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RESUMEN

La obesidad es wuna enfermedad crénica y multifactorial con diversas
complicaciones. Algunas plantas y vegetales, utilizados como infusiones, han
mostrado mejorar las complicaciones de esta enfermedad. El objetivo de este
estudio fue determinar el efecto de infusiones herbales comerciales y naturales
sobre las alteraciones en el metabolismo de lipidos y estrés oxidativo en un
modelo de obesidad. Ratas adultas fueron alimentadas con una dieta alta en grasa
saturada y fructosa y conjuntamente se administraron infusiones al 1% de
materiales comerciales de manzanilla (Matricaria recutita), ML; hierbabuena
(Mentha spicata), HB y limén (Cymbopogon citratus), TL; ademas de té verde
(Camellia sinensis) TV; y materiales no comerciales de alcachofa (Cynara
scolymus) IA y toronja (Citrus paradisi) IT. Se determinaron los compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante. Para el estudio in vivo se registré el peso
corporal e indice de masa corporal (IMC). Posterior a las 12 semanas de
tratamiento los animales se sacrificaron y se recolecté sangre para determinar el
perfil lipidico, y concentracion de leptina, adiponectina, interleucina 6 y proteina C
reactiva (CRP); en el tejido adiposo se cuantifico el porcentaje de grasa, tamafo
de adipocitos, triglicéridos, y oxidacion de lipidos y proteinas. Los resultados
muestran que TV presenté mayor concentracion de compuestos fendlicos seguido
de HB. Las infusiones naturales fueron mas efectivas para reducir la oxidacion de
lipidos y proteinas. Ademas, las infusiones naturales redujeron el peso corporal
(9%), IMC (9%), porcentaje de grasa y tamafo de adipocitos. Se observo una
disminucién de leptina y CRP (65 y 76%, respectivamente) en todas las infusiones
comparado con el control obeso. Todas las infusiones disminuyeron triglicéridos,
mostrando mayor efecto HB (hasta en un 54%); de la misma manera esta infusion
redujo el colesterol total (23%), siendo mas efectivo IT (27%). De esta manera, se
demostré que las infusiones naturales presentaron un mayor efecto benéfico, ya
gue disminuyeron la obesidad, el estrés oxidativo y la inflamacion, siendo también
importante el efecto de las infusiones comerciales HB y TL.

Palabras clave: (Obesidad, té verde, infusiones, pérdida de peso, estrés
oxidativo, metabolismo de lipidos).



SUMMARY

The obesity is a chronic and multifactorial disease with multiple complications.
Some plants and vegetables, used as infusions have shown to improve the
disease complications. The aim of this study was to determine the effect of
commercial herbal and no-commercial infusions on alterations in lipid metabolism
and oxidative stress in an obesity model. Adult rats were fed with a high saturated
fat and fructose diet, and at the same time were infusions at 1% of commercial
materials of chamomile (Matricaria recutita), ML; peppermint (Mentha spicata), HB;
lemon (Cymbopogon citratus) TL; and no-commercial materials of artichoke
(Cynara scolymus) IA; and grapefruit (Citrus paradisi) IT. It was used green tea
(Camellia sinensis) TV as a control. Phenolic compounds and antioxidant capacity
were determined. For in vivo study were recorded body weight and body mass
index (IMC). After 12 weeks of treatment the animals were sacrificed and blood
were collected to determine the lipid profile, leptin, adiponectin, interleukin 6 and C
reactive protein (CRP) concentration; in adipose tissue was quantified fat
percentage, adipocyte size, triglycerides and lipid and protein oxidation. The
results showed that TV contains higher concentration of phenolic compounds
followed by HB. No-commercial infusions were more effective to reduce lipid and
protein oxidation. In addition, natural infusions reduced body weight (9%), IMC
(9%), fat percentage and adipocyte size. It was observed a decrease of leptin and
CRP (65 and 76% respectively) in all infusions compared with the obese control.
All the infusions showed a decrease in triglycerides, showed a greater effect HB
(up to 54%), in the same way this infusion decrease total cholesterol (23%), being
more effective IT infusion (27%). Thus, it was shown that no-commercial infusions
had a higher beneficial effect, since they decreased obesity, oxidative stress and
inflammation, being also important the effect of commercial infusions HB and TL.

Keywords: (Obesity, infusions, green tea, weight loss, oxidative stress, lipid
metabolism).
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I.INTRODUCCION

Los malos habitos de alimentacién adquiridos en los ultimos afios en
multiples paises han traido consigo diversas alteraciones patologicas en los
individuos. Algunas de éstas son las enfermedades de tipo crénico degenerativas,
entre las que destaca la obesidad, la cual ha alcanzado cifras alarmantes en

México.

En la actualidad la obesidad representa una pandemia que afecta a
millones de personas en el mundo. Estudios recientes han demostrado que la
incidencia y prevalencia de sobrepeso y obesidad se ha acrecentado de manera
constante y alarmante en los ultimos 20 afios, hasta alcanzar cifras de 60 a 70%

en individuos adultos.

La obesidad es una de las alteraciones nutricias que se propician como
resultado de la interaccion de los genes y el medio ambiente, que puede ser
caracterizada por el desequilibrio generado por el estilo de vida sedentario y un
consumo excesivo de calorias proveniente principalmente del consumo de
carbohidratos simples y grasas saturadas; de manera general la obesidad puede
ser definida como un exceso de grasa corporal (tejido adiposo) en relacion con el

peso corporal.

El tejido adiposo importantes funciones en el organismo tanto en
condiciones de abundancia, como en estados de inanicién. Este érgano tiene la
capacidad de secretar multiples sustancias que ayudan a regular el metabolismo

del organismo.

El incremento de tejido adiposo genera un estado inflamatorio progresivo, lo
cual se traduce en el incremento de la secrecion de citocinas como la leptina, el
factor de necrosis tumoral (TNF-a) y la proteina C reactiva (PCR), y se reduce la

secrecion de otras moléculas benéficas como la adiponectina. Ademas, se crea
1



un ambiente de estrés oxidativo, el cual aunado a la liberacién de citocinas

propicia el desarrollo de otras alteraciones.

Debido a la creciente necesidad de algunos tratamientos alternativos que
prevengan el desarrollo de la obesidad y/o las alteraciones producidas por esta
enfermedad, se han evaluado diversos alimentos, entre ellos las bebidas, los
cuales tienen la capacidad de reducir la incidencia de la obesidad. Una de las
bebidas mas estudiadas debido a sus efectos benéficos sobre esta patologia y sus
alteraciones, son las infusiones, entre las que destaca el té verde. Se ha
demostrado que los polifenoles provenientes de este té tienen la capacidad de
reducir el peso corporal, ya que provoca un decremento de la absorcién de las

grasas Y, por consiguiente de los niveles séricos de colesterol.

Otras infusiones herbales como la de manzanilla (Matricaria recutita), la de
limén (Cymbopogon citratus) y la de hierbabuena (Menta spicata) han demostrado
tener efectos similares sobre las complicaciones generadas por la obesidad, sin

embargo, no han sido ampliamente estudiadas.

Por otra parte, existen frutos y vegetales que han sido utilizados para
reducir el peso corporal, tales como la toronja, ya que disminuye la produccion de
adipocitos y por consecuencia, del tejido adiposo. Sin embargo, las infusiones de

este fruto no han sido estudiadas.

Respecto a las infusiones vegetales, la alcachofa se ha evaluado en
diversas condiciones y ha mostrado tener efectos positivos en la disminucién del
colesterol y triglicéridos séricos, ademas de incrementar la produccion de enzimas

antioxidantes.

Es por lo anterior que el objetivo general de este trabajo es determinar el
efecto de la ingesta de infusiones herbales comerciales y naturales sobre las

alteraciones provocadas en el metabolismo de lipidos y estrés oxidativo en ratas

2



Sprague Dawley, alimentadas con una dieta hipercalérica alta en grasa saturada y

fructosa.



[I. ANTECEDENTES

2.1 Obesidad

La obesidad es la alteracion nutricia mas comun en el mundo desarrollado y
esta alcanzando proporciones significativas en los paises en vias de desarrollo. En
la poblacion se asocia con un aumento en la morbilidad y una disminucién en la

esperanza de vida.

El sobrepeso y la obesidad son el resultado de una compleja interaccion
entre los genes y el ambiente, que se caracteriza por un desequilibrio de energia
debido a un estilo de vida sedentario, un consumo excesivo de energia, 0 ambos.
Los factores que se involucran en su desarrollo determinan un trastorno
metabolico que conduce a una excesiva acumulacion de grasa corporal para el
valor esperado segun el sexo, la talla y la edad. Los cambios en la alimentacion y
en el estilo de vida que acompafan a la urbanizacién y el desarrollo de las
sociedades han favorecido la expresion de los genes que predisponen a la
obesidad y, a su vez, han modificado los patrones de salud y enfermedad

(Azconay col., 2005; Casanueva y col., 2001).

2.1.1 Clasificacion de sobrepeso y obesidad

En funcion de la grasa corporal se puede definir como sujetos obesos a
aguellos que presentan porcentajes de grasa corporal por encima de los valores
considerados normales, que son del 10 al 20% en hombres y del 20 al 30% en
mujeres adultas. El peso corporal se correlaciona directamente con la grasa
corporal total, de manera que resulta un parametro adecuado para cuantificar el

grado de obesidad.



Una de las herramientas mas comunmente utilizada para evaluarla es el
indice de masa corporal (IMC), el cual tiene la capacidad de reflejar la adiposidad

en la mayoria de la poblacion. El IMC es determinado de la siguiente manera:

IMC= Peso (kg)/ Talla® (m)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el sobrepeso como un
IMC igual o superior a 25, y la obesidad como un IMC igual o superior a 30. Estos
umbrales sirven de referencia para las evaluaciones individuales, pero hay
pruebas de que el riesgo de enfermedades cronicas en la poblacion aumenta
progresivamente a partir de un IMC de 21 (OMS, 2006)

2.1.2 Panorama de la obesidad en México

Estudios recientes en México demuestran que la incidencia y prevalencia de
la obesidad han aumentado de manera progresiva durante los ultimos seis
decenios y de modo alarmante en los ultimos 20 afos, hasta alcanzar cifras de 10
a 20% en la infancia, de 30 a 40% en la adolescencia y hasta 60 a 70% en los
adultos (INSP, 2006).

La encuesta de salud y nutricién reporté que para el 2006 la prevalencia de
sobrepeso fue mayor en hombres, sin embargo la de obesidad fue mayor en
mujeres mayores de 20 afios de edad (Villa y col., 2004; ENSANUT, 2006).

La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos (OCDE)
informo en septiembre de 2010 que México ocupa el primer lugar en sobrepeso y
obesidad, seguido por Estados Unidos. De acuerdo al informe “La obesidad y la
economia de la prevencion”, presentado por la OCDE, en México 30% de la
poblacion tiene obesidad y 70% sobrepeso. El informe revel6 que dos de cada tres
mexicanos tienen sobrepeso y una de cada tres mujeres, asi como uno de cada

cuatro hombres son obesos. Al desglosar las cifras entre mujeres y hombres
5



adultos, México y Estados Unidos ocupan el primer lugar en sobrepeso
(Rodriguez, 2010).

2.1.3 Causas de la obesidad

La mayoria de los casos de obesidad son del origen multifactorial. Las
causas mas reconocidas son genéticas, metabdlicas, endocrinas y ambientales.
La obesidad exdgena o por sobrealimentacién constituye la principal causa. Si se
ingiere mayor cantidad de energia de la necesaria ésta se acumula en forma de
grasa. Por lo que la obesidad se produce por exceso de energia, como resultado
de las alteraciones en el equilibrio de entrada y salida de energia. En el caso de
los factores ambientales, destacan tanto el aumento de la ingesta de alimento
como la reduccion de la actividad fisica. S6lo un pequefo porcentaje (2 a 3%) de
los obesos tendrian como causa alguna patologia de origen endocrinolégico
(Bastarrachea y col., 2004).

2.1.4 Tejido adiposo

El tejido adiposo es un o6rgano endocrino dinamico, distribuido como
depdsitos en todo el organismo, el cual tiene como funciones principales la reserva
de energia en condiciones de exceso de macronutrientes y la movilizacion de
grasas actla en condiciones de ayuno. El tejido adiposo tiene la capacidad de
secretar factores que modulan los procesos metabdlicos, la sensibilidad a la

insulina y las respuestas inmunoldégicas.

En la obesidad, como ya se ha descrito, existe un incremento del tejido
adiposo; para que esto se lleve a cabo se necesita que haya un incremento en

tamano y numero de los adipocitos (Jorn Sohle y col., 2009).



2.1.5 Alteraciones en la obesidad

2.1.5.1 Inflamacién del tejido adiposo

El tejido adiposo es un reservorio de energia, ademas de tener mdultiples
funciones metabdlicas. Est4d formado fundamentalmente por adipocitos y
preadipocitos, aunque contiene también macrofagos y otros componentes
celulares. A medida que van madurando los preadipocitos adquieren la capacidad
de sintetizar numerosas proteinas muy diversas tanto en estructura como en
funcion, estos factores se denominaron inicialmente adipocitocinas; sin embargo,
no todos son citocinas, algunas de ellas son enzimas, factores de crecimiento y
hormonas las cuales estdn implicadas en la homeostasis energética. La
produccion de estas citocinas puede variar con respecto a los cambios de grasa y
peso corporal. Por otro lado, los macrofagos producidos en el tejido adiposo
derivan de monocitos circulantes y su numero varia directamente con la
adiposidad. Asi pues, los precursores de adipocitos tienen capacidad de fagocitar
y pueden transformarse en células parecidas a los macréfagos en respuesta a

diferentes estimulos (Cachofeiro y col., 2006; Recasens y col., 2004).

2.1.5.2 Citocinas proinflamatorias

Las enfermedades inflamatorias como la obesidad se caracterizan por el
incremento en la expresion de mediadores proinflamatorios, como ya ha sido

mencionado, activando cambios metabdlicos como la hiperlipidemia.

Las citocinas son pequefas proteinas con funciones bien definidas en la
regulacién del sistema inmune. Las citocinas generadas por el tejido adiposo

median la biologia local del adipocito y la del organismo.

Dentro de estas sustancias se encuentra la leptina, una glicoproteina
expresada y secretada casi exclusivamente por el tejido adiposo. Esta es una
7



molécula proinflamatoria que favorece la liberacion de otras citocinas, estas a su
vez, estimulan la expresion del gen ob, lo que incrementa los niveles séricos de
leptina. Ademas, esta sustancia de manera normal, tiene potentes efectos sobre el
metabolismo de carbohidratos y lipidos independiente de los efectos sobre la
ingesta alimentaria, siendo capaz de promover la oxidacion de los lipidos y dando
lugar a una pérdida selectiva de la adiposidad, preservando la masa corporal
magra y reduciendo el contenido de triglicéridos del tejido adiposo, cuando es

secretada de manera normal (Recasens y col., 2004).

Existen algunas citocinas que pueden ser dependientes de la sintesis de
aguellas producidas por el tejido adiposo, las cuales al ser liberadas en diversos
organos generan un estado de inflamacion de bajo grado. El factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a) es una de las citocinas mas estudiadas; éste es derivado de las
células endoteliales y del masculo liso, asi como de los macrofagos, y a su vez
estimula la secrecién de otras citocinas. El tejido adiposo tiene una expresion
proteica de TNF-a baja; sin embargo, en sujetos obesos este tejido contribuye de
manera importante en la concentracion de esta citocina (Lind, 2003).

Por otra parte, niveles de interleucina 6 (IL-6) en sangre se correlacionan
positivamente con el sobrepeso. La IL-6 es mediador de la respuesta de fase
aguda y determinante primario de la produccion de otra citocina denominada
proteina C reactiva (PCR), la cual se asocia a la obesidad y por consiguiente, a
enfermedades cardiovasculares. Concentraciones elevadas en plasma estan
asociadas con un incremento en el riesgo de enfermedad coronaria (Ridker y col.,
1998; Yudkin y col., 1999; Lind, 2003).

Una de las moléculas sintetizada especificamente en el tejido adiposo es la
adiponectina, la cual desempefia un papel de prevencion en el dafio
aterosclerotico, entre otras funciones, ademas de presenta propiedades
antiinflamatorias. Esta citocina se ha relacionado negativamente con el IMC y la

adiposidad central (visceral) y tiene la capacidad de incrementar la oxidacion de
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acidos grasos, reduciendo con esto la acumulacion de triglicéridos en el higado

(Recasens y col., 2004). En el Cuadro 1 se resumen las principales caracteristicas

de las moléculas anteriormente descritas.

Cuadro 1. Caracteristicas de las moléculas relacionadas con la inflamacién en un

estado de obesidad

. , o , Respuesta
Molécula Sl_nte_S|s Prmmpales}fm_mmones ala
principal metabolicas obesidad
Leptina Tejido adiposo e Suprime el apetito Aumenta
e Sefial para el hipotalamo
de los depdésitos grasos
e Aumenta el gasto
energeético
Adiponectina Tejido adiposo e Disminuye la resistencia a Disminuye
la insulina
¢ Disminuye la glucemia
TNF-a Monocitos, e Aumenta la resistencia ala  Aumenta
linfocitos,  tejido insulina.
adiposo y e Estimula la producciéon de
musculo vasoconstrictores
e Estimula la produccion de
triglicéridos
IL-6 Sistema inmune, e Asociada con medidas de  Aumenta
células adiposidad corporal
endoteliales, e Regula la captacion de &c.
fibroblastos, grasos libres por el tejido
miocitos y tejido adiposo
adiposo.
Proteina C Higado e Aumenta la resistencia ala  Aumenta
reactiva insulina y se asocia con

medidas de
corporal

adiposidad

(Adaptada de Quirds, 2007)

Asi pues, las citocinas juegan un papel muy importante en los procesos

inflamatorios, de manera que su expresion potencia algunas alteraciones en el

organismo. En la Figura 1 se muestra la asociacion de la secrecion de citocinas
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por el tejido adiposo con alteraciones como dislipidemia, estrés oxidativo y
disfuncion endotelial. La inflamacion crénica de bajo grado comienza con un
reclutamiento de macréfagos en el tejido adiposo, posteriormente se potencia la
expresion y secrecién de las sustancias anteriormente detalladas, este evento
tiene efectos adversos sobre el metabolismo de lipidos aumentando los
triglicéridos, colesterol, lipoproteinas de baja densidad (LDL) sanguineos vy
disminuyendo las lipoproteinas de alta densidad (HDL). Esta inflamacion también
presente efectos alterados sobre los radicales libres, aumentando el estrés
oxidativo, ademas de promover la disfuncion endotelial con lo cual se incrementa

el riesgo cardiovascular.

[ Dislipidemia | f
»
—>» HDLL ( [><\ OBESIDAD
LK) ~ \ @
N )

[ =

Adiponectina L TNF-afl
n A L

Leptina’l
\ »

Tejido adiposo % endotelial
(Visceral) _/
\_ )\ Vg
ROS T
Adipocitos (
- IL-6 T

Maérotagos A \ CRP 1
?‘J W

Figura 1. Relacion de la expresion de citocinas y complicaciones de la obesidad
(Adaptado de Van Gaal, 2006).

Estrés
oxidativo
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En la Figura 2 se muestran los eventos que relacionan a la obesidad con la
iniciacion y propagacion de la inflamacion. El exceso de nutrientes, la ganancia de
peso corporal y por consiguiente la obesidad resulta en la expansion del tejido
adiposo y tamafio de los adipocitos; con esta expansion disminuye el aporte de
oxigeno al tejido, lo que puede llevar eventualmente a la muerte de los adipocitos,
esto Ultimo genera una respuesta inflamatoria que se caracteriza por un
reclutamiento de macréfagos e incremento en liberacion de citocinas, como ya ha

sido detallado con anterioridad (Schenk y col., 2008).

Macréfagos Apoptosis

crénico de bajo grado

4 )
TLeptina

iAdiponectina

—> TNF-a

IL-6

| S & PCR
\ Gananciade Obesidad \ )

[ Estado de inflamacion ]

Figura 2. Tejido adiposo en obesidad, caracterizado por inflamacion e infiltracion

de macréfagos (Adaptado de Schenk y col., 2008)

2.1.5.3 Metabolismo de lipidos y obesidad

La utilizacion o almacenamiento de los depdsitos grasos son determinados
por la sintesis o degradacién de los mismos. Los procesos que determinan la
acumulacion de grasas incluyen, la tasa de utilizacién de lipidos, sintesis de novo
de acidos grasos, degradacion de lipidos y transporte de acidos grasos. Muchos
factores se encuentran involucrados en el metabolismo de lipidos en el tejido
adiposo. Las enzimas lipogénicas incluyen a la acetil-CoA carboxilasa, acido graso
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sintasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y los cambios en sus actividades
pueden alterar la tasa de biosintesis de acidos grasos. Ademas la lipasa sensible
a la hormona y la carnitina palmitoiltranferasa limitan la tasa de catabolismo, y son
responsables de la hidrdlisis de triglicéridos e importan esteres de acidos grasos a

la mitocondria para llevar a cabo la B-oxidacion (Mijan, 2004).

El transporte de lipidos en el organismo inicia con la absorcion de los lipidos
de la dieta en el intestino. Estas moléculas son empacadas en quilomicrones
(Qm), los cuales acarrean los lipidos a los tejidos periféricos. En el tejido adiposo y
el muasculo la enzima lipoproteina lipasa (LPL) hidroliza los Qm, produciendo
acidos grasos los cuales entran a los tejidos. Los remanentes de estos Qm son
transportados hacia el higado. La concentracion de estos lipidos en el higado
generan la secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las cuales se
someten a lipolisis por medio de la enzima LPL, la cual libera acidos grasos que
posteriormente entran al tejido adiposo para ser almacenados. Las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) son productos finales del metabolismo de las VLDL. Las
LDL son acarreadas a tejidos extrahepaticos en donde se encuentra su receptor.
Por el contrario las lipoproteinas de alta densidad (HDL) se forman en el intestino
y el higado y tienen como principal funcién, transportar el colesterol de algunos

tejidos regresandolo al higado (Jon, 2008).

El estado de inflamaciéon de bajo grado generado durante la obesidad en el
tejido adiposo, trae como resultado una alteracion en el transporte de acidos
grasos y colesterol por parte de las lipoproteinas, lo que se traduce en una
elevacion de los triglicéridos (TG) séricos y reduccion del colesterol asociado con
lipoproteinas de alta densidad (HDL). Estos trastornos del metabolismo lipidico
son mediados por citocinas y pueden conducir al incremento del riesgo

cardiovascular asociado con dislipidemia.

Durante el transporte inverso de colesterol, el cual es el proceso por el cual

el colesterol captado por las HDL de las células periféricas llega al higado para ser
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eliminado por las vias biliares; la lipasa hepéatica (LH) es la enzima encargada de
remover los TG de los remanentes de VLDL y los Qm, facilitando la captacion de
estas particulas de la circulacion. Durante la inflamacién la actividad de la LH

disminuye, lo que podria contribuir al incremento de los TG.

Por otra parte, la mayoria de las particulas de LDL derivan del catabolismo
intravascular de las VLDL; cuando se presenta un proceso inflamatorio se provoca
una desregulacion del receptor de LDL y se induce la expresion de receptores
depuradores. Ademas, se observa una disminucion del tamafio en las LDL y
aumento de su susceptibilidad a la oxidacion; el aumento en la oxidacion de las
LDL se debe a la disminucion de la accion protectora de las HDL en el proceso

inflamatorio (Esteve y col., 2005).

Por otro lado, las alteraciones de la lipdlisis inducida por hormonas pueden
jugar un papel importante en el desarrollo de la obesidad y complicaciones
metabdlicas asociadas. Se han descrito defectos de la enzima que cataliza la
hidrdlisis de los triglicéridos almacenados en el tejido adiposo, la lipasa sensible a
la hormona (LSH). En los adipocitos de pacientes obesos se induce la expresion

de la enzima &cido graso sintasa, lo cual inhibe la lipdlisis.

La oxidacion de &cidos grasos en el higado y otros tejidos también se ve
alterada, lo cual es clave para potenciar el crecimiento del tejido adiposo. Una baja
tasa de oxidacion de acidos grasos en estos tejidos puede conducir a
hipertrigliceridemia y favorecer el almacenamiento de acidos grasos en el tejido
adiposo. La capacidad hepética de metabolizar acidos grasos es regulada en gran
medida por la actividad de receptor activado por proliferadores peroxisomales a
(PPARAQ), este receptor nuclear activa la transcripcion de genes implicados en el
catabolismo de los acidos grasos, tanto proteinas que median la captacion de los
acidos grasos circulantes como enzimas Utiles en la oxidacion mitocondrial. Asi

pues, la deficiencia de PPARa genera hipertrigliceridemia y obesidad y su
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activacion podria contribuir a la reducciéon de la adiposidad, al favorecer la

oxidacion de los acidos grasos en los adipocitos (Mijan, 2004).

2.1.6 Estrés oxidativo y radicales libres en obesidad

La obesidad y el estrés oxidativo sistémico se encuentran estrechamente
relacionados. El estrés oxidativo se define como una ruptura del equilibrio que
debe existir entre las sustancias o factores que promueven la oxidacién
(prooxidantes), entre los que se encuentra el tabaco, las radiaciones ionizantes, la
contaminacion, el metabolismo y la inflamacién; y los mecanismos encargados de
eliminar dichas especies quimicas (mediados por antioxidantes). El metabolismo y
la inflamacién se ven alterados durante la obesidad, produciendo especies
guimicas o sustancias prooxidantes, entre las que se incluyen los radicales libres,
los cuales son capaces de producir multiples reacciones con otros compuestos
presentes en el organismo, que llegan a producir dafio al DNA, las proteinas y los

lipidos (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de formacion de radicales libres y estrés oxidativo
(Adaptado de LEF, 1998)
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Un radical libre es una molécula que contiene uno o mas electrones no
apareados. De manera habitual, el oxigeno se encuentra en su forma mas estable
(O,), que es en su estado triplete, asi el oxigeno es poco reactivo. Las especies
reactivas pueden existir tanto en forma de radicales libres, como el radical
superoxido y el radical hidroxilo, 6 como especies de oxigeno no radicales, como
el peréxido de hidrégeno (H20,), el oxigeno singulete, el peroxinitrito (ONOO") y el

acido hipocloroso (HOCL).

La presencia y ubicuidad de enzimas que eliminan productos secundarios,
sugieren que los aniones superoxidos y el peréxido de hidrégeno son productos
secundarios importantes del metabolismo oxidativo. Ademas estas enzimas tienen
la capacidad de neutralizar o detener la propagacion de radicales libres dando
como resultado moléculas inofensivas. Actualmente se ha demostrado que las
especies reactivas de oxigeno (ERO) se encuentran relacionadas con la etiologia

o patologia de diversas enfermedades (Figura 4).

Obesidad . .
e
S & <5 Estrés oxidativo en
e Disminucionde tejido adiposo
enzimas -
b | antioxidantes «f -
& . - =
£ . ¥ Inflamacion
" ROS |
. .
- ' Leptina

‘ Adiponectina

Estrés oxidativo en

tejidos periféricos

Alteraciones metabolicas:
Dislipidemias

Dano celular
Aterosclerosis

Figura 4. Estrés oxidativo y obesidad
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Actualmente, la importancia médica del estrés oxidativo se ha convertido un
punto central de diversos procesos patoldgicos. La generacion de ERO puede
ocurrir por procesos fisiolégicos como no fisioldgicos, dentro de estos procesos se
encuentra el metabolismo celular normal (Céspedes y Sanchez, 2000; Wu vy col.,
2009). La excesiva generacion de ROS puede causar dafio en todos los tipos de
moléculas biolégicas, como, proteinas, lipidos o DNA; sin embargo, las proteinas
son posiblemente el vehiculo mas inmediato para infligir el dafio celular, al ser
oxidadas se producen grupos carbonilo (aldehidos y cetonas) en la cadena lateral

lo que les confiere una funcién alterada (Dalle-Donne y col., 2003).

Por otra parte la oxidacion de los lipidos o peroxidacion lipidica es un
mecanismo de dafio celular utilizado como indicador de estrés oxidativo. Tras la
descomposicion de los acidos grasos poliinsaturados de las membranas bioldgicas
se generan compuestos como el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxialqueno (4-
HNE) como productos finales de reaccion. La peroxidacion lipidica es uno de los
efectos de los radicales libres sobre la célula, ya que la destruccion de los &cidos
grasos poliinsaturados de la membrana junto con la formacion de puentes
disulfuro de las cadenas proteicas y la ruptura de éstas, provoca un
desmoronamiento de la estructura de membrana que conduce a una pérdida de la
permeabilidad y, posteriormente, a la muerte celular. El proceso de peroxidacion
lipidica consta de una serie de reacciones en cadena, que demuestran la
capacidad de los ERO para producir reacciones bioquimicas dafiinas para la
célula, estas reacciones provocan la formacién de distintas especies, las cuales a

su vez tienen la capacidad de degradar las membranas (Muriel, 1997).

La obesidad se encuentra estrechamente relacionada con la reduccion de la
luz arterial debido al exceso de radicales libres. La iniciacion de la reduccion del
calibre arterial es debida a un dafio en la pared vascular, lo que provoca la
penetracion al espacio subendotelial de las LDL y por ende generacion de la placa
aterosclerotica. En estudios realizados sobre el efecto de la peroxidacion lipidica y

el estado antioxidante en la aterosclerosis se encontrd6 que bajos niveles de
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antioxidantes y la peroxidacion lipidica estan involucrados en las fases tempranas

del proceso aterosclerdtico (Céspedes y Sanchez, 2000).

El estado de estrés oxidativo facilita la oxidacion de las moléculas de LDL,
especialmente las pequeiias y densas. Las LDL oxidadas (LDL-ox) inducen la
produccion de moléculas de adhesion celular endotelial y quimiotacticas de
atraccion monocitaria, incrementan la actividad de los genes proinflamatorios y los
factores de crecimiento celular. Ademds, las LDL-ox provocan disfuncion
endotelial y agregacion plaquetaria. Las LDL-ox se ubican en el espacio
subendotelial y contribuyen a la activacion de los monocitos que se convierten en
macrofagos. Estas células fagocitan a las LDL-ox y las internalizan. Con la
acumulacion progresiva de LDL-ox los macréfagos se convierten en células
espumosas, estas son el principal componente de las estrias grasas y son el
primer paso de la formacion de la placa aterosclerética. (Figura 5) (Esper y
Traversa, 2007; Tenorio y col., 2008).
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Figura 5. Iniciacion del proceso aterosclerético (Esper y Traversa, 2007)
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2.2 Efectos bioldgicos de los polifenoles

Los polifenoles son los antioxidantes mas abundantes en la dieta, las
fuentes mas importantes de estos compuestos son las plantas y frutos, ademas de
sus subproductos como jugos o infusiones. El estudio de los flavonoides y otros
polifenoles y de sus propiedades antioxidantes y sus efectos en la prevencion de
diversas enfermedades ha sido reciente. Existe evidencia de la contribucién de
estos compuestos en la prevencion de enfermedades cardiovasculares o aquellas
mediadas por radicales libres mediante pruebas in vitro e in vivo, por lo que se ha
establecido que algunos polifenoles, administrados como suplementos o como
parte de algunos alimentos mejoran el estado de salud. La biodisponibilidad y el
efecto biolégico de los compuestos fendlicos en el organismo es variable, ya que
existe una gran cantidad de ellos. Ademas, los compuestos activos pueden no ser
los polifenoles nativos encontrados en el alimento, los cuales son estudiados
regularmente en los estudios in vitro, sino los metabolitos provenientes de estos
compuestos. Los polifenoles son conjugados en el organismo y sus metabolitos no
conjugados normalmente representan soélo una pequefia fraccion de los
metabolitos circulantes. Algunas flavonas y la epicatequina no han demostrado
proteccion contra el estrés oxidativo en células cultivadas in vitro. Por esta razon
se ha sugerido la necesidad de reevaluar dicho efecto mediante estudios in vivo y
de biodisponibilidad.

Los polifenoles y otros antioxidantes se han implicado en la proteccion los
componentes celulares contra el dafio oxidativo a través de el atrapamiento de
radicales libres. Sin embargo, es mas probable que las células respondan a los
polifenoles a través de la interaccion directa con algunos receptores o enzimas
gue participan en la transduccion de sefales que puedan dar lugar a la
modificacion del estado redox de la célula. Los efectos biologicos de los
polifenoles pueden extenderse mucho mas alla de la modulacion del estrés
oxidativo, esto debido a la evidencia existente de los efectos benéficos de los

polifenoles contra enfermedades de tipo cronico degenerativo. Sin embargo, aun
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es imposible evaluar la trascendencia de la ingesta de estos compuestos para la

poblacién en general o para ciertos grupos de riesgo a enfermedad.

2.3 Bebidas funcionales

Las tendencias mundiales de la alimentacion indican un interés acentuado
hacia ciertos alimentos que ademas del valor nutritivo aporten beneficios a las
funciones fisiolégicas del organismo humano. Dentro de este tipo de alimentos se
encuentran las bebidas nutracéuticas que son aquellas que contienen ciertos
ingredientes que pueden ofrecer beneficios especificos a la salud tales como
mejorar la inmunidad y la digestion, asi como promover la saciedad y por
consecuencia reducir el peso corporal y proporcionar energia al organismo. Dentro

de estas bebidas se encuentran las infusiones (Alvidrez y col., 2002).

2.3.1 Infusiones

Una infusion es una bebida generada a partir de la adicion de las hojas y
brotes de algunas plantas, asi como de algunos frutos, al agua en ebullicion.
Mediante este proceso se extraen las sustancias organicas solubles en agua
presentes en diversas especies vegetales. Las infusiones han sido utilizadas por
diversas culturas para proporcionar beneficios a la salud. Por esta razén algunos
investigadores se han enfocado al estudio de infusiones de diversas plantas con el
fin de obtener informacién acerca de la prevencion y tratamiento de algunas
enfermedades de origen inflamatorio, debido a las propiedades antioxidantes (NCI,
2002; Murillo, 2002).
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2.3.2 Consumo de infusiones en México

México cuenta con una tradicion importante en el consumo de infusiones.
Nielsen (2009) reportd que el consumo de bebidas no carbonatadas en México ha
incrementado. Entre los meses de diciembre de 2008 y enero de 2009, en
comparacion con el mismo periodo del afio previo, el consumo de infusiones se
incrementd en un 60%. Esta bebida se ha consolidado en los ultimos afios ya que
se relaciona habitualmente con sus beneficios para la salud. En general, o que se
ha observado es un mayor crecimiento en el consumo de té verde, ademas de
algunas infusiones aromaticas. En la figura 6 se muestra el consumo de bebidas
en México, se puede observar que el té y el café ocupan el tercer sitio en consumo

en nuestro pais.

a. Mililitros consumidos b. Kcal consumidas

Alcohc.l< Tl 120m Toul 4l Kal
o *" \

||'-"- Yy AgUas
Aole '.
ﬂ'- i: | Refrescas
I (85 Keal)
]
I
!
Jugos y aguas con aziicar
(95 Keal)

(20 ml)
Arcle

Jugo y aguas
(12 Km)—l’

sin azlicar
l't Café o té (34 Keal)

(49 ml)
Ou‘os

(4l ml) |
|
II
\ (‘m rnIJ

Datos representativos en el ambito nacional para adultos de |9 afios y mis
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2.3.3 Propiedades bioldgicas de las infusiones

Los efectos benéficos para la salud de las infusiones se asocian
principalmente a la accion antioxidante de sus componentes, los cuales pueden
actuar como atrapadores de especies reactivas de oxigeno protegiendo la
estructura de los acidos nucleicos, proteinas y lipidos. Los polifenoles contenidos
en las diversas infusiones ejercen importantes efectos inhibitorios de la iniciacion
de la aterogénesis, derivada de la oxidacion de las LDL, ademas de tener efectos
hipocolesterolémicos y vasodilatadores. Se ha comprobado que el consumo de
ciertas infusiones puede movilizar las grasas en el tejido adiposo, estimulando la

termogénesis (Lin y col., 2005, Santangelo y col., 2007).

2.3.4 Té verde (Camellia sinensis)

La planta de té (Camellia sinensis) es la especie cuyas hojas y brotes se
utilizan en la preparacion del té verde. Es una de las 50 hierbas usadas en la
medicina tradicional china. Esta planta procede del sur y sudeste de Asia, aunque
hoy se cultiva en todo el mundo, tanto en regiones tropicales como subtropicales.
El té verde proviene de la minima oxidacion de la planta Camellia sinensis durante
su procesado, ya que no atraviesa por un proceso de fermentacién como es el
caso de otras variedades de té (Kato y col., 2008). Sus beneficios medicinales se
descubrieron desde hace mas de un milenio y es una de las infusiones mas
estudiadas por sus efectos benéficos a la salud. EI compuesto al cual se le han
atribuido los mayores beneficios es el galato de epigalocatequina (EGCG, por sus
siglas en inglés), sin embargo, posee otros polifenoles, como el galato de
epicatequina, acido galico, galato de metilo, epigalocatequina, catequina,
epicatequina, y flavonoides, como rutina, mericetina y quercetina, los cuales han
demostrado ser potentes agentes antiinflamatorios. EI consumo de té verde puede
ser una alternativa importante para la salud, ya que es un potente antioxidante

(Nakagawa y col., 1999), ademas de reducir las concentraciones de colesterol
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sérico y el peso corporal. Se ha reportado que el gasto energético y la oxidacion
de las grasas incrementa en hombres sanos y jovenes que consumieron extracto
de té verde, ademés se demostré que los polifenoles del té verde, especialmente
el EGCG, puede estimular la termogénesis y la oxidacion de las grasas; un efecto
sinérgico de este compuesto y la cafeina puede ser responsable de lo anterior
(Dulloo y col., 1999).

Asi mismo se demostré que una inyeccion intraperitoneal de EGCG (>98%
pura) causa pérdida de peso corporal en ratas Sprague-Dawley de 2 a 7 dias de
tratamiento. Otros  componentes relacionados como  epicatequina,
epigalocatequina y epicatequina galato no produjeron el mismo efecto. Se ha
demostrado anteriormente que las catequinas contenidas en el té verde tienen
capacidad hipocolesterolémica, ya que inhiben la absorcion de colesterol en ratas
(Ikeda y col., 1992 y 2003), asi como antiobesogénica y antioxidante (Han y col.,
1999; Sohle y col., 2009), siendo efectivo en la prevencion de la oxidacion de LDL
(Miura y col., 2000). Ademas las catequinas de té verde inhiben la actividad de la
lipasa pancreatica lo que impide la absorcion de las grasas en el intestino (Koo y
Noh, 2007).

2.3.5 Infusién de manzanilla (Matricaria recutita L.)

La manzanilla (Matricaria recutita L.) es una planta herbacea anual de la
familia de las asteraceas, es nativa de Europa y las regiones templadas de Asia,
aungue rapidamente se incorporoé a la herbolaria mexicana. Ha sido utilizada como
infusion por generaciones, principalmente por sus efectos medicinales conocidos,
entre los que se encuentran sus propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas,
antiespamadicas, entre otras (Linares y col., 1999). Es conocida por contener
diversas clases de compuestos activos incluyendo aceites esenciales vy
polifenoles. Los componentes principales de aceites esenciales extraidos de la

manzanilla son los terpenos, los cuales han demostrado tener las propiedades
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antes mencionadas. Se han identificado una gran diversidad de compuestos
fendlicos incluyendo apigenina, quercetina, herniarina y patuletina. En condiciones
naturales la mayoria de los flavonoides estan presentes en forma de glucésidos, lo
cual los hace altamente estables y solubles en agua. El uso generalizado, asi
como las propiedades medicinales atribuidas a la manzanilla ha incrementado el
consumo de ésta como infusion en todo el mundo. En afios recientes se han
estudiado las propiedades antioxidantes e hipocolesterolémicas de esta planta
(Srivastava y Gupta, 2009).

2.3.6 Infusidon de limon (Cymbopogon citratus)

La hierba de limén (Cymbopogon citratus) de origen hindd, es una planta
herbacea, perenne aromatica y robusta que pertenece a la familia de las
gramineas. En la actualidad se cultiva como planta medicinal en zonas tropicales y
subtropicales (Gonzalez, 2006). La infusion de limén (Cymbopogon citratus) ha
sido utilizada principalmente como tonico aromatico, antibacterial y antipirético, asi
como en procesos antiinflamatorios. Sin embargo, también ha sido demostrado ser
efectivo en otros procesos como la disminucion de la oxidacion de la LDL in vitro
debido a compuestos derivados de glucésidos de flavonoides, los cuales pueden
tener un efector cardioprotector. Entre los compuestos principales presentes en la
infusion de limoén que estan relacionados con beneficios a la salud, se encuentran
el &cido caféico, el acido clorogénico, el acido neoclorogénico, el acido p-

hidroxibenzoico, el acido glutdmico y la luteolina (Orego y col., 2009).

2.3.7 Infusién de hierbabuena (Mentha spicata)

La Mentha spicata es una hierba perenne nativa de Europa, pertenece a la
familia de las Lamiaceae. Esta especie tiene mdultiples usos, entre los que se
encuentra el uso medicinal principalmente como infusion (Anénimo, 1987). La

infusion de hierbabuena (Mentha spicata) ha sido utilizada principalmente en el
23



tratamiento de problemas digestivos, ademas el aceite esencial ha demostrado
efectos antioxidantes, antimicrobianos y antivirales (McKay y Blumberg, 2006).
Ademas se ha demostrado que la infusion de la variedad Mentha piperita reduce
los niveles plasmaticos de triglicéridos y colesterol en ratas Wistar adultas sanas
(Barbalho y col., 2009). Algunos de los compuestos presentes en esta infusion han
sido recientemente identificados, y han demostrado tener buena capacidad
antioxidante por métodos in vitro, entre estos compuestos se encuentran el acido
rosmarinico, el acido cindmico, el acido caféico y los flavonoides (flavonas y
flavononas); igualmente se han identificado por técnicas cromatograficas (HPLC)
de manera cuantitativa, la eriocitrina, la luteolina, la hesperidina, el acido

litospérmico, metil rosmarinato, entre otros (Fecka y Turek, 2007).

2.3.8 Infusién de alcachofa (Cynara scolymus)

La alcachofa (Cynara scolymus) procedente del Mediterrdneo, es una
planta cultivada como alimento en climas templados. Pertenece al género Cynara
dentro de la familia Asteraceae. Se nombra alcachofa, tanto la planta entera como
la cabeza floral comestible. La alcachofera es una planta perenne que brota de la
cepa todos los afnos (Rottenberg y Zohary, 1996). El uso principal de esta planta
es comestible, y recientemente esta siendo utilizada como infusion. En la
actualidad se ha relacionado al consumo de alcachofa con la reduccion del peso
corporal, sin embargo, no existen suficientes estudios al respecto. Algunos
estudios han demostrado que el extracto de hoja de alcachofa reduce los niveles
séricos de colesterol y triglicéridos (Wider y col.,, 2002; Bundy y col., 2008),
ademas de reducir igualmente los productos de la oxidacién de las grasas en el
higado y promover el incremento de enzimas antioxidantes. De esta manera se ha
demostrado que este extracto posee un potencial antioxidante y protector muy
importante (Kusku-Kiraz y col., 2010; Kugukgergin y col., 2010; Gebhardt, 1997).
Ademas, tiene un efecto vasodilatador, ya que se ha demostrado que el extracto
de alcachofa incrementa la expresion de la enzima Oxido nitrico sintetasa,

aumentando de esta manera la produccion de oxido nitrico (Li y col., 2004). Entre
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los compuestos que poseen los efectos antes mencionados se encuentran los
flavonoides como la luteolina, la cinarina, la cinaropicrina, la apigenina y
compuestos fendlicos como el &cido hidroxicinamico y el acido clorogénico
(Lattanzio y col., 2009)

2.3.9 Infusién de toronja (Citrus paradisi)

La toronja es un cultivo importante en algunos estado de Estados Unidos,
Sudameérica e Israel, proviene de un hibrido, probablemente producido de manera
espontanea entre dos especies, Citrus maxima y Citrus sinensis;. El fruto es
globoso recubierto de una cascara gruesa y carnosa que crece en climas
subtropicales (Morton, 1987). Su uso es principalmente comestible de forma fresca
(tanto el fruto como su jugo). Sin embargo, también es utilizado como infusion
tanto la pulpa como la cascara. En la actualidad tanto el fruto como sus
subproductos se ha utilizado como coadyuvante en la reduccion de peso. Se ha
estudiado el fruto fresco y el aceite de éste y se ha demostrado que ambos
reducen los niveles de triglicéridos sanguineos, ademas de inhibir la adipogénesis
en adipocitos subcutaneos de ratas (Haze y col., 2010). Se ha propuesto que el
consumo de la fruta fresca antes de ingerir cualquier otro alimento promueve la
pérdida de peso corporal, ademas de mejorar la resistencia a la insulina en
humanos (Fujioka y col., 2006; Owira y Ojewole, 2009). Los compuestos con
capacidad antioxidante que han sido reportados en la toronja son principalmente el
acido ascorbico, el acido malico, el acido oxalico, el acido citrico y flavonoides
como la naringenina y la naringina. Se ha descrito que el flavonoide naringenina
tiene la capacidad de incrementar la expresion de los genes responsables de la
oxidacion de los acidos grasos, y suprimir la expresion de aquellos involucrados
en la lipogénesis, ademas de disminuir la secrecion de la bilis, o que reduce a su
vez la absorciéon de las grasas (Goldwasser y col.,, 2010). Ademas se ha
demostrado que el mismo compuesto reduce la actividad de la enzima 3-hidroxi-3-
metil-glutaril-CoA reductasa (HMG-CoA), encargada de la sintesis de colesterol, lo

cual se traduce en menores niveles de colesterol en la sangre (Jung y col., 2006).
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En base a lo anterior, existen reportes que sugieren que las infusiones
disminuyen el riesgo de presentar complicaciones relacionadas con la obesidad,
tanto por su capacidad antioxidante como mediante la modulacién de otros

mecanismos relacionados con estas alteraciones.
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l1l. JUSTIFICACION

En México, los problemas metabdlicos han ido en aumento debido al
incremento en la prevalencia de obesidad. Asi pues, la obesidad se encuentra
altamente relacionada con las alteraciones en el metabolismo de los lipidos en el
organismo, asi como, con el estrés oxidativo, complicaciones que conllevan a

otras patologias.

Por otra parte, el consumo de alimentos con alto contenido caldrico, los
cuales contienen una cantidad elevada de azlcares simples y grasa saturada, ha
sido implicado como uno de los factores principales desencadenantes del
incremento del peso corporal y por consiguiente de la obesidad. Las
consecuencias de este tipo de dieta traen consigo efectos adversos a la salud que

se pueden prevenir en gran medida si se tiene una dieta balanceada.

Existe evidencia de la funcion de algunos alimentos funcionales sobre el
decremento de peso corporal, asi como de su participacion en la prevencion de las
complicaciones asociadas a la obesidad; sin embargo, existen pocos reportes

cientificos que apoyen dichas propiedades.

Las infusiones son bebidas con un elevado consumo en nuestro pais.
Algunas de ellas fueron capaces de reducir el peso corporal, o que se ha atribuido
principalmente a los compuestos antioxidantes presentes en dichas infusiones. El
té verde ha sido ampliamente estudiado en enfermedades de tipo cronico
degenerativas teniendo efectos favorables. Sin embargo, no se han estudiado los
efectos benéficos que pueden presentar otras infusiones de gran importancia en

nuestro pais en las alteraciones provocadas por patologias como la obesidad.

Es por todo lo anterior que en este trabajo se busco determinar el efecto de
algunas infusiones herbales comerciales, y otras naturales, como la de alcachofa y

la de toronja, en la obesidad y en la prevencion de las alteraciones provocadas por
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esta enfermedad, tanto a nivel fisico, como bioquimico y molecular, en un modelo
de obesidad inducida mediante una dieta hipercalorica alta en grasa saturada y

fructosa.
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IV. HIPOTESIS

Debido a sus propiedades antiinflamatorias y antiobesigénicas la ingesta de
infusiones herbales comerciales y naturales disminuye el peso corporal y el
desarrollo de alteraciones provocadas por la obesidad en ratas alimentadas con

una dieta hipercalorica alta en grasa saturada y fructosa.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar el efecto del consumo de infusiones herbales comerciales y
naturales sobre alteraciones en el metabolismo de lipidos y estrés oxidativo en un
modelo de obesidad.

5.2 Objetivos particulares

1. Cuantificar los compuestos fendlicos en las infusiones en estudio y

determinar la capacidad antioxidante de las mismas.

2. Determinar el efecto de la ingesta de infusiones sobre la reduccion de
parametros de adiposidad e inflamacion.

3. Evaluar el efecto de las infusiones sobre los niveles de lipidos en torrente

sanguineo y el almacenamiento de triacilglicéridos en tejido adiposo.

4. Determinar el efecto del consumo de infusiones sobre la oxidaciéon de

proteinas y lipidos en el tejido adiposo.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Materiales

6.1.1 Material vegetal

Se utilizaron cuatro tipos de infusiones herbales de diferentes marcas
comerciales: té verde (Camellia sinensis) de la marca Lagg’'s, manzanilla
(Matricaria recutita) de la marca Lagg’s, limén (Cymbopogon citratus) de la marca
McCormick y hierbabuena (Mentha spicata) de la marca Therbal. Ademas, se
utilizaron dos materiales no comerciales: la alcachofa (Cynara scolymus) y la
toronja (Citrus paradisi) las cuales se obtuvieron en mercados locales. En el caso
de las infusiones herbales comerciales se utiliz6 un lote con un tiempo de

almacenamiento de 1 afio y 2 lotes nuevos.

6.1.2. Material biologico

Los animales utilizados en el estudio se adquirieron en Rismart S.A de C.V.
Se utilizaron 64 ratas macho Sprague-Dawley de seis semanas de edad, con un
peso promedio de 250 g. Los animales se mantuvieron en un bioterio con periodos
de luz y oscuridad de 12 hr a lo largo de la fase experimental con acceso ad

libitum al agua y alimento.

6.1.3. Material quimico

Los Kkits utilizados para la determinacion del perfil de lipidos fueron de la
marca RANDOX (RANDOX Laboratories, Crumlin, United Kingdom).

Para la cuantificacion de leptina se utiliz6 el kit rat leptin de la marca

Invitrogen (Invitrogen Corporation, Camarillo, California). Para determinar
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cuantitativamente IL-6 se utilizd el kit rat IL-6 de la marca Invitrogen (Invitrogen
Corporation, Camarillo, California). Finalmente para la determinacién de Proteina
C reactiva se utilizé el kit rat PCR de la marca Millipore (Merck Millipore, Long

Beach, California).

6.2 Métodos

6.2.1 Preparacion de infusiones

Para la preparacion del material de alcachofa, primeramente se elimino el
tallo, se cortaron las hojas, incluyendo las del centro y se cortaron de manera
homogénea, el centro del vegetal se elimind. Para la toronja, se cort6 el fruto
completo, en trozos pequefios y homogéneos, de manera que se utilizo tanto el
centro como la cascara. Finalmente; tanto el vegetal como el fruto se liofilizaron y
se utiliz6 el material seco para la preparacion de las infusiones. Para cada una de
las infusiones herbales comerciales se retird la bolsa que recubre el material y se

peso la cantidad requerida de cada una.

Las infusiones, tanto comerciales como naturales, se prepararon de la
siguiente manera: se colocaron 200 mL de agua destilada en un matraz y se
calentd6 hasta ebullicion, posteriormente se retir6 el matraz de la placa de
calentamiento, se agregaron 2 g del material seco; se dejé reposar por 10 minutos

y se filtré con un papel filtro N° 4.

6.2.2 Determinacion de fenoles totales

La técnica se realizé por el método descrito por Dewanto y col. (2002). Se
tomo una alicuota de 20 pL de cada una de las infusiones, la cual se colocé en un
vial de vidrio y se completé a 250 pL con agua destilada, se adiciond 125 pL del

reactivo de Folin Ciocalteu 1N, se agit6 en un vortex por 5 minutos.
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Posteriormente, se agrego 625 pL de Na,CO3 al 20% y se dej6é reposar durante 2
hr en la oscuridad. Transcurrido este tiempo, se colocaron 300 uL de cada uno de
los tubos en una microplaca de 96 pozos y obtuvieron lecturas
espectrofotométricas a una longitud de onda de 760 nm. Los resultados se
expresaron como mg equivalentes de acido galico por mL de muestra, para lo cual

se realiz6 una curva estandar de acido galico.

6.2.3 Determinaciéon de flavonoides totales

La cantidad de flavonoides se determind por el método descrito por
Robertson y Hall (1989). Una vez preparadas las infusiones se tomaron 50 pL de
cada una y se colocaron en una microplaca de 96 pozos, posteriormente, se
adicionaron 180 pL de agua destilada y finalmente se agregaron 20 pL de la
solucién 2-aminoetildifenilborato al 1%. Inmediatamente después se leyé en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 404 nm. Los resultados se
expresaron como mg equivalentes de rutina por mL de muestra, para lo cual se

realizé una curva estandar de rutina.

6.2.4 Determinacioén de taninos condensados

Se realiz6 de acuerdo al método descrito por Feregrino y col. (2008). Se
tomaron 50 pL de cada una de las muestras y se colocaron en una microplaca de
96 pozos. Posteriormente se adicionaron 250 pL de una solucién 1:1 de (+)
catequina (HCI al 8%: vainillina al 1%). Al blanco se adicion6 50 pL de agua
destilada y 200 pL de HCI al 4%. Finalmente, se obtuvieron lecturas mediante un
espectrofotometro a una longitud de onda de 492 nm. Los resultados se
expresaron como mg equivalentes de (+)-catequina por mL de infusion, para

determinar las concentraciones se realizé una curva estandar de (+)-catequina.
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6.2.5 Determinacién de la capacidad antioxidante por el método ABTS

Se determiné la capacidad antioxidante mediante el método descrito por
Van den Berg y col. (1999) y fue expresada en ICso 0 capacidad inhibitoria media.
La técnica consisti6 en mezclar 5 mL del radical ABTS (7 mM) y 88 uL de
persulfato de potasio (140 mM). La solucion se almacend en refrigeracion y
protegio de la luz 12 hr para su uso posterior. Se tomaron 500 uL de la solucién
concentrada de ABTS' y se agregaron de 15-20 mL de etanol para obtener una
absorbancia de la dilucion de 0.8 £ 0.2 a una longitud de onda de 734 nm. Las
lecturas se realizaron en un lector de microplaca modelo SpectraMax PLUS 384
(Molecular Devices, Maryland, USA). Se incluyé como blanco 230 uL de etanol +
20 uL de agua destilada, como control 230 uL de ABTS + 20 uL de agua destilada
y de las muestras se tomaron 230 pL de ABTS + 20 pL de la muestra. La
absorbancia se midi6 a 734 nm inmediatamente al minuto 0 y transcurridos 6
minutos se midié nuevamente. La capacidad antioxidante se expres6 como pg/mL

de infusién necesaria para inhibir el 50% del radical ABTS" (ICso).

6.2.6 Determinacion de la oxidacién de LDL

La determinacién de LDL oxidada in vitro se determiné por el método de
Nagai y col. (2011) con modificaciones. Se colocaron en tubos Falcon, 200 pL de
LDL de suero humano previamente precipitada y 100 pyL de CuSO4 5 mM, el
volumen se llevd a 1 mL con la muestra diluida en solucién amortiguadora de
fosfatos (pH 4), la mezcla se incubé a 37°C durante 3 hr. Posteriormente, se
agregaron 1 mL de acido tiobarbitdrico (TBA) al 0.37% y 1 mL de &acido
tricloroacético (TCA) al 15% se colocaron los tubos en ebulliciéon por 20 minuto,
finalizado este tiempo se colocaron en hielo para detener la reaccion. Se agrego a
cada tubo de 2 a 3 mL de butanol y se centrifugé a 8000 g por 10 minuto. Se tomé
la fase superior y se leyé a una longitud de onda de 532 nm. Para calcular el

porcentaje de inhibicion se utilizé la siguiente formula:
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L Abs blanco — Abs muestra
% Inhibicion = b5 blanco * 100

6.2.7 Determinacién de la oxidacién de proteinas in vitro

La determinacion de la proteina oxidada se realizd por el método descrito
por Oliver y col. (1987). Se utiliz6 albumina y el ensayo se realiz6 en un volumen
de reaccion de 1 mL. Se utilizaron diferentes concentraciones de cada una de las
infusiones y dos tubos de cada concentracion, mismos que se completaron a 1 mL
adicionando solucién amortiguadora de fosfatos, 80 yL de albamina (6 mg/mL),
480 uL de FeCl; (250 mM) como agente oxidante y 2 uL de H,O,. Posteriormente
se agitaron las mezclas y se dejaron incubar 30 minutos a 37 °C. Se adicionaron
200 pL de HClI 2 M a uno de los tubos y 200 yL de 2,4-Dinitrofenilhidracina
(DNPH) 10 mM en HCI 2 M a su contraparte en concentracion, todos se agitaron y
se incubaron a 37 °C por una hora. Después se agregaron a todos los tubos 325
ML de TCA al 50%, se incubd a 4 °C por 10 minutos y se centrifugaron a 3000 g
por 10 minutos. El pellet se sometié a 3 lavados con etanol-acetato de etilo (1:1) y
entre cada uno de ellos se centrifugd a 11000 g por 3 minutos, se retiré el
sobrenadante y se dejé evaporar el solvente. El pellet se resuspendié con 1 mL de
solucion de guanidina HCI 6 M y se agit6 e incub6o a 37 °C por 15 minutos,
después se centrifugd a 12000 g por 10 minutos a 4 °C y se ley6 a una longitud de
onda de 375 nm utlizando guanidina como blanco. Se expres6 como la

concentracion necesaria para inhibir el 50% de la oxidacion de la albamina (ICso).

6.3 Estudios in vivo

6.3.1 Dieta

Con el fin de incrementar su peso corporal e inducir obesidad se administro

una dieta hipercaldrica alta en grasa saturada y fructosa a 7 grupos
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experimentales. El contenido nutrimental de la dieta fue distribuido con un total de
433.53 kcal, 18.2% de proteinas, 47.1% de carbohidratos y 34.8% lipidos de los
cuales el 20.8% fueron saturados, 7.7% monoinsaturados y 4.5% poliinsaturados.
La dieta se constituyé por un 50% de alimento base, 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.

Los animales del grupo control sano se alimentaron con una dieta estandar
(Alimento Harlan Teklad LM-485), la cual contenia 342.9 kcal, 18.7% de proteinas,
56% de carbohidratos y 4.9% lipidos, de los cuales el 1.2% fueron saturados,

1.4% monoinsaturados y 1.9% poliinsaturados.

6.3.2 Administracion de la infusion

Las infusiones se administraron ad libitum, colocando 100 mL de la bebida
para cada animal por dia. Se cuantifico y registré el consumo de cada una de las

infusiones diariamente.

6.3.3 Grupos experimentales

Los animales se dividieron en 8 grupos (cuadro 2), 6 de estos grupos fueron
tratados con la dieta alta en grasas saturadas y azUcares simples y cada una de
las infusiones en estudio (grupos 1-6), y de los dos grupos restantes uno de ellos
(grupo 7) fue considerado como grupo obeso y el ultimo como grupo sano (grupo
8).
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Cuadro 2. Grupos de experimentacion

Grupo Dieta Infusion

1 “Dieta hipercalérica alta en grasa Manzanilla (Matricaria

saturada y fructosa recutita) Lagg’s.
2 ’Dieta  hipercalérica alta en grasa Limén (Cymbopogon
saturada y fructosa citratus) McCormick.

3 ’Dieta  hipercalérica alta en grasa Té verde (Camellia sinensis)
saturada y fructosa Lagg’s.

4 ’Dieta  hipercalérica alta en grasa Hierbabuena (Mentha
saturada y fructosa spicata) Therbal.

5 ’Dieta hipercalérica alta en grasa Alcachofa (Cynara scolymus)
saturada y fructosa

6 ’Dieta hipercalérica alta en grasa Toronja (Citrus paradisi)
saturada y fructosa

7 ’Dieta hipercalérica alta en grasa Sin infusién (Sélo agua)
saturada y fructosa

8 !Dieta estandar Sin infusion (Solo agua)

"Dieta estandar: Alimento Harlan Teklan LM-485
“Dieta hipercaldrica alta en grasa saturada y fructosa: Alimento estandar (50%), manteca de cerdo

(5.7%), aceite de coco (8%), caseina (10.8%), fructosa (23%), vitaminas (0.7%) y minerales (1.8%).

6.4 Determinaciones in vivo
6.4.1 Mediciones semanales

Se realizé la medicion del peso corporal de cada una de las ratas, asi como
de su crecimiento, midiendo la longitud desde la nariz hasta el ano. Con los datos

anteriores se determiné el indice de masa corporal (IMC) mediante la siguiente

formula:
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IMC

6.5 Sacrificio

Una vez transcurridas 12 semanas, se sacrificaron los animales y se colecto
una muestra de sangre por puncién cardiaca, la cual se centrifug6é por 10 minutos

para separar el suero y se almacend hasta su uso posterior.

Se colecto tejido adiposo visceral abdominal, se peso y posteriormente se
lavd con solucion fisioldgica. Se congelo utilizando nitrégeno liquido y se almaceno

a -70°C hasta su uso.

6.6 Determinaciones posteriores al sacrificio

6.6.1 Determinacién de triglicéridos en tejido adiposo

Para la extraccion de los triglicéridos del tejido adiposo se utilizé el método
de Folch (1957). Se tom6 aproximadamente 0.5 g de tejido y se homogenizé
mediante un pistilo con un pequefio 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 mezcla
se pasO a un tubo Falcon provisto de un embudo con papel filtro. Se filtré y
enjuagd con 2 mL de la mezcla de solventes. Se midié el volumen del extracto
crudo total y se adicion6 un quinto del volumen de FSSPSS
(cloroformo:metanol:agua, 3:48:47 con 0.02% de CaCl,). Se homogeniz6 con una
varilla de vidrio, la cual se lavé con 0.25 mL de FISP (cloroformo:metanol:agua,
86:14:1). Se dejo6 reposar y la fase superior se retiré6 mediante una pipeta Pasteur.
La fase inferior se lavé 3 veces con 0.75 mL de FSSP (cloroformo:metanol:agua,
3:48:47). A la fase inferior se adicioné 0.25 mL de metanol, se homogenizé y lavd

el tubo y la varilla de vidrio con 0.5 mL de cloroformo y se homogenizé
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nuevamente. Para la determinacion de triglicéridos se utilizd 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.

6.6.2 Determinacién del tamafio de los adipocitos

El tejido adiposo se fij6 con 10% de solucién amortiguadora de fosfatos-
formalina por un dia y posteriormente se procesé de manera rutinaria para obtener
cortes de parafina. Los cortes utilizados fueron de 5 mm de espesor y se tifieron
con hematoxilina y eosina para el examen microscopico. Las muestras se
analizaron por medio de un sistema de analisis de imagen (Image Pro-Plus), en el
cual se obtuvieron las medidas de didmetro y area de cada uno de los adipocitos;
se tomaron cinco imagenes de cada una de las laminillas y de cada una de estas
imégenes se eligieron seis medidas de diametro y area al azar las cuales fueron
promediadas. El tamafio de los adipocitos se expresé en pym y pm? para el

didmetro y area, respectivamente.

6.6.3 Perfil de lipidos

Se realiz6 la medicion de los niveles sanguineos de triacilglicéridos,
colesterol LDL (lipoproteina de baja densidad), colesterol HDL (lipoproteina de alta
densidad) y colesterol total, utilizando un kit enzimatico Lipid Profile, de la marca
RANDOX Laboratories LTD.

6.6.4 Cuantificacion de citocinas proinflamatorias

Las determinaciones de citocinas proinflamatorias se realizaron en el suero
sanguineo mediante el Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA).

Se agrego la muestra al pozo el cual contiene el anticuerpo primario, se incubo de
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acuerdo al tiempo y temperatura indicados para cada citocina. Se lavd y se
adicion6é el anticuerpo secundario ligado a una enzima, se incubd y lavo
nuevamente. Se adicion0 la soluciébn de deteccion, se incubd y se realizaron
lavados, finalmente se agregé el sustrato de la enzima e incubé. Las placas se
leyeron en un lector de microplacas modelo SpectraMax PLUS 384 (Molecular
Devices, Maryland, USA) a la longitud de onda indicada especifica para cada una

de las citocinas estudiadas.

6.6.5 Determinacién de la peroxidacién lipidica en el tejido adiposo

El malondialdehido (MDA) es un producto secundario de la oxidacion de los
acidos grasos insaturados de membrana. Para determinar la peroxidacion lipidica
se utilizd el método descrito por Galobart y col. (2001). Se pesaron 1.5 g de tejido
adiposo, posteriormente se pulverizé en un mortero manteniendo congelado el
tejido mediante la adicion de nitrogeno liquido y se agregaron inmediatamente 5
mL de butil-hidroxitolueno (BHT) disuelto en hexano y 8 mL de TCA al 5%. La
mezcla se homogeniz6 con un polytron durante 40 segundos Yy se filtr6. El volumen
se incrementd a 10 mL con TCA al 5%. Posteriormente, la mezcla se separd en
dos alicuotas de 3 mL, se adicion6 a cada una 2 mL de TBA al 0.8% y las mezclas
se incubaron a 70°C por 30 minutos. Posterior a esto, se coloco en hielo durante 7
minutos y a temperatura ambiente por otros 45 minutos. Se ley6 a una longitud de
onda de 532 nm y la concentracidon de sustancias reactivas al 4cido tiobarbittrico
(TBARS) se expreso en nmol de MDA/mg de tejido.

6.6.6 Determinacién de la oxidacion de proteinas en el tejido adiposo

Primeramente, se llevé a cabo la extraccion de proteinas del tejido adiposo.
Se pesaron 100 pg de tejido, los cuales se pulverizaron en un mortero con
nitrégeno liquido. Se adicion6 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos y se

agregaron los reactivos en el siguiente orden: Tris-HCI 20 mM (pH 7.5), NaCl 150
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mM, Na;EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NP-40 al 1%, acido deoxicdlico al 0.1%,
pirofosfato de sodio 2.5 mM y NazVO,. Posterior a ello se homogenizé con un
polytron por algunos segundos. La mezcla se incubd por 45 minutos a 4 °C en
agitacion. Finalmente se centrifugd a 16000 g por 30 min, se recuperd el

sobrenadante y se cuantificaron las proteinas totales por el método de Lowry.

Para la determinacién de proteinas oxidadas se tomé 1 mL de la muestra y
se adicionaron 200 pL de DNPH 10 mM en HCI 2 M, se agité y se incubd a 37 °C
por 1 hr. Después se agregaron 325 pl de TCA al 50%, se incub6 a 4°C por 10
minutos y se centrifugd a 5000 g por 10 minutos. El pellet se sometié a 4 lavados
con etanol-acetato de etilo (1:1) y entre cada uno se centrifugé a 13000 g por 4
minutos, se retird el sobrenadante y se dejo evaporar el solvente. El pellet se
resuspendio con 1 mL de solucion de guanidina 6 M y se agité e incubd a 37°C por
15 minutos. Posteriormente se centrifugd a 12000 g por 10 minutos a 4°C y se
leyé a una longitud de onda de 375 nm, utilizando guanidina como blanco. La
oxidacion de proteinas se expresé como nmol de residuos de carbonilo por mg de

tejido.
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VII. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 considerando un disefio con un solo factor
(tipo de infusién) con seis niveles (1. Té verde, 2. Manzanilla, 3. Limoén, 4.
Hierbabuena, 5. Alcachofa, 6. Toronja). De los resultados se obtuvieron las medias
+ el error estandar con las cuales se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) para
determinar si las diferencias eran estadisticamente significativas. Se realizé una
comparacion de medias por el método de Tukey con un nivel de significancia de
p<0.05. Adicionalmente para el andlisis del estudio in vivo se utilizd el método de
Dunnett para comparar contra un tratamiento especifico. Finalmente se realizd un
analisis de correlacion de variables respuesta para cada uno de los tratamientos
estudiados. El analisis estadistico se realizO mediante la utilizacién del paquete

estadistico JMP version 5.0.1
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSIONES

8.1 Contenido de compuestos fendlicos totales de infusiones herbales

comerciales y naturales

Los compuestos fendlicos de diferentes especies herbales se han
relacionado con diversos beneficios a la salud. Estos constituyen un grupo de
compuestos de gran interés debido a sus propiedades antioxidantes y sus posibles

efectos benéficos en la salud humana (Frei y Higdon, 2003).

Los vegetales y sus productos derivados, entre los cuales se encuentran las
infusiones, han sido extensamente estudiados in vitro por varios autores con el
proposito de evaluar el contenido de compuestos fendlicos presentes, asi como su
capacidad antioxidante. Algunos estudios han demostrado que dicha actividad
antioxidante puede contribuir a la prevencion de patologias crénico degenerativas
(Moraes y col. 2008).

Por lo que fue importante determinar el contenido de estos compuestos en

los materiales vegetales de este estudio.

La concentracion de compuestos fendlicos se presenta en el Cuadro 3. En
el caso de taninos condensados se puede observar un mayor contenido en el té
verde (7.6 £+ 0.08 mg eq. (+)-catequina), seguido del té de limén con una
concentracion de 1.2 + 0.06 mg eq. (+)-catequina. Cabe resaltar que estos
compuestos no fueron detectados en las infusiones naturales de alcachofa y
toronja, debido a que probablemente los compuestos predominantes en estas

infusiones son de otra naturaleza, principalmente flavonoides y acidos fendlicos.

Se ha reportado que las catequinas, son los taninos predominantes en el té
verde, los mas importantes encontrados son, la epicatequina, epicatequina-3-
galato, epigalocaquina y epigalocatequina-3-galato (Foster, 2002). Se ha

demostrado que los taninos son los responsables del color y sabor astringente en
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algunas plantas. Las infusiones herbales como la manzanilla y la hierbabuena
poseen una cantidad importante de estos compuestos, sin embargo, son menores
a los productos provenientes de Camellia sinensis. La concentracion de estos
compuestos en las infusiones se encuentra altamente relacionada con el tiempo
de exposicion del material vegetal al agua en ebulliciébn, asi pues, entre mas
tiempo se encuentre el material en el agua, mayor sera la astringencia de la

bebida y mayor la cantidad de taninos (Wong, 2007).

Cuadro 3. Compuestos fendlicos en infusiones herbales comerciales y naturales

Infusion Taninos condensados® Fenoles totales® Flavonoides totales®
Té verde 7.6£0.08" 1454.1+37.2° 91.340.43
Manzanilla 1.0+0.07 236.245.9° 75.245.52°
Limon 1.2+0.06 200.4+19.6' 72.0+0.31"
Hierbabuena 0.5+0.06 508.8+42.0° 140.5+0.65
Alcachofa ND 225.9+28.5 61.6+2.45'
Toronja ND 158.9+4.1° 5.3£0.36

Té verde marca Lagg’s; Manzanilla marca Lagg’s; Limén marca McCormick; Hierbabuena marca
Therbal

'Expresados en mg eq. (+)-catequina/mL de infusién

’Expresados Mg eq. ac. galico/mL de infusion

3Expresados en ug eq. rutina/mL de infusion

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

Respecto al contenido de fenoles totales, la mayor concentracion de estos
compuestos se presenta en el té verde (1454.1 + 37.2 ug eq. &c. galico/mL),
seguido de la infusion de hierbabuena (508.8 + 42 ug eq. ac. galico/mL). El resto
de las infusiones mostraron menor concentracion y no presentaron diferencia
estadistica significativa entre ellas. Mufioz (2010) reporté un contenido de fenoles
totales de 1628.05 + 18.17 ug eqg. ac. galico/mL para el té verde de la misma

marca comercial, el cual concuerda con el valor encontrado en este estudio. En
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este Ultimo se observd la misma tendencia en la concentracidon de estos
compuestos para el té verde y las infusiones de hierbabuena y manzanilla
presentando el siguiente orden: té verde>hierbabuena>manzanilla de las mismas

marcas comerciales.

Por el contrario, en las infusiones naturales se presentaron concentraciones
bajas de fenoles totales (158-225 ug eq. ac. galico/mL) comparadas con el té

verde.

Las diferencias encontradas entre otro estudio donde se evalta el mismo
material comercial (Mufioz, 2010) y los resultados obtenidos en este trabajo,
pueden deberse a diferentes factores, entre ellos, los factores genéticos y
ambientales, ya que el material vegetal puede provenir de distintas colectas en
diferentes localidades del pais asi como épocas del afio (Rojas-Hernandez, 2005).
Otro factor que posiblemente explica estas diferencias es el tiempo en el cual el
material comercial permanece en el anaquel, lo que probablemente provoca un

cambio en la solubilidad de los compuestos (Parr y Bowell, 2000).

Al contrario de los resultados mostrados anteriormente, con relacion al
contenido de flavonoides totales (Cuadro 3) es mayor en la infusién de
hierbabuena (140.5 + 0.65 ug eq. rutina/mL), seguida del té verde (91.3 + 0.43 ug
eg. rutina/mL); para las infusiones de manzanilla, limén y alcachofa sus
concentraciones fueron menores y muy similares (61-75 ug eq. rutina/mL). Cabe
resaltar que para el caso de la infusion de toronja se detectaron concentraciones

muy bajas (5.3 £ 0.36 pg eq. rutina/mL).

Se ha reportado con anterioridad el contenido de flavonoides totales para
muestras de té verde, hierbabuena y manzanilla de las mismas marcas
comerciales estudiadas. En estos reportes se observaron valores superiores a los
encontrados en este estudio (182-250 pg eq. rutina/mL) (Muiioz, 2010). La

diferencia en el contenido de flavonoides puede deberse al almacenamiento
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prolongado del material comercial. Se ha reportado con anterioridad la pérdida de
estos compuestos en hojas y bebidas comerciales de té verde (Camellia sinensis)
por almacenamiento superior a 6 meses (Chen y col., 200; Friedman y col., 2009).
La pérdida de este tipo de compuestos es indeseable ya que biolégicamente los
flavonoides se han relacionado con efectos benéficos a la salud, como la
reduccion de la mortalidad por enfermedades cardiovasculares aun con el

consumo de una dieta elevada en grasa saturada (Nijveldt y col., 2001).

8.2 Capacidad antioxidante de infusiones herbales comerciales y naturales

Las evidencias experimentales sugieren que los radicales libres y las
especies reactivas de oxigeno pueden estar relacionadas con un gran namero de
enfermedades. Se ha demostrado que las plantas producen una gran cantidad de
fracciones quimicas que funcionan como antioxidantes para controlar el estrés

oxidativo.

Los datos disponibles sobre la capacidad antioxidante in vitro de algunas
plantas, frutos o vegetales sugieren que su consumo puede tener posibles
beneficios para la salud; sin embargo, en la mayoria de las determinaciones el
radical utilizado no se genera en un organismo. Por esta razon se busca
implementar técnicas de capacidad antioxidante que se encuentren altamente
relacionadas con lo que sucede en un sistema in vivo, utilizando moléculas

susceptibles a la oxidacion similares a las encontradas en el organismo.

Una de estas moléculas es la LDL. La modificacion oxidativa de la LDL ha
sido implicada en la patogénesis de la aterosclerosis mediante una variedad de
mecanismos incluyendo la estimulacion de la adhesion de monocitos, la activacion
de macroéfagos y formacién de células espumosas, la modulacion de la expresiéon
de citocinas proiinflamatorias y factores de crecimiento, entre otros. Los

antioxidantes como los polifenoles y otras sustancias han demostrado inhibir la
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oxidacion de la LDL y retardar el desarrollo de aterosclerosis en modelos animales

hiperlipidémicos (Crawford y col., 1999)

Con respecto a la oxidacion de proteinas, se ha reportado que las especies
reactivas de oxigeno generan dafio a las proteinas, provocando la formacién de
derivados carbonilo, lo que conduce a la pérdida de la funcionalidad de las mismas
(Dalle-Donne y col.,, 2003). La determinacién de estos derivados permite
esclarecer el efecto de los compuestos presentes en las infusiones sobre la
modificacion de estas moléculas, lo cual se traduce en una disminucion del estrés

oxidativo total del organismo.

En el Cuadro 4 se puede observar la capacidad antioxidante reportada
como concentracion inhibitoria media (ICso) evaluada por distintos métodos. De
este parametro depende la capacidad que tiene cada una de las infusiones para
evitar la oxidacion de estas moléculas. Para la inhibicion del 50 por ciento del
radical acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)  (ABTS'"), los
resultados muestran que el té verde es el que requiere una menor concentracion
con respecto al resto de las infusiones en estudio, de manera que se presenta una
tendencia en el siguiente orden: Té verde > hierbabuena > manzanilla > limén >
alcachofa > toronja. La infusion de toronja presenta cifras muy elevadas, es decir,
se necesita una concentracion muy alta para inhibir el 50% de este radical, lo cual
nos indica que para lograr esta inhibicién es necesario alrededor de 52 veces mas
gque en el caso del té verde. Es importante mencionar que las infusiones
comerciales de manzanilla, limén y hierbabuena presentan una capacidad
antioxidante similar entre ellas, mediante este método; sin embargo, la infusion de
alcachofa no muestra buena capacidad, puesto que la concentracion necesaria

para inhibir el 50% del radical fue elevada.

Para la inhibicion de la oxidacion de la LDL se observan cifras totalmente
distintas, sin embargo, la tendencia es similar. Nuevamente, el té verde requiere

de una menor concentracion para inhibir el 50% de la oxidacién de esta molécula,
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seguido igualmente de la infusion de hierbabuena; posteriormente el resto de las
infusiones se sitian en el siguiente orden: Limon > alcachofa > toronja >
manzanilla, las cuales presentan concentraciones muy similares entre si. Cabe
destacar que como ya se mencion6 este método es mas cercano a los que sucede
biol6gicamente y el hecho de que las infusiones naturales presenten menor ICsg
gue en el método ABTS alienta a sugerir que este tipo de infusiones si ejercen

efectos antioxidantes en estudios bioldgicos

Cuadro 4. Capacidad antioxidante de las infusiones herbales comerciales y

naturales medida por los métodos ABTS, oxidacion de LDL y oxidacion de

proteinas.

ABTS LDL-0x Proteina-ox
Infusioén |C501 |C502 |C503
Té verde 198+4¢ 22.6+0.2¢ 16.7+0.5°
Manzanilla 2558+23% 169.9+6.42 848.6+0.3¢
Limon 2883+20° 129.6+2.5° 3186.4+52.9°
Hierbabuena 1783+280¢ 75.6+1.0° 1098.5+24.1°
Alcachofa 4495+184° 140.3+1.6° 1001.2+5.6%
Toronja 10339+419° 143.1+0.1° 5080.7+43.1°

Los valores representan la media = E.E. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05), evaluado por la prueba de Tukey.

! Inhibicién de ABTS« expresado en pg/mL
? Inhibicién de oxidacién de LDL expresado en pug/mL
® Inhibicion de oxidacion de proteina expresado en pg/mL

Para la oxidacion de proteinas los resultados indican que se necesita una
concentracion pequefia de té verde para lograr una inhibicion del 50% en la
oxidacion de la albumina (proteina utilizada en la técnica in vitro), seguido de la
infusion de manzanilla, alcachofa, hierbabuena y limén. A pesar de que la infusién
de manzanilla, la infusiébn de alcachofa y la infusidbn de hierbabuena presentan
diferencia estadistica significativa, los valores son muy similares entre si.
Nuevamente la infusion de toronja mostré los valores mas bajos de capacidad

antioxidante.
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Actualmente, la relevancia médica que tiene el estrés oxidativo lo situa
como un componente de gran importancia en la etiologia de un numero elevado
de enfermedades, sobre todo las de tipo crénico degenerativas. La generacion de
especies reactivas de oxigeno promueve el desarrollo de productos normales del
metabolismo celular, principalmente en la mitocondria; sin embargo, cuando se
incrementa la concentracion de estas especies se genera dafio a diversas

moléculas, como lo son las proteinas (Dalle-Donne y col., 2003).

La tendencia mostrada en las capacidades antioxidantes evaluadas, en
cada una de las infusiones nos sugiere que los compuestos presentes en estas
bebidas pueden evitar el estrés oxidativo mediante diversas vias, ya sea por
donacién de electrones, atrapamiento y estabilizacién de radicales, entre otras, lo
gue brinda proteccibn a moléculas con predisposicion al ataque por especies
reactivas. Es claro que las sustancias presentes en estas infusiones tienen la
capacidad de proteger diversas moléculas dependiendo de su naturaleza; sin
embargo, de manera general las infusiones herbales comerciales mostraron una

mejor capacidad antioxidante en comparacion con las naturales.

Este tipo de ensayos in vitro nos ayudan a esclarecer el mecanismo por
medio del cual estos compuestos ejercen su efecto antioxidante; sin embargo, no
existe congruencia con respecto a los resultados obtenidos mediante técnicas in
vitro con aquellas realizadas in vivo. Por el contrario, en diversos estudios no
existe tal asociacién entre ambas, por lo que es necesario llevar a cabo otro tipo

de evaluaciones.
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8.3 Efectos in vivo de las infusiones herbales comerciales y naturales

8.3.1 Consumo de alimento y energia

La dieta con alto contenido energético asi como el gasto de energia, son los
factores principalmente implicados en el control de los depésitos grasos y en el
desarrollo de la obesidad. El principal factor promotor de la obesidad es el
desbalance energético, asi pues, individuos que consumen mas energia de lo que
Su gasto energético requiere, comienzan a ganar peso corporal debido al
almacenamiento de grasa. Diversos estudios en roedores han demostrado que
dietas altas en grasa y azucar pueden promover la obesidad. Esto ultimo
demuestra que la composicion de la dieta tiene un mayor efecto que el contenido

energético de la misma (Miller y col., 1990).

En el Cuadro 5 se muestran los resultados de consumo de alimentos y
energia de las ratas en estudio. Cabe resaltar que, como se menciond con
anterioridad en la metodologia, el contenido energético de la dieta utilizada para la
induccién de obesidad fue mayor en un 26%, con respecto a la dieta estandar
utilizada para alimentar a los controles sanos. Se puede observar que desde la
semana 1 hasta el final del experimento, los animales con dieta estandar (sanas)
tuvieron un consumo de alimento similar al control obeso, mostrando menor

consumo de alimento el grupo tratado con té verde y con la infusion de limon.

Con respecto al consumo energético, al inicio del experimento se
observaron valores similares de kilocalorias entre todos los grupos en estudio, sin
embargo, en semanas posteriores (semana 8) y hasta el final del estudio (semana
12) se puede observar un mayor consumo energético en el control obeso,
presentando un comportamiento similar al consumo de alimento, ya que los
animales tratados con la infusion de limén y el té verde consumieron menos
calorias. Los resultados anteriores indican que aunque exista un consumo de
alimento similar entre las ratas alimentadas con la dieta estandar y las alimentadas

con una dieta obesigénica, el contenido energético es mayor en esta Ultima, lo
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cual explica el desarrollo de obesidad. Con respecto a las infusiones de limén y té
verde los resultados sugieren que ambos tratamientos podrian inducir un ligero

efecto de saciedad.

Cuadro 5. Consumo de alimento y de energia de ratas tratadas con infusiones

herbales comerciales y naturales

: . Consumo de alimento™ Consumo energético”
ratamiento
Sem 1 Sem 8 Sem 12 Sem 1 Sem 8 Sem 12

Sanas 29.840.3% 28.7+0.1* 29.8+0.9° 102.3+1.3* 100.3+1.3° 102.4+2.3%
Obesas 23.5+0.3° 28.2+1.5% 28.6+0.9% | 101.8+1.5° 122.2+6.8° 124.1+4.2%
Té verde 21.1+0.7° 22.3+0.9* 255+0.3* | 91.5+3.0% 96.9+3.7° 110.8+1.42
Manzanilla 21.0£0.5° 24.8+2.4* 26.7+1.6% | 91.3+2.4% 107.645.6® 115.9+7.1%
Limén 24.6+1.4° 22.8+0.9° 24.8+1.1° 106.7+6.3* 98.9+4.3° 107.5+5.0°
Hierbabuena | 22.4+0.8° 23.9+0.5° 26.9+1.4* | 97.3+3.6% 103.9+2.2°  116.9+6.0%
Alcahofa 23.1+1.2° 25.0+3.6° 28.1+1.1* | 100.245.3%* 123.1+10.7* 122.0+4.8%
Toronja 21.0+0.3° 25.0+0.8%  27.1+0.3* | 91.2+1.4% 108.4+3.5® 117.7+1.5%

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

Té verde marca Lagg’s; Manzanilla marca Lagg’s; Limén marca McCormick; Hierbabuena marca
Therbal

lExpresados, en gramos consumidos por rata

2Expresados kilocalorias (kcal) consumidas por rata
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8.4 Parametros de adiposidad

8.4.1 Peso corporal, indice de masa corporal (IMC) y porcentaje de grasa

visceral

El incremento en la incidencia de obesidad es reconocido como un
problema de salud. Algunos autores sugieren que el grado de obesidad se
relaciona con un incremento en el consumo de energia, especialmente
dependiente de la densidad energética y el tipo y cantidad de grasa en la dieta
(Westerterp-Plantenga, 2001). Una pérdida de peso corporal se puede deberse a
la reduccion del consumo energético o al incremento del gasto energético. Los
tratamientos se consideran benéficos cuando se logra una disminucién entre un 5
a un 10% en el peso corporal, ya que esto se asocia con una mejora importante de

las alteraciones provocadas por la obesidad (Goldstein, 1992; Gaal y col., 1997).

Las estrategias de intervencion relacionadas con la alimentacion que
promueven un prolongado mantenimiento del peso corporal son necesarias para el
tratamiento efectivo de la obesidad. Los tratamientos convencionales, como
medicamentos, han resultado ser riesgosos o poco efectivos, por lo que se ha
recurrido al desarrollo de estrategias alternativas de reduccion del peso, tales

como la adicién de algunas bebidas (infusiones) a la dieta.

En la Figura 7 se muestra el peso corporal de ratas tratadas con infusiones
herbales comerciales y naturales. En esta figura se puede observar una reduccion
estadisticamente significativa en los tratamientos con té verde e infusiones
naturales (alcachofa y toronja) con respecto al control obeso, presentando una

reduccion de hasta el 9% en comparacion con el control positivo.
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Figura 7. Peso corporal de ratas tratadas con infusiones herbales comerciales y

naturales

Los valores se presentan como la media del peso corporal + EE. *Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados mediante la prueba de Dunnett.
Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos mediante la prueba
de Tukey. Té verde marca Lagg’s; infusion de manzanilla marca Lagg’s; infusion de limén marca
McCormick; infusién de hierbabuena marca Therbal; infusién de alcachofa; infusién de toronja.

El indice de masa corporal (IMC) es una medida que relaciona el peso con
la talla de un individuo, de esta manera se puede determinar si efectivamente la

reduccion de peso es significativa para la disminucion del grado obesidad.

En la Figura 8 se muestra el indice de masa corporal (IMC) de las ratas en
tratamiento. En esta figura se puede observar que los mismos tratamientos que
redujeron significativamente el peso corporal, también redujeron el IMC,
mostrandose una reduccion en el tratamiento con té verde del 6.6% y de las
infusiones naturales (alcachofa y toronja) de un 8 - 9% con respecto al control
obeso. Lo anterior nos indica que la reduccion del grado de obesidad es

significativa, ya que en humanos, una reduccién de hasta un 9% del IMC en
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pacientes con obesidad tipo 1, podrian considerarse solamente con sobrepeso, de

acuerdo a la clasificacion propuesta por la OMS (2000).

7.6
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6.4 1
6.2 1

5.8

Tratamientos

Figura 8. indice de masa corporal (IMC) de ratas tratadas con infusiones herbales

comerciales y naturales

Los valores se presentan como la media del indice de masa corporal + EE. *Indica diferencia
estadistica significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados mediante la prueba de
Dunnett. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos mediante la
prueba de Tukey. Té verde marca Lagg’s; infusién de manzanilla marca Lagg’s; infusién de limén
marca McCormick; infusién de hierbabuena marca Therbal; infusion de alcachofa; infusion de
toronja.

Retomando los datos de consumo energético descritos anteriormente, las
infusiones naturales, las cuales presentaron una menor ganancia de peso,
consumieron una cantidad energética similar al control obeso; sin embargo, estos
los animales sometidos a estos tratamientos no desarrollaron obesidad. El
tratamiento con té verde presentd un menor consumo de alimento y energia, lo
gue nos indica que la menor ganancia de peso puede en parte atribuirse a dicho
efecto. Sin embargo, se han reportado otros posibles mecanismos relacionados

con el consumo de dicho té que seran descritos mas adelante.
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Westerterp-Plantenga y col. (2005) estudiaron la pérdida de peso y el
mantenimiento de éste en sujetos obesos mediante la suplementaciéon con té
verde, encontrando una pérdida significativa del peso corporal en estos
tratamientos. EI consumo de alimentos y el contenido energético de los mismos no
cambié significativamente en estos sujetos durante la pérdida de peso. Se ha
reportado que sujetos con sobrepeso u obesidad con un consumo constante de té
verde reducen el peso corporal en un 5% (Kovacs y col., 2004). Dulloo y col.
(1999) demostraron que el té verde estimula el gasto energético y la oxidacion de
las grasas. Este efecto ha sido atribuido al contenido de catequinas presentes en
el té verde, las cuales pueden inhibir a la enzima catecol-O-metiltransferasa
encargada de degradar la noradrenalina, lo que resulta en un incremento y/o
efecto prolongado de la noradrenalina en el metabolismo de lipidos provocando la

utilizaciéon de estos para la generacion de energia.

Kovacs y col. (2004) encontraron una reduccion del indice de masa corporal
de un 6.6% en pacientes obesos tratados con un extracto de té verde.
Adicionalmente se observé un efecto similar con la administracion de 45 mg de
epigalocatequina galato (EGCG) tres veces al dia, principal compuesto presente

en el té verde, logrando una reduccion del IMC de hasta un 8%.

Con respecto a la alcachofa y la toronja, estos tratamientos no
disminuyeron el consumo de alimento, pero promovieron una menor ganancia de

peso de los animales en estudio.

Fujioka y col. (2006) evaluaron el efecto de la toronja y sus productos en la
reduccion del peso corporal de sujetos obesos, encontrando una disminucion del
2.6% para aquellos tratados con capsulas de toronja (fruto completo) y un 2.5% en
aguellos con una ingesta de capsulas provenientes del jugo del mismo fruto.
Dichos efectos se atribuyen de manera importante a los flavonoides naringenina y
hesperidina, sin embargo, no existen reportes de infusiones de toronja y por lo

tanto de la identificacion de estos compuestos en este tipo de bebidas.
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Los resultados obtenidos en este estudio para la infusion de alcachofa son
diferentes a lo reportado por Bombardelli y col. (2008), quienes estudiaron el
efecto de un extracto de hoja de alcachofa en humanos y encontraron una
disminucién de peso corporal, relacionado a un menor consumo de alimento, sin
embargo, en ese estudio el extracto de alcachofa se incorporé en la tableta junto
con un extracto de frijol. Esta diferencia podria atribuirse al efecto adicional de la

leguminosa.

Los resultados de peso corporal y de IMC tienen una alta relacién con el
porcentaje de grasa visceral. Estos depositos centrales de grasa han sido
particularmente asociados con alteraciones metabdlicas como la hipertension y la
dislipidemia, esta asociacion es mayor a la que representa otro tipo de grasa
periférica. Esto resulta mas evidente cuando aumentan los depdsitos de grasa

intraabdominal visceral.

Los resultados del porcentaje de grasa visceral se muestran en la Figura 9
donde se observa una tendencia similar a los resultados anteriormente discutidos
para el caso del té verde y la infusion de toronja, ya que reducen hasta un 32% el
este tipo de grasa, lo cual sugiere que la pérdida de peso corporal puede derivar
de la reduccién de estos depoésitos grasos. Resulta importante destacar que la
infusion de alcachofa también muestra una reduccion estadisticamente
significativa con respecto al control obeso (21%). Esto es trascendente ya que la
reduccion del peso corporal puede deberse también a la disminucion de otras

fuentes como masa magra o masa grasa de la periferia, la cual no fue evaluada.
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Figura 9. Porcentaje de grasa visceral de ratas tratadas con infusiones herbales
comerciales y naturales

Los valores se presentan como la media del porcentaje (%) de grasa visceral + EE. *Indica
diferencia estadistica significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados mediante la
prueba de Dunnett. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos
mediante la prueba de Tukey. Té verde marca Lagg's; infusiébn de manzanilla marca Lagg’s;

infusién de limén marca McCormick; infusién de hierbabuena marca Therbal; infusién de alcachofa;
infusion de toronja.

8.4.2 Tamafo de los adipocitos de tejido adiposo visceral abdominal

En la obesidad se presenta un efecto de hipertrofia e hiperplasia debida al
almacenamiento o diferenciacion de las células del tejido adiposo. Asi pues, el
tamafio de los adipocitos nos indica de manera indirecta el contenido de

triglicéridos presentes en estas células (Bjorntorp y Sjostrom, 1971).

En el Cuadro 6 se presenta el diametro de los adipocitos del tejido adiposo
visceral de las ratas en tratamiento. Los resultados muestran que todos los
tratamientos reducen el didmetro de estas células; sin embargo, se logra una
reduccion mayor en el tratamiento con té verde, asi como en las infusiones

naturales (alcachofa y toronja) un 41 a un 54% con respecto al control obeso. La
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Figura 10 muestra imagenes representativas del analisis histopatologico, donde se

puede observar de manera visual esta reduccion.

Cabe resaltar que las infusiones herbales comerciales de manzanilla, limén
y hierbabuena, aunque muestran una reduccién en este parametro, estos valores
no son similares al control sano. Esta disminucién, podria estar asociada a la
ligera reduccién de la ganancia de peso corporal presentada por los animales

tratados con estas infusiones.

Cuadro 6. Didmetro de los adipocitos y concentracion de triglicéridos en tejido

adiposo visceral abdominal de ratas tratadas con infusiones herbales comerciales

y naturales
Tratamiento Diametro® Trigliceridos en tejido
adiposo?

Sanas 13.99+0.18% 151.18+50.69°
Obesas 21.78+0.64° 259.14+34.99°

Té verde 12.67+0.34*% 141.23+30.20*°
Manzanilla 14.75+0.62*>° 181.22+42.48%
Limén 15.34+0.47*° 144.95+23.49*°

Hierbabuena
Alcachofa

Toronja

15.35+0.42*"
11.74+0.21*°
12.04+0.23*¢

181.05+65.23%°
144.20+35.92*"
141.90+31.79*°

Los valores se presentan como la media del didmetro de adipocitos y triglicéridos en tejido adiposo
visceral = EE. *Indica diferencia estadistica significativa con respecto al control obeso (p<0.05),
analizados mediante la prueba de Dunnett. Letras diferentes indican diferencia estadistica
significativa entre tratamientos mediante la prueba de Tukey. Té verde marca Lagg’s; infusion de
manzanilla marca Lagg’s; infusién de limén marca McCormick; infusién de hierbabuena marca
Therbal; infusion de alcachofa; infusion de toronja.

'Expresado en pm
2Expresados como mg/g de tejido adiposo visceral abdominal
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Sano Obeso Té verde Manzanilla
13.9+0.2¢¢uym 21.8+0.62um 12.7+0.3% pym 14.7 £ 0.6"¢ pym

Limén Hierbabuena Alcachofa Toronja
15.3+0.5°ym 153 +0.4°pym  11.7 £ 0.2 pme 12.0 £ 0.2¢ ym

Figura 10. Analisis histopatolégico y didmetro de los adipocitos de tejido adiposo
visceral abdominal de ratas tratadas con infusiones herbales comerciales y

naturales

Los valores se presentan como la media del diametro de adipocitos + EE. Letras diferentes indican
diferencia estadistica significativa entre tratamientos mediante la prueba de Tukey. Té verde marca
Lagg’s; Infusion de manzanilla marca Lagg's; Infusion de limén marca McCormick; Infusion de
hierbabuena marca Therbal; Infusion de alcachofa; Infusion de toronja.

8.4.3 Almacenamiento de triglicéridos en tejido adiposo

La energia es almacenada en el tejido adiposo, especificamente en las
células grasas en forma de triglicéridos (Moreno y Martinez, 2010). En respuesta
al exceso de energia ingerida, presente regularmente en la obesidad, en el tejido
adiposo se genera hiperplasia debido a la proliferacion y diferenciacion de los
preadipocitos, ademas de hipertrofia ocasionada por el almacenamiento de

triglicéridos (Yang y col., 2008).
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El contenido de triglicéridos en el tejido adiposo de los animales en estudio
se muestra en el Cuadro 6. Se observo una concentracion estadisticamente menor
para el té verde (141.2+30.2 mg/g de tejido), la infusiéon de alcachofa (144.2+35.9
mg/g de tejido), la infusion de toronja (141.9+31.8 mg/g de tejido) y la infusion de
limén (144.9+23.4 mg/g de tejido), con respecto al control obeso (259.1+34.9 mg/g
de tejido). La concentracion de triglicéridos presente en los animales tratados con
té verde e infusiones de alcachofa, toronja y limoén fue similar al control sano
(151.2450.6 mg/g de tejido), esta similitud es benéfica ya que nos indica que la
dieta hipercaldrica alta en grasa saturada y fructosa administrada a los animales, a
pesar de favorecer la sintesis de triacilglicéridos, ésta se ve disminuida por el
efecto de algun (os) compuesto (s) presentes en las infusiones. Cabe resaltar que
la infusion de limon no redujo los parametros de peso corporal, IMC y porcentaje
de grasa visceral; sin embargo, este tratamiento reduce el almacenamiento de
triglicéridos y disminuye ligeramente el tamafio de los adipocitos. Estos resultados
son benéficos, ya que esta reduccidn puede tener un efecto en la disminucion de

las alteraciones producidas por la obesidad.

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. En un estudio
llevado a cabo por Dullo y col. (1999) se administré un extracto de té verde
(equivalente a 90 mg de epigalocatequina galato) a pacientes obesos, demostro
gue este extracto estimula la termogénesis, ademas de incrementar la oxidacion

de las grasas lo que se traduce en menor almacenamiento de las grasas.

Se ha observado un efecto en la estimulacion de la oxidacion de las grasas
mediante otras vias, por ejemplo la naringenina, principal compuesto presente en
la toronja, tiene la capacidad de regular la actividad de los receptores nucleares
PPARa y PPARYy, que activan a los genes responsables de la oxidacién de los
acidos grasos (Goldwasser y col., 2010).
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Por otra parte, se ha demostrado que las catequinas presentes en el té
verde inhiben a la enzima lipasa pancreatica (Ikeda y col., 2004; Koo y Hoh, 2007),
presente en el intestino y encargada de hidrolizar las grasas promoviendo su
absorcion. Por lo anterior, al ser inhibida esta enzima, los lipidos provenientes de
la alimentacion no son absorbidos y en consecuencia no son almacenados en el

tejido adiposo.

Al existir un menor tamafio de los adipocitos nos indica una menor
acumulacion de triglicéridos, lo que se puede traducir en una reduccion del peso
corporal y los parametros utilizados en la evaluacion del grado de obesidad. Cabe
resaltar que respecto a estos parametros, los tratamientos con té verde y las
infusiones de limén, asi como las naturales (alcachofa y toronja) resultan
prometedores al disminuir los parametros de adiposidad evaluados. La infusion de
limén, aunque no reduce el peso corporal, disminuye el almacenamiento de
triglicéridos en el tejido adiposo visceral, lo cual disminuye las complicaciones

relacionadas con la obesidad.

8.5 Efectos en el metabolismo de lipidos

8.5.1 Perfil de lipidos

Las enfermedades metabodlicas, como la obesidad, se relacionan con un
estado de dislipidemia, caracterizado por niveles elevados de lipoproteinas de baja
densidad (LDL), colesterol y triglicéridos, asi como niveles bajos de lipoproteinas
de alta densidad (HDL). La hiperlipidemia es una complicacion metabdlica
asociada con el incremento de accidentes trombdéticos, aterosclerosis y patologias

cardiovasculares (Beppu y col., 2006).

En el Cuadro 7 se muestran los resultados del perfil de lipidos del suero
proveniente de los animales estudiados. Se puede observar una reduccién de los

niveles de triglicéridos sanguineos en todos los tratamientos; sin embargo, este
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efecto es mas importante en el té verde (reduccién de 37%) y las infusiones de
manzanilla (reduccion de 43%) y de hierbabuena (reduccion de 54%) con respecto

al control obeso.

Cuadro 7. Perfil de lipidos sérico de ratas tratadas con infusiones herbales

comerciales y naturales

Tratamiento Triglicéridosl Colestelrol Colestelrol Colest?rol
Total HDL LDL
Sanas 86.6£3.6 69.443.0 16.740.6 52.243.3
Obesas 129.8:2.6  79.8+3.2 19.141.4 50.442.7
Té verde 819461 68.1455 17.440.8" 50.446.3
Manzanilla  755:85"  e4.454" 19.1#1.0 46.0+4.9
Limén 1135894 702456 20.4+1.7 51.845.0
Hierbabuena g9 5.0 7" 61.742.8 17.6£1.0 447125
Alcachofa g5 415"  §7.443.7" 17.941.2° 45.8+1.5
Toronja 104.8:75 58.6:4.3 18.241.0° 40.3+4.5

Los valores representan la media + EE. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa
entre tratamientos mediante la prueba de Tukey. Té verde marca Lagg’s; Infusion de manzanilla
marca Lagg’s; Infusion de limén marca McCormick; Infusion de hierbabuena marca Therbal;
Infusién de alcachofa; Infusion de toronja.

'Expresados en mg/dL

Las catequinas presentes en el té verde han demostrado tener efectos
hipotriglicéridemicos, este efecto es atribuido a la disminucién de la absorcion
intestinal de las grasas provenientes de la dieta (Ikeda y col., 1992; lkeda y col.,
2003). Estudios in vitro sugieren que estos compuestos interfieren con la
emulsificacion, digestion y solubilizacion de los lipidos, pasos criticos involucrados
en la absorcion intestinal (Koo, 2007). Este efecto también se ha observado con
otros flavonoides, como la hesperidina, presente en la hierbabuena, y la naringina,

presente en la toronja, ambos compuestos reducen los niveles de triglicéridos
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sanguineos a través de la disminucién en la sintesis de triglicéridos en el higado
con lo cual se reduce la secrecion de VLDL, encargadas de transportar
triglicéridos (Mulvihill y col., 2009).

Respecto al contenido de colesterol total se puede observar una reduccién
hasta de un 18% en todos los tratamientos en estudio sin presentar diferencia
estadistica significativa entre ellas. Cabe resaltar que la infusion de toronja si

mostrd una disminucién significativa hasta de un 27%.

Se ha demostrado que compuestos como la hesperidina y la naringina
reducen los niveles de colesterol total a través de la inhibicion de la enzima
hepatica 3-hidroxi-3-metil-glutarii CoA reductasa (HMG-CoA) involucrada en la
sintesis de colesterol y la enzima acil CoA: colesterol aciltransferasa (ACAT). Esta
es critica para la sintesis de la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) en el
higado, lo cual se traduce en una menor sintesis de colesterol. Por otro lado, estos
flavonoides afectan la regulacion transcripcional del metabolismo de los lipidos
activando los factores nucleares PPARa y PPARy (Wilcox y col., 2001; Borradaile
y col., 2003).

Para las lipoproteinas de baja densidad (LDL), asi como para las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) no se observé ninguna disminucién por los

tratamientos con respecto al control positivo (obeso).

Los resultados anteriores sugieren que la infusion de hierbabuena es mas
efectiva para reducir el perfil de lipidos, principalmente los triglicéridos y colesterol
séricos, seguida de los tratamientos con la infusion de manzanilla y té verde. Las
infusiones herbales comerciales no tuvieron efectos importantes en la disminucion
de parametros de adiposidad, sin embargo, si reducen una de las mayores
complicaciones de la obesidad, la dislipidemia. Cabe resaltar que las infusiones
naturales tienen su mayor efecto sobre la reduccién del colesterol total sanguineo

y ligeramente sobre los triglicéridos.
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8.7 Efectos de las infusiones sobre parametros relacionados con inflamaciéon

La activacion de factores de transcripcibn que regulan la sintesis de
moléculas con capacidad anti o pro inflamatoria es uno de los principales objetivos
intracelulares del estrés oxidativo. Algunos de estos factores pueden ser activados
por las especies reactivas de oxigeno (ERO) y a su vez, el ambiente inflamatorio
promueve la formacion de estas especies, creando un proceso de
retroalimentacion. La regulacion descontrolada de estos factores de transcripcion
se encuentra asociada con un numero elevado de enfermedades cronicas, como
la obesidad (Evans y col.,, 2002). En la obesidad predomina la sintesis de
sustancias proinflamatorias; el tejido adiposo es capaz de producir un nimero
elevado de moléculas, llamadas adipoquinas entre las que se encuentra la leptina,

interleucinas y adiponectina.

La leptina es una hormona secretada en proporcion directa a la masa del
tejido adiposo. Esta adipocina, inhibe la lipogénesis y estimula la lipdlisis, ademas
reduce los niveles de lipidos intracelulares. La obesidad se encuentra asociada
con un incremento de los niveles de leptina. En el estado de inflamacién
caracteristico de esta patologia. La leptina tiene la capacidad de promover la
produccion de otras citocinas proinflamatorias como la proteina C reactiva, la cual
se sintetiza en el higado por accién indirecta de la leptina (Fernandez-Sanchez y
col., 2011).

En el Cuadro 8 se pueden observar los resultados obtenidos para las
concentraciones de leptina encontradas en el suero de los animales en estudio; el
control obeso presenta una concentracion de 2.48 ng/mL; en el caso de los
animales tratados con las infusiones evaluadas, todos logran reducir las
concentraciones de esta adipoquina, con respecto al control obeso, teniendo una
mayor reduccién (68%) el tratamiento con la infusion de hierbabuena, seguida del
té verde, el cual muestra una reduccion del 65%; el resto de las infusiones tienen

valores similares al control sano. La tendencia de los valores obtenidos en la
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medicion de estos parametros es la siguiente: hierbabuena>té
verde>manzanilla>limén>toronja>alcachofa. Este resultado indicé que la tendencia
observada esta dirigida a mejorar las concentraciones de leptina, mediante la
ingesta de infusiones herbales comerciales. Sin embargo, se observé un menor

efecto en el caso de las infusiones naturales (alcachofa y toronja).

Cabe destacar que las concentraciones obtenidas en este trabajo se
encuentran dentro de los niveles normales de leptina reportados por Raymond
(2008) quién considera niveles de entre 1 a 2 ng/mL en ratas adultas, lo que
situaria a nuestros valores dentro de este rango. Los valores normales reportados
en este estudio pueden deberse al tiempo de exposicion a la dieta, ya que Murase
y col. (2002) estudiaron el efecto de las catequinas del té verde sobre diversos
parametros, incluyendo leptina, utilizando una dieta alta en grasa por 11 meses;
encontrando valores de 1.9 ng/mL en ratas sanas y hasta 18.7 ng/mL en el control
obeso, lo que se encuentra bastante alejado de los resultados obtenidos en este
estudio. Estos autores reportan valores de 0.5 ng/mL en el grupo tratado con
catequinas del té, lo que resulta interesante, comparado con los valores obtenidos
en este trabajo para el grupo tratado con té verde, el cual presenta
concentraciones de entre 0.8-0.9 ng/mL. Esta reduccién con respecto a los valores
obtenido para el resto de los tratamientos puede atribuirse a la concentracion de
catequinas presentes en el té verde o a la cantidad y tipo de polifenoles que
pueden ejercer este efecto en parametros relacionados con la respuesta

inflamatoria.
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Cuadro 8. Concentracion de leptina y adiponectina en ratas tratadas con

infusiones herbales comerciales y naturales

Tratamiento Leptina™ Adiponectina’
Sanas 1.69+0.19%° 12.37+0.59%
Obesas 2.48+0.44° 12.27+1.332
Té verde 0.8620.09" 12.65+1.63%
Manzanilla 1.13+0.52" 13.68+0.50?
Limén 1.32+0.112 13.22+1.35°
Hierbabuena 0.78+0.14° 14.90+2.39°
Alcachofa 2.08+0.31%" 13.71+0.98%
Toronja 1.67+0.25%° 11.33+0.98%

Los valores representan la media de leptina y adiponectina + E.E. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos (p<0.05), evaluado por la
prueba de Tukey.

Té verde marca Lagg’s; infusion de manzanilla marca Lagg’s; infusion de limén marca McCormick;
infusién de hierbabuena marca Therbal; infusién de alcachofa; infusion de toronja
'Expresado en ng/mL

Por otro lado, dentro de las adipocinas importantes en los procesos
relacionados con la obesidad se encuentra la adiponectina. Esta es la adipocina
que circula en los niveles mas elevados (mg/mL vs ng/mL de la leptina) (Fantuzzi,
2005). La adiponectina tiene acciones regulatorias en la homeostasis energética,
el metabolismo de lipidos, asi como en la accién antiinflamatoria (Sikaris, 2006).
Niveles elevados de esta adipocina se relacionan con la pérdida de peso corporal,
disminucién en el flujo de acidos grasos e incremento de su oxidacion (Lastra y
col., 2006)

En el Cuadro 8 se presentan las concentraciones de adiponectina
encontradas en el suero de las ratas tratadas. Estadisticamente no existe ninguna

diferencia entre los tratamientos, lo que indica que la dieta alta en grasa saturada
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y fructosa no disminuyd los niveles de adiponectina del grupo expuesto a la
misma. Este resultado puede haber ocurrido debido al tiempo en que los animales

consumieron dicha dieta.

La IL-6 es otro de los factores inflamatorios mas potentes. Se calcula que
hasta un tercio de la IL-6 circulante se produce en el tejido graso, principalmente
visceral, lo que la convierte en la molécula de origen adiposo mas relevante en la
inflamacion. En individuos adultos las concentraciones sistémicas de IL-6
incrementan con la adiposidad. La produccion de esta citocina es el principal
estimulo para la sintesis de reactantes de fase aguda, como la proteina C reactiva
(CRP) en individuos obesos (Quirds, 2007).

Existe una ligera diferencia de la concentracién de interleucina 6 (IL-6),
(Figura 11) entre los controles, tanto sano como obeso, resultando en ultimo mas
elevada. El té verde y la infusién de limon presentaron cifras similares al control
obeso, lo que nos indica que no presentaron un efecto regulatorio de la
inflamacion en este pardmetro. Las infusiones naturales (alcachofa y toronja) y la
de manzanilla tienen la capacidad de reducir este parametro, por lo que estas
bebidas pueden ser benéficas contra los procesos inflamatorios. Cabe resaltar que
la infusién de manzanilla se utiliza como coadyuvante en procesos inflamatorios
agudos; sin embargo, los efectos contra procesos inflamatorios crénicos son
escasamente estudiados. Los resultados obtenidos en este estudio demuestran

gue esta infusion puede resultar prometedora.
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Figura 11. Concentracion de IL-6 en suero de ratas tratadas con infusiones

herbales comerciales y naturales

Los valores se presentan como la media de la concentracién de IL-6 + EE. *Indica diferencia
estadistica significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados mediante la prueba de
Dunnett. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos mediante la
prueba de Tukey. Té verde marca Lagg’s; infusién de manzanilla marca Lagg’s; infusion de limén
marca McCormick; infusién de hierbabuena marca Therbal; infusion de alcachofa; infusion de
toronja.

Por otro lado, los resultados fueron inesperados en el caso de la infusion de
hierbabuena, ya que la concentracion de IL-6 fue mayor comparada con el control
obeso, sugiriendo una mayor inflamacion producida por el tratamiento con esta
infusién. Sin embargo, este grupo mostré menor didmetro de adipocitos, menor
concentracion de triacilglicéridos en tejido adiposo, una baja concentracion de
triacilglicéridos y leptina en torrente sanguineo, por lo tanto, estos datos sugieren
una proteccion de riesgo cardiovascular. Por lo tanto, seria importante evaluar
otros parametros que pudieran proporcionar mas informacion acerca de la

influencia de IL-6 en esta alteracion.

Las mediciones de biomarcadores en plasma se consideran una
herramienta de diagnéstico independiente que puede reflejar un estado patolégico
o condicion determinada. La CRP es la molécula de mayor importancia en la
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respuesta inmunitaria innata, ademas de ser un biomarcador estable en plasma
gue nos indica el estado general de la inflamacion sistémica de bajo grado. La
CRP se produce predominantemente en el higado como parte de la respuesta de
fase aguda. Esta molécula ha sido implicada en multiples aspectos de la

aterogénesis (Danenberg y col., 2003; Verma y col., 2004).

En el control obeso se encontr6 una concentracion de proteina C reactiva
de 536.1+ 16.5 pg/mL, mientras que en el sano se tuvieron valores de 159.4+ 7.4
Mg/mL  (Figura 12). Los animales tratados con el té verde e infusiones de limon,
hierbabuena, alcachofa y toronja disminuyeron las concentraciones plasmaticas de
esta proteina con respecto al obeso en un 70% en promedio de todos los
tratamientos; sin embargo, el tratamiento con infusion de manzanilla no logro
reducir este parametro. Esto es importante, ya que esta infusion es ampliamente
utilizada por la poblacion para disminuir inflamacién intestinal; sin embargo, no
muestra beneficios en una condicion cronica y con organos blanco diferentes. En
el caso de las infusiones naturales (alcachofa y toronja) existe una relacion directa
de la reduccion de este parametro con la disminucion de IL-6. Como ya se
comento, IL-6 tiene una accién directa sobre la produccion de CRP en el higado,
al verse la primera disminuida no ejerce accion en la produccion de la segunda;
por esta razén, es que ambas infusiones exhiben un efecto benéfico contra la

inflamacion crénica de bajo grado.
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Figura 12. Concentracion de proteina C reactiva (CRP) en suero de ratas tratadas

con infusiones herbales comerciales y naturales

Los valores se presentan como la media de la concentracion de CRP + EE. *Indica diferencia
estadistica significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados mediante la prueba de
Dunnett. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos mediante la
prueba de Tukey. Té verde marca Lagg’s; infusién de manzanilla marca Lagg’s; infusién de limén
marca McCormick; infusién de hierbabuena marca Therbal; infusiébn de alcachofa; infusion de
toronja.

En la actualidad existen suficientes evidencias respecto al papel que tienen
determinados nutrientes o alimentos en modular, a través de diferentes
mecanismos, la inflamacién. Diferentes estudios epidemiolégicos han observado
una relacién inversa entre el consumo de materiales vegetales y las
concentraciones periféricas de proteina C reactiva u otros marcadores de
inflamacion. Mediante ensayos clinicos de intervencion, estos materiales se han
relacionado con una disminucion de la concentracion de CRP. El efecto
antiinflamatorio puede explicarse en parte por el elevado contenido en

antioxidantes (Devaraj y Jialal, 2000).
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Todo lo anterior indica que todas las infusiones presentan un efecto
importante al atenuar la secrecion de alguna de las moléculas evaluadas, sin
embargo, las infusiones de alcachofa y toronja reducen las concentraciones
plasméticas tanto de leptina como de IL-6 y CRP, lo cual sugiere que atenua los
procesos inflamatorios presentes en la obesidad. Las infusiones herbales
comerciales también presentan un efecto importante ya que el té verde, e infusion
de limén y hierbabuena reducen la secrecion de leptina, asi como, menores

concentraciones de CRP.

8.8 Efectos en sobre el estrés oxidativo

El papel fisiolégico que juegan los atrapadores de radicales libres es el de
prevenir el dafilo de los componentes celulares (Ames y col., 1993). La formacion
de radicales libres puede ser controlada naturalmente por varios compuestos
benéficos (Percival, 1998), cuando estos ultimos son limitados, el dafio puede ser
acumulativo, de manera que debilita el organismo ocasionando estrés oxidativo
(Atoui y col., 2005). Los antioxidantes son capaces de estabilizar o desactivar a los
radicales libres antes de que los mismos ataquen a los blancos bioldgicos, con lo
cual se convierten en elementos claves para el mantenimiento celular y sistémico

optimo (Percival, 1998).

8.8.1 Peroxidacién lipidica

El estrés oxidativo se acompafia de complejos procesos celulares, los
cuales tienen como resultado el dafio de numerosas estructuras y funciones de la
célula. El proceso de descomposicién peroxidativa de los lipidos de membrana y
Su asociacion a cambios en sus propiedades se considera el mecanismo basico
de dafio celular. Mientras que la quimica de la peroxidacioén lipidica en relacion a
los mecanismos potenciales de formacion de radicales libres es bien conocida
(DiLuzio, 1968; Fridovich, 1978), no se tiene suficiente informacion en lo que
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respecta a la peroxidacion lipidica en los procesos de deterioro y muerte celular

como consecuencia del estrés oxidativo (Sies y col., 1982).

Existen reportes suficientes que demuestran que la peroxidacion lipidica
incrementa el estrés oxidativo de la célula (Smith y col., 1982). La cadena de
reacciones que inician el proceso de peroxidacion lipidica puede ser por si misma
responsable del deterioro de numerosas estructuras celulares, como acidos
nucleicos, proteinas, etc. (Sies, 1985), causando de esta manera, un grave

deterioro de la célula.

En la Figura 13 se muestran los niveles de peroxidacion lipidica del tejido
adiposo visceral abdominal de los animales en tratamiento con diferentes
infusiones, expresados en nmol de malondialdehido (MDA)/ mg de tejido. Se
puede observar en el control obeso una concentracion de 0.12 + 0.02 nmol/mg. En
los tratamientos con infusiones de limén, hierbabuena, alcachofa y toronja se
muestran concentraciones de 0.07 + 0.02 nmol/mg, 0.05 + 0.02 nmol/mg, 0.02 *
0.01 nmol/mg y 0.05 £ 0.01 nmol/mg, respectivamente, lo que indica una
disminucién estadisticamente significativa con respecto al obeso. Cabe resaltar
gue la infusibn de manzanilla y el té verde no presentaron efecto ya que
estadisticamente fue similar al control obeso, lo que indico que aunque presentan
un contenido de compuestos fendlicos moderado (presentado en la seccién 8.1),
no presentan capacidad antioxidante suficiente para inhibir la produccién de
metabolitos, como el malondialdehido (MDA) provenientes de la peroxidacion de

los lipidos en el tejido adiposo.

En un estudio llevado a cabo por Skrzydlewska y col. (2002) evalud el
efecto de un extracto de té verde en la formacién de productos de la peroxidacion
lipidica en higado y suero en ratas sanas y se concluyd que existe una reduccion
significativa de estos productos, principalmente de malondialdehido (MDA) en

ambos tejidos.
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Figura 13. Peroxidacion lipidica (MDA) en el tejido adiposo visceral abdominal de

ratas tratadas con infusiones herbales comerciales y naturales

Los valores se presentan como la media de MDA + EE. *Indica diferencia estadistica significativa
con respecto al control obeso (p<0.05), analizados mediante la prueba de Dunnett. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos mediante la prueba de
Tukey. Té verde marca Lagg’s; infusion de manzanilla marca Lagg’s; infusion de limén marca
McCormick; infusion de hierbabuena marca Therbal; infusion de alcachofa; infusion de toronja.

El extracto metandlico de alcachofa (tanto de la hoja, como del vegetal
completo) o extracto comercial ha demostrado tener potenciales efectos sobre el
estrés oxidativo principalmente en el higado. Se ha encontrado que la ingesta de
1.5 g/kg de extracto de hoja de alcachofa reduce significativamente el desarrollo
de productos provenientes de la peroxidacion lipidica en higado de ratas
(Gerbhard y col., 1997; Kucukgergin y col., 2010; Kusku-Kiraz y col., 2010). El
mismo efecto se ha observado en estudios in vitro utilizando hepatocitos humanos.

(Zapolska-Downar y col., 2002).

Anteriormente se describié el comportamiento de las infusiones en estudio,

en técnicas in vitro, en donde fue evaluada la oxidacién de la LDL, una molécula
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primordialmente lipidica, lo cual se puede correlacionar con los compuestos
derivados de la oxidacion de los lipidos en un sistema in vivo. Los resultados
obtenidos en ambas determinaciones no son del todo similares, principalmente en
lo que respecta a las infusiones naturales, ya que presentan concentraciones
elevadas de ICsg, comparadas con el control de té verde; sin embargo, la
concentracion administrada (10 mg de materia seca/mL) reduce los productos de
la peroxidacion lipidica. Los resultados para la infusibn de hierbabuena
concuerdan tanto in vitro como in vivo, ya que en ambos casos esta infusion
presenta una buena capacidad antioxidante, tanto a la concentracion de 10 mg/mL
como a concentraciones mas bajas. Este efecto se presenta ligeramente tanto en
el té verde como en la infusion de limén. Para la infusidon de manzanilla, aunque
presenta buena capacidad antioxidante in vitro, esto no se reflej6é en lo ocurrido en

el modelo in vivo.

8.8.2 Oxidacidn de proteinas

El metabolismo celular aerdbico, al utilizar diéxido como ultimo aceptor de
electrones en la cadena respiratoria, causa inevitablemente la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) que pueden oxidar cualquier macromolécula
a su alcance. La investigacion de los mecanismos de oxidacién de proteinas se ha
intensificado en los Ultimos afos, debido a la creciente evidencia que ha
correlacionado diversas patologias humanas con el aumento de la oxidacion
proteica. Las proteinas sufren varios tipos de oxidacion; una de ellas, es la
formacion de grupos carbonilo, la cual ha sido utilizada para evaluar el grado de
dafio oxidativo en diferentes sistemas biologicos (Diaz-Acosta y Membirillo-
Hernandez, 2006). En general, cualquier factor que ocasione estrés oxidativo
puede causar oxidacion proteica, disminuyendo la eficiencia de los sistemas
antioxidantes de defensa o aumentando la produccion de ROS (Dukan y Nystrom,
1998; Jiy col., 1999; Dukan y Nystrom, 1999 y 2000).
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En la Figura 14 se muestran los valores obtenidos en la determinaciéon de
proteinas oxidadas en el tejido adiposo de los animales tratados con infusiones
expresados como nmol de restos de carbonilo/ug de proteina. En este parametro
evaluado se encontrd una reduccion estadisticamente significativa (de un 50%) de
la mayoria de las infusiones con respecto al control obeso, siendo la excepcion la
de manzanilla, la cual resulta similar al control positivo. Cabe destacar que la
infusiébn de toronja fue la que presentdé una reduccién mayor, promoviendo la
disminucién de restos de carbonilo hasta en un 84% con respecto a los valores
obtenidos para los animales obesos. Estos resultados concuerdan con lo
encontrado en la peroxidacion lipidica, lo cual nos puede indicar que la capacidad
antioxidante in vivo de las infusiones de limon, hierbabuena, alcachofa y toronja es

considerablemente eficaz para inhibir o atenuar el estrés oxidativo.
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Figura 14. Oxidacion de proteinas (restos de carbonilo) en el tejido adiposo
visceral abdominal de ratas tratadas con infusiones herbales comerciales y

naturales

Los valores se presentan como la media de restos de carbonilo + EE. *Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados mediante la prueba de Dunnett.
Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos mediante la prueba
de Tukey. Té verde marca Lagg’s; Infusion de manzanilla marca Lagg’s; Infusion de limén marca
McCormick; Infusién de hierbabuena marca Therbal; Infusion de alcachofa; Infusion de toronja.
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Se ha demostrado que los compuestos presentes en el té verde, como la
epigalocatequina galato, inhiben eficazmente la oxidacion de las proteinas y por
consecuencia la formacion de restos de carbonilo en ratones expuestos a

radiacion (Vayalil y col., 2003).

En los resultados de oxidacion de proteinas in vitro e in vivo, descritos
anteriormente, se observan tendencias diferentes, principalmente para la infusién
de toronja, donde se tuvo una ICsy elevada con respecto al resto de los
tratamientos. Sin embargo, en los estudios in vivo se observé una proteccion
importante en el tejido adiposo de los animales que consumieron esta infusion. La
capacidad antioxidante por estos métodos tuvo la misma tendencia con las

infusiones de limon y hierbabuena, no siendo asi para el resto de las infusiones.

Al conjuntar los resultados anteriores, se observa claramente que todos los
tratamientos con infusiones evaluados resultaron ser prometedores en mayor o
menor medida, ya que actian por diversas vias, reduciendo uno o varios
pardmetros; sin embargo, los tratamientos con infusiones de alcachofa y toronja
muestran un potencial benéfico sobre todos los parametros que fueron evaluados,
teniendo efectos importantes sobre las alteraciones producidas por el desarrollo

de obesidad.

8.9 Andlisis de correlacién multivariado

En el Apéndice | se muestran las correlaciones entre las variables mas
significativas de todos los tratamientos en estudio. En el Cuadro 9 se presenta la
correlacion de variables para el tratamiento con té verde, en cuanto a las técnicas
in vitro se observa una correlacion positiva directa entre la concentracion de
fenoles totales y la concentracién de taninos condensados (p<0.05, r>= 1.0). Lo
anterior nos indica que la mayor cantidad de compuestos presentes en el té verde
son taninos condensados, como fue descrito anteriormente. Por otro lado, entre

las variables del estudio in vivo se encontré que el peso corporal, asi como el IMC,
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se correlacionan positivamente con la concentracién de leptina (p<0.05, r’= 0.8445
y r’= 0.9910, respectivamente), asi también se correlaciona positivamente el
porcentaje de grasa visceral con la concentraciéon de CRP (p<0.05, r’= 0.8151) y la
concentracién de MDA en el tejido adiposo (p<0.05, r’= 0.8696). Finalmente,
existe una correlacion positiva entre el diametro de los adipocitos y la
concentracién de triglicéridos y colesterol sanguineos (p<0.05, r’= 0.9919 y r’=
0.9830; respectivamente). Estos resultados indican que a medida que se reducen
los pardmetros de adiposidad como el peso corporal, el IMC, el porcentaje de
grasa visceral y el diametro de adipocitos se reducen también los parametros de
inflamacién como la concentracion de leptina y CRP, la dislipidemia y la

peroxidacion lipidica.

En el Cuadro 10 se muestra la correlacion de variables significativas para el
tratamiento con la infusion de manzanilla, en donde se observa que existe una
correlacion positiva entre el contenido de triglicéridos sanguineos y la
concentracion de CRP y de esta ultima con la concentracion de triglicéridos en
tejido adiposo (p<0.05, r’=9616 y r’= 0.9990, respectivamente). Sin embargo, a
diferencia del tratamiento con té verde, no existe un efecto sobre la reduccion del
peso después del tratamiento con la infusion de manzanilla, lo que se refleja en
una mayor concentracion de triglicéridos en el tejido adiposo y CRP en sangre y, a
medida que ésta aumenta, incrementa también el contenido de triglicéridos en

sangre.

En el Cuadro 11 se muestra la correlacion de variables para el tratamiento
con la infusiéon de limén, donde se observan correlaciones negativas entre el
contenido de flavonoides totales y las concentraciones de ICsy para LDL-ox y
proteina-ox (p<0.05, r’= -1.0 para ambas), asi como para la concentracién de
MDA y proteinas oxidadas en el tejido adiposo (p<0.05, r’= -0.9889 y r’= 0.9159,
respectivamente). Ademas, existe una correlacion igualmente negativa de estos
compuestos (flavonoides) con el diametro de adipocitos y la concentracion de IL-6.

Estos resultados indican que el tratamiento con esta infusion tiene un efecto
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importante en el estrés oxidativo, lo que se atribuye principalmente a los
flavonoides, presentandose una correlacion directa entre los estudios in vitro e in
vivo. Ademas se puede atribuir la reduccion de los adipocitos y por consecuencia
la menor secrecién de IL-6 a la accidon de estos compuestos en la infusion de

limon.

En el Cuadro 12 se presentan los valores para las correlaciones entre
variables del tratamiento con la infusion de hierbabuena. Primeramente, se
observa una correlacion negativa entre el contenido de fenoles totales y la
concentracién de MDA en tejido adiposo (p<0.05, r’= -0.9405); sin embargo, existe
una correlacién positiva entre el peso corporal y el IMC (p<0.05, r?= 0.9492), asf
como de la concentracion de triglicéridos en tejido adiposo y el porcentaje de
grasa visceral (p<0.05, r’= 0.8604). Como ya se indic6 con anterioridad la infusién
de hierbabuena presentdé un buen contenido de fenoles totales, lo que se vio
reflejado en una menor concentracion de los productos de la peroxidacion lipidica
en el tejido adiposo. Con respecto al estudio in vivo, no se observo una reduccion
del peso corporal, asi como del IMC y demas parametros de adiposidad

(porcentaje de grasa visceral y triglicéridos en tejido adiposo).

En Cuadro 13 muestra los resultados del andlisis de correlacion para el
tratamiento con la infusién de alcachofa, observandose una correlacion negativa
directa entre los fenoles totales y la concentracion de ICsq para la técnica LDL-0x
(p<0.05, r’= -1.0) y de estos compuestos (fenoles totales) con el diametro de los
adipocitos (p<0.05, r’= -0.9045). Por el contrario, existe una correlacién positiva
entre el peso corporal, el IMC y el diametro de los adipocitos (p<0.05, r’= 1.0y r’=
0.9906, respectivamente), y entre la concentracion de triglicéridos en tejido
adiposo con el porcentaje de grasa visceral (p<0.05, r’= 0.9851) y esta Gltima con
el contenido de triglicéridos y colesterol en sangre (p<0.05, r’= 0.8435 y r’=
0.9148, respectivamente). Lo anterior nos indica que los fenoles totales son los
compuestos posiblemente responsables de los efectos benéficos de la infusion de

alcachofa. Es importante sefialar que el tratamiento con esta infusibn modula
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negativamente todos los pardmetros de adiposidad evaluados, lo que se ve

reflejado en una prevencion significativa de la dislipidemia.

Para el tratamiento con la infusién de toronja (Cuadro 14), existe correlacion
positiva entre el contenido de fenoles totales y flavonoides totales (p<0.05, r’=
0.6967), ademas existe correlacion positiva entre el peso corporal e IMC (p<0.05,
r’= 0.9973), asi como del porcentaje de grasa visceral con el contenido de
triglicéridos sanguineos, la concentracion de CRP y la concentracion de MDA en
tejido adiposo (p<0.05, r’= 0.9695, r’= 0.9898 y r’= 0.9432, respectivamente).
Finalmente se puede observar una correlacion entre la concentracién de
triglicéridos en tejido adiposo con las proteinas oxidadas en el mismo tejido
(p<0.05, r’= 0.9284). Los resultados indican que el consumo de esta infusién
afecta principalmente los parametros de adiposidad, lo que se refleja a su vez en
una reduccién de los triglicéridos en sangre, ademas, esta infusion tiene un efecto
claramente importante sobre la reduccion de estrés oxidativo, lo que se atribuye a

los flavonoides presentes en esta infusion.
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IX. CONCLUSIONES

El té verde presentd las mayores concentraciones tanto de taninos como de
fenoles totales; mientras que, la infusion de hierbabuena mostro las mayores
concentraciones de flavonoides. En la infusion de alcachofa se detectaron
concentraciones similares de fenoles totales y flavonoides similares al resto de las
infusiones comerciales; sin embargo, estos compuestos se encontraron en muy

bajas concentraciones o no fueron detectados en la infusion de toronja.

El té verde mostr6 la mas baja concentracion de ICsp en las técnicas in vitro

evaluadas, seguido de la infusion de hierbabuena.

En los estudios in vivo, tanto el consumo de alimento como la ingesta
caldrica fue menor en los grupos tratados con el té verde y la infusion de limén, no
siendo asi para las infusiones de alcachofa y toronja. A pesar de este
comportamiento, estos tratamientos promovieron una menor ganancia de peso
corporal, lo que se correlacion6 significativamente con la reduccion de los
parametros de adiposidad evaluados. Por el contrario, las infusiones herbales
comerciales Unicamente redujeron el tamafio de los adipocitos; mientras que, la
infusion de limén, a pesar de no reducir el peso corporal, disminuyé el tamafio de

los adipocitos.

Todos los tratamientos o infusiones redujeron la concentracion de
triglicéridos sanguineos hasta en 54% con respecto al control obeso; de igual

manera se observa una disminucién del colesterol total hasta en un 18%.

El té verde y la infusiébn de hierbabuena redujeron las concentraciones
séricas de leptina hasta en un 68% con respecto al control obeso. Las infusiones
naturales y el té verde disminuyeron las concentraciones de IL-6 y CRP, la
reduccion de esta Ultima se puede asociar con menor riesgo de dafo

cardiovascular.
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Todos los tratamientos o infusiones redujeron los niveles de estrés oxidativo
en tejido adiposo, evaluado mediante la concentracion de MDA y proteinas
oxidadas (hasta del 50%), observandose un mejor efecto con las infusiones de

alcachofa y toronja.

En general, los resultados resaltan los efectos favorables de las infusiones
bajo estudio sobre los parametros evaluados; sin embargo, el té verde y las
infusiones de alcachofa y toronja mostraron/ejercieron los resultados mas
benéficos, ya que presentaron efectos significativos sobre los parametros
relacionados con adiposidad y sobre los complicaciones tempranas de la

obesidad.
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APENDICE |

Anédlisis estadistico de correlacién multivariado

Cuadro 9. Coeficientes de correlacion entre variables de respuesta después del

tratamiento con té verde

%
Grasa
visceral
Peso 0.8445
corporal
IMC 0.9910
CRP 0.8151
Colesterol 0.9968
total
Taninos
condensados 1.0
MDA en
tejido 0.8696 0.9943
adiposo
Diametro de
adipocitos 0.9919 0.9830

Trlgllcgrldos CRP Colesterol Leptina Fenoles
sanguineos total totales

Se presentan sélo aquellas variables que fueron significativas para este tratamiento.
Significancia: p<0.05

Cuadro 10. Coeficientes de correlacion entre variables de respuesta después del

tratamiento con infusién de manzanilla

Triglicéridos Flavonoides
X CRP

sanguineos totales
CRP 0.9616
Triglicéridos en
tejido adiposo 0.9990
LDL-ox (ICsp) 1.0
Proteina-ox (ICsp) 1.0

Se presentan sdélo aquellas variables que fueron significativas para este tratamiento.
Significancia: p<0.05
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Cuadro 11. Coeficientes de correlacion entre variables de respuesta después del

tratamiento con infusion de limon

Flavonoides LDL-o0x Proteina- Peroxidacion Proteinas-ox

L0 Tomks (ow) oxlcw) e enteldo
Taninos
condensados 1.0 -1.0
Flavonoides
totales -1.0 -1.0 -1.0 -0.9889 -0.9159
LDL-o0x (ICs) 1.0 1.0 0.9889 0.9159
Proteina-ox
(ICs0) 1.0 0.9889 0.9159
MDA en tejido
adiposo 0.9889
Proteinas-ox
en tejido
adiposo 0.9159 0.9402
Diametro de
adipocitos 0.9259 -0.9254 0.8613

Se presentan soélo aquellas variables que fueron significativas para este tratamiento.
Significancia: p<0.05

Cuadro 12. Coeficientes de correlacion entre variables de respuesta después del

tratamiento con infusion de hierbabuena

%

ccl):)rgicr)al (_Erasa Fenoles totales
visceral

Peso corporal

IMC 0.9492

Triglicéridos en tejido

adiposo 0.8604

Triglicéridos sanguineos

MDA en tejido adiposo -0.9405

Se presentan sdélo aquellas variables que fueron significativas para este tratamiento.
Significancia: p<0.05
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Cuadro 13. Coeficientes de correlacion entre variables de respuesta despues del

tratamiento con infusion de alcachofa

5 —
Peso IMC % Grasa Triglicéridos

. . Fenoles totales
corporal visceral sanguineos

Peso corporal
IMC 1.0
Triglicéridos
en tejido 0.9851
adiposo
Didmetro de
adipocitos 0.9906 0.9906 -0.9045
Triglicéridos
sanguineos 0.8435
Colesterol 0.9148
total
CRP 0.9891
LDL-ox (ICsp) -1.0

Se presentan sélo aquellas variables que fueron significativas para este tratamiento.
Significancia: p<0.05

Cuadro 14. Coeficientes de correlacion entre variables de respuesta despues del

tratamiento con infusion de toronja

Peso % Grasa Triglicéridos Fenoles Proteinas-ox
! - CRP en tejido
corporal visceral sanguineos totales .
adiposo

Peso

corporal

IMC 0.9973

Triglicérido

s en tejido 0.9284
adiposo

Triglicérido

S 0.9694

sanguineos

CRP 0.9898 0.9351

Flavonoide

S totales 0.6907
MDA en

tejido 0.9432 0.8423 0.9787

adiposo

Se presentan sélo aquellas variables que fueron significativas para este tratamiento.
Significancia: p<0.05
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