhibidores de esta enzima segun lo reportado por Bing-Hui y col.
(2005).

VIII1.5.-Proteccion antioxidante en riidn de las infusiones estudiadas.

Durante la obesidad el estrés oxidativo genera dafio en el organismo, debido a
una inadecuada neutralizacion de los radicales libres por los sistemas
antioxidantes, agravandose el dafio cuando existe un decremento en la
actividad de enzimas antioxidantes tales como la catalasa y glutation S-
transferasa. Estos radicales libres generan dafio celular a través de la oxidacion
de lipidos de membrana y proteinas, lo cual puede determinarse en base a los
niveles de sustancias reactivas al &cido tiobarbitirico que funcionan como
marcadores del dafio generado por las sustancias reactivas de oxigeno

(Noeman y col., 2011).

Analizado el efecto sobre el modelo de obesidad y conociendo que una
reduccion drastica en el peso, puede disminuir el dafio renal o incluso ser el
tratamiento contra lesiones en este érgano (Serra y col., 2009), es necesario
establecer la relacion entre el efecto dentro de los parametros de obesidad
generados por las infusiones de estudio y su proteccion contra las alteraciones

renales que pueden ser generadas.

Teniendo en cuenta que el estrés oxidativo generado durante la obesidad afecta

directamente al rindn se evalud el efecto de las infusiones sobre la actividad
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antioxidante in vivo. Se determind la actividad de las enzimas catalasa y
glutation S-transferasa y la concentracion de GSH en rifiéon (Cuadro 4),
encontrando que el grupo que recibi6 la infusion de hierbabuena presento
niveles mayores en la actividad de catalasa (123 £ 4 U/mg de proteina) y la
concentracion de GSH (19 + 1 ug de GSH/mg de proteina) respecto al control
obeso, siendo los niveles de GSH estadisticamente significativos respecto al
control obeso. De igual forma, el grupo perteneciente a la infusion de alcachofa
mostré un aumento en la actividad de la catalasa y la concentracion de GSH
con valores de 125 + 8 U/mg de proteina y 15 = 1 ug de GSH/mg de proteina
respectivamente respecto al control obeso. El grupo que recibié el té verde
reflej6 un incremento significativo en la concentracion de GSH respecto al
control obeso y estadisticamente igual al control sano, siendo estas tres
infusiones las que presentaron un cambio significativo en el sistema

antioxidante del rifén.

Estos resultados permiten sugerir la relacion con la actividad antioxidante
encontrada in vitro para las infusiones, ya que el té verde fue el que presento
mejores resultados dando una concentracion inhibitoria media menor al de las
otras infusiones, seguida de hierbabuena. Al igual que in vitro, la actividad
antioxidante in vivo para las dos infusiones (té verde y hierbabuena) fue mejor
respecto a las demas. Estos resultados sugieren que el té verde y las infusiones
de hierbabuena y alcachofa presentan mejor proteccion antioxidante para el
rifidn sobre las demas infusiones estudiadas, sin embargo a pesar de que el
resto de las infusiones no modularon el estrés oxidativo tampoco lo

aumentaron, lo cual indica que no causan efectos colaterales.
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Cuadro 4. Efecto de las infusiones sobre el sistema antioxidante en rifién de
ratas Sprague-Dawley con obesidad inducida.

Tratamiento Actividad Actividad GST Concentracion GSH
Catalasa (nmol/mg de (hg de GSH/mg de proteina)
(U/mg de proteina) proteina*min)
Sanas 113 + 4a 216 + 8a 21 + 0.2a
Obesas 103+5 16143 132
Té verde 112+7 142 + 18 19+1°
Manzanilla 114 +5 145 + 14 12+3
Hierbabuena 123+ 4° 162+3 191"
Alcachofa 125+8" 13442 1541
Toronja 1035 148 + 2b 1242

Los valores representan la media £ E.E. Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa entre grupos (p<0.05), evaluado por la prueba de Tukey.
El mecanismo bajo el cual estas infusiones pueden estar generando un
aumento en la actividad antioxidante sugiere la activacion de elementos de
respuesta antioxidante (ARE por sus siglas en ingles) por los polifenoles
encontrados en ésta tal como se demuestra para el té verde por Chen y col.
(2000).

Para el caso de la alcachofa, a pesar de que no presentd proteccidon
antioxidante in vitro, ésto no representa su poca actividad in vivo ya que no
siempre existe una relacion directa entre estudios. De igual forma se podria
explicar este resultado bajo la hipétesis de que el mecanismo de accién
antioxidante no es el de arresto de radicales, siendo entonces el aumento de
enzimas antioxidantes al incrementar catalasa y no generar una proteccion

efectiva contra la formacion del radical ABTS por ejemplo.

Asi mismo, la actividad antioxidante de las infusiones de este estudio podria
atribuirse a sus componentes fendlicos a pesar de la baja concentracion

encontrada, ya que estudios realizados por Vamanu y col. (2011) muestran que
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no existe una relacion directa entre el contenido de fenoles y su actividad
antioxidante para Cynara scolymus, reportando como a mayores
concentraciones de fenoles y flavonoides de un extracto liofilizado de ésta,
menor era su capacidad antioxidante para el ensayo DPPH lo que muestra
como a menores concentraciones es mas efectivo y a pesar que en nuestro
caso no se presentd el mismo efecto de proteccién a bajas concentraciones
para el ensayo similar de ABTS, si nos sugiere que bajas concentraciones son
suficientes para generar un efecto debido a lo encontrado en el sistema

antioxidante en rifiéon.

De igual forma al analizar los niveles de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) en tejido renal, en la figura 6 se observa la misma
tendencia encontrada en el analisis del sistema antioxidante, ya que tanto el té
verde como las infusiones de alcachofa y hierbabuena son las que presentan
los mejores resultados al generar niveles estadisticamente mas bajos que el
obeso, generando una disminucién en los niveles de TBARS a pesar que el
estado de obesidad no genero niveles altos de oxidacion, reflejados en la
diferencia no significativa entre los controles sano y obeso. Los animales
tratados con la infusién de toronja mostraron valores ligeramente altos respecto
al obeso sugiriendo nuevamente que esta infusidon presenta una baja capacidad

antioxidante.
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Figura 6. Capacidad antioxidante in vivo de las infusiones estudiadas evaluada
en rifdn de ratas Sprague-Dawley obesas reportado en niveles de sustancias
reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS). Los valores representan la media *
E.E. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos

(p<0.05), evaluado por la prueba de Tukey.
VIII.6. Efecto del consumo de las infusiones sobre la proteccion renal en un

modelo de obesidad inducida.

La prevalencia de obesidad y su impacto en enfermedades metabdlicas y
cardiovasculares ha sido ya bien documentado; sin embargo, existen otras
afecciones generadas por ésta a las cuales no se les ha dado la misma
relevancia como lo es el impacto de la obesidad sobre el rifién ( De Jong y col.,
2002).

Para poder determinar el efecto protector sobre las alteraciones renales, no sélo
se evalué el sistema antioxidante, también se analiz6 la funcién renal. El grupo
gue recibi6 la infusion de alcachofa presentd niveles similares al grupo obeso
en depuracion de creatinina y urea en orina; sin embargo, los niveles de urea en
suero fueron incluso méas bajos que el control sano. Por el contrario para el
grupo correspondiente a la infusion de hierbabuena (que a pesar de presentar

niveles altos de fenoles y flavonoides sugiriendo que estos tienen influencia en
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el sistema enzimatico, tal como en la catalasa y concentracione de GSH), no se
observo una mejoria en la depuracion y los niveles de urea tanto en suero como
en orina encontrando asi una depuracion de creatinina de 2.65 £ 0.27 mL/min
(Cuadro 5) lo que indica una tasa de filtracion glomerular alta, lo cual explica los
altos niveles de urea y proteina en orina indicando que los rifiones no son

capaces de filtrar de manera adecuada estas moléculas indicando un dafo.

Cuadro 5. Efecto del consumo de infusiones al 1% sobre parametros de
funcionamiento renal de ratas Sprague-Dawley bajo un modelo de obesidad
inducida.

Tratamiento  Depuracion Urea en suero Urea en orina

creatinina (mg/dL) (mg/dL)
(mL/min)
b bc bc
Sanas 1.59 + 0.02 44.32 +2.84 78.80 +2.91

Obesas  (37+005 48.18+2.16  66.06+2.18
Téverde  977+015 56974021  65.68+16.02
Manzanilla o 10+020° 5576+1.13  114.04 +3.49
Hierbabuena 5 g5+ 027"  46.97+333" 162654570
Alcachofa 0541005  3576+443  70.09+7.37

. bc bc be
Toronja 0.90 +0.12 43.86 +2.47 92.21 + 7.40

Los valores representan la media £ E.E. Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa entre grupos (p<0.05), evaluado por la prueba de Tukey.

De igual forma, los niveles de proteina fueron elevados para el grupo tratado
con la infusién de hierbabuena respecto al control obeso (Cuadro 6). Estudios
realizados por Akdogan y col. (2003) con dos especies de hierbabuena (M.
piperita y M. spicata) muestran el efecto toxico renal de la infusion de la especie
M. spicata, ya que elevo los valores de urea y creatinina en suero y disminuyo
las enzimas antioxidantes en rifidn; sin embargo, no encontraron el mismo

efecto para M. piperita ya que no reportan cambio en sus valores.

Para observar si existe una explicacion que relacionara los niveles altos de

proteina en orina se realizaron otros estudios en los cuales se cuantificaron los
45



niveles de proteina en musculo (Cuadro 6); sin embargo, no existi6 cambio

significativo entre los valores.

Cuadro 6.- Efecto de las infusiones sobre la concentracion proteica en orina 'y
musculo de ratas Sprague-Dawley obesas.

Tratamiento Proteina Proteina

en orina en musculo
(mg/mL) (mg/mL)

b a

Sanas 2.90 +0.74 1.27 +0.02
Obesas 5.73+0.23 158+ 0.04
~ b a

Té verde 1.22 +0.58 1.30 + 0.05
Manzanilla 1.41 + 0_19b 1.25 + 0.13a
Hierbabuena 7.02 + 0_54a 1.42 + 0_02a
b a

Alcachofa 1.11+0.27 1.46 +0.12
. b a

Toronja 0.96 +0.19 1.35+0.05

Los valores representan la media £ E.E. Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa entre grupos (p<0.05), evaluado por la prueba de Tukey.

Analizando la informacion reportada por Akdogan y col. (2003) resulta
contradictoria con lo obtenido en este experimento en el cual utilizamos de igual
forma M. piperita. Sin embargo, cabe mencionar que la infusion de hierbabuena
que se administrO6 en nuestro caso es comercial y éste es un factor
determinante, ya que el proceso que recibe puede mejorar o disminuir sus
propiedades y el efecto benéfico que esperariamos de nuestra infusién, como
es nuestro caso. Esto sugiere que la infusion comercial de hierbabuena
utilizada, a pesar de incrementar el estado antioxidante del riidn, no mejora el

funcionamiento renal.
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IX.-CONCLUSIONES

Los resultados mostrados con anterioridad nos permiten inferir acerca de las
diferentes infusiones utilizadas en el estudio y resaltar inicialmente que los
compuestos fendlicos en las infusiones de alcachofa y toronja fueron menores

respecto a los encontrados en las demas infusiones.

Esta concentracion se atribuye al procesamiento que recibié la muestra asi
como al ensayo para la determinacion de fenoles, flavonoides y taninos. De
igual forma se atribuye que la capacidad antioxidante in vitro presentada por
estas infusiones podria estar relacionada con su baja concentracion de fenoles

totales y taninos.

De igual se forma se concluye, de acuerdo a las diferencias no significativas
entre los grupos sano y obeso en parametros de obesidad, que el modelo de
induccion de obesidad funciond para obtener una diferencia de peso entre
ambos controles sin embargo no generd las alteraciones propias de la

obesidad.

Dentro de los pardmetros de obesidad resultaron ser eficaces la mayoria
exceptuando a la infusion de manzanilla. Estos resultados sugieren que el
efecto generado por las infusiones de alcachofa y toronja esta dado por el
contenido de ciertos fenoles aunque estén en bajas concentraciones (alcachofa
mostrando en nuestro estudio que, los resultados in vitro no siempre se
reproducen in vivo y que cantidades bajas de fenoles presentes en estas

infusiones es suficiente para generar un efecto.

Respecto a la proteccion antioxidante y el funcionamiento renal nuevamente las
infusiones de alcachofa, toronja y té verde presentaron mayor actividad
enzimatica y niveles sin alteracién de TBARS urea y depuracion de creatinina.

Esto coloca a las infusiones de alcachofa y toronja en conjunto con el té verde
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como una mejor alternativa para prevenir alteraciones generadas durante la

obesidad respecto a las demas infusiones.

A pesar de la infusidon de hierbabuena mostré algunos resultados favorables, la
variabilidad en los resultados de la proteccion renal sugieren que algunos tipos
de infusiones pueden generar efectos benéficos en solo ciertos parametros
dentro de un modelo de estudio y a la vez afecciones paralelas que se pueden
presentar por tratarse de infusiones comerciales procesadas bajo parametros y
estandares particulares que no se pueden controlar dentro del estudio y pueden

estar generando éstos resultados contradictorios.
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