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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad inflamatoria crénica de bajo grado, causada por el
incremento de masa de tejido adiposo. Alternativas preventivas de esta enfermedad
pueden ser plantas usadas en medicina tradicional para procesos inflamatorios
agudos, tales como: Calendula officinalis Linn., Salvia officinalis e Hypericum
perforatum. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad antiinflamatoria y
antioxidante de infusiones de plantas medicinales mexicanas para prevencion de
enfermedades cronico degenerativas relacionadas con obesidad. Se midi6 la
concentracion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de cada una de
las infusiones en estudio, siendo pericdn y caléndula las que mostraron los mejores
resultados. Ratas Sprague Dawley fueron alimentadas con una dieta alta en grasa
y fructosa, aunado al consumo de infusiones al 1% durante 12 semanas; al término
de este periodo se llevaron a cabo las diferentes evaluaciones. Se realizé la
medicion del peso corporal y tamafio de adipocitos, donde se observaron
disminuciones para los tres tratamientos. Para evaluar las enfermedades
relacionadas a la obesidad se determinaron los niveles de glucosa basal e insulina,
donde pericon y caléndula presentaron disminucion. Estas mismas infusiones
mostraron mejores resultados para la prevencion de enfermedades
cardiovasculares con diminucion de proteina C reactiva e indice aterogénico. Soélo
pericon y salvia otorgaron proteccidon renal. Las mejores propiedades
antiinflamatorias se obtuvieron para pericén, disminuyendo niveles de TNF-a y
leptina, y aumentando adiponectina en suero. En base a estos resultados se
concluye que las infusiones evaluadas mostraron beneficios a la salud, siendo el
pericdn, la que presento la mayor actividad biologica.



I. INTRODUCCION

En los ultimos afios se han presentado cambios importantes en el estilo de vida de
la poblacion mundial, incrementandose el consumo de alimentos procesados vy
omitiendo una rutina de actividad fisica. Aunado a esto, se tiene la predisposicion
genética lo cual en conjunto conlleva al desarrollo de enfermedades cronico
degenerativas, asi como a la obesidad, cuya prevalencia ha aumentado afo con

ano, siendo México el segundo lugar a nivel mundial.

La obesidad es una enfermedad multifactorial y es considerada un factor de riesgo
de una serie de padecimientos, como lo son diabetes mellitus, sindrome
metabalico, hipertension arterial, dislipidemias y algunos tipos de cancer; dichas
enfermedades se generan por el alto consumo de grasa, azucar y comida rapida,
que en conjunto con la falta de actividad fisica, contribuyen al rapido deterioro de la
salud de la poblacion mexicana.

En la obesidad se presenta un incremento del estrés oxidativo, lo que conduce a un
estado inflamatorio de bajo grado que es determinante en el desarrollo de las

enfermedades como diabetes, enfermedades cardiovasculares y renales.

Existen varias recomendaciones para la prevencion de enfermedades asociadas a
la obesidad, tales recomendaciones comienzan con la implementacion de una dieta
saludable, que incluyen bebidas con bajo contenido calorico, como las infusiones
naturales, las cuales ofrecen al consumidor compuestos con beneficios a la salud,
ademas de que algunas preparaciones presentan sabores muy agradables. Plantas
utilizadas por la poblacibn mexicana como infusiones herbales se consumen

ampliamente.

La medicina tradicional mexicana constituye una vasta coleccion de plantas que

pueden tener caracteristicas ideales para la preparacidon de dichas bebidas

1



nutracéuticas; sin embargo, estas han sido poco o nulamente estudiadas,
ignorando su potencial terapéutico. En base a todo lo anterior, el objetivo del
presente trabajo fue determinar el efecto de algunas infusiones tradicionales sobre
el control de la obesidad y sus complicaciones renales, cardiovasculares y

enddcrinas.

México es un pais que ha tenido una fuerte transicion epidemioldgica,
incrementando la prevalencia de enfermedades cronico degenarativas. Estas
patologias han crecido de manera alarmante en las ultimas dos décadas,
principalemente la diabetes y las enfermedades cardiovasculares. Esto se debe a
los cambios alimenticios y de estilo de vida, donde el facil acceso a comida rapida,
con precios bajos pero altos en contenido energético, se ha incrementado
notablemente, generando una alteracién en el metabolismo y desarrollando mayor

prediponibilidad a dichas enfermedades.

La justificada preocupacion por el aumento de la obesidad en México ha
identificado como una de las prioridades para la poblacion la disminucion de la
ingesta de energia y la adopcion de patrones saludables de consumo de alimentos
y bebidas para los mexicanos. Durante el periodo de 1999 a 2006 se duplico el
consumo de energia a partir de bebidas en todos los grupos de edad; siendo éste
un incremento sin precedentes en el ambito internacional. Las infusiones naturales
ofrecen al consumidor una base de composicion con grandes beneficios, ademas
de que algunas de estas preparaciones presentan sabores muy agradables.
Plantas utilizadas por la poblacion mexicana como infusiones herbales se

consumen ampliamente.

Por siglos, las hierbas se han usado como alimentos o para propdsitos medicinales,
sin embargo, la medicina tradicional ha incrementado su popularidad en los ultimos
afos, convirtiendo en uno de los mercados de mayor ganancias econémicas. Se ha

reportado que varias hierbas tienen propiedades antiinflamatorias y antioxidantes y



estas son usadas para tratar desérdenes inflamatorios como aquellos causados por
especies reactivas del oxigeno. Con respecto al té verde, existen varios estudios
epidemioldgicos que han demostrado que el consumo de tres tazas grandes de té
verde (720 mL) al dia se relaciona con 11% de disminucion del riesgo de sufrir
infarto del miocardio. En base a lo anterior, en este estudio se plante6 evaluar el
efecto antioxidante y antiinflamatorio de las infusiones medicinales utilizadas por la
poblacion mexicana en padecimientos como obesidad y sus enfermedades

derivadas.



Il. ANTECEDENTES

I1.1. Obesidad

La obesidad, como enfermedad cronico-degenerativa y multifactorial se entiende
como el resultado de un consumo excesivo de calorias mas alla de las necesidades
energéticas (Morton y col.,, 2006). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
sefala que la prevalencia de obesidad en México es del 20-30% segun un censo
realizado en la poblacion adulta en 2006, de acuerdo a la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (ENSANUT) en 2006 (Barquera y col., 2009)(Figura 1).
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Figura 1. Prevalencia de obesidad y sobrepeso en México (ENSANUT 2006). IMC,
kg/m?, rango: sobrepeso 25.0-29.9; obesidad tipo | 30.0-34.9; obesidad tipo Il 35.0-
39.9; obesidad tipo Ill =40.0.

1.2 indice de masa corporal

El indice de masa corporal (IMC) 6 indice de Quetelet proporciona informacion
acerca de el contenido de grasa corporal. Este parametro proviene de una simple
relacion del peso corporal en kilogramos y la raiz cuadrado de su talla en metros,

puede utilizarse como un indicador de corpulencia para la clasificacion de
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diferentes grados de adiposidad, como una definicién de malnutricién por exceso o
defecto, y como indicador de morbilidad y mortalidad (IMC > 40 Kg/m?) por su
capacidad de deteccion de estados de malnutricion (Rodriguez-Martinez y col.,
2010).

[1.3 Obesidad y homeostasis energética

En 1984, Faust y colabordores sugirieron que en el adipocito, cuando alcanza un
tamano critico, se desencadenan eventos sucesivos que llevan al aumento del
numero de células adiposas. El aumento en el tamano celular ocurre antes de
aumentar la celularidad, esto de una manera dependiente al almacén de grasa,
tanto en obesidad por factores genéticos como en aquella inducida por la dieta

(Marques y col., 1998).

Diferencias regionales en la hipertrofia e hiperplasia de tejido adiposo sugieren que
los factores de crecimiento producidos localmente pueden estar involucrados en la

regulacion de la adipogénesis (Hausman y col., 1993).

[1.3.1. Tejido adiposo

El tejido adiposo ayuda en la regulacion de la energia; el tejido adiposo blanco
almacena energia en forma de triglicéridos como respuesta al consumo caldrico
excesivo por encima del gasto energético, mientras que el tejido adiposo café,
mediante la expresion de la proteina desacopladora 1 (UCP1) tiene la capacidad de
disipar energia a través de termogénesis adaptativa. Sin embargo, el tejido adiposo
blanco tiene un papel regulador importante mas alla de la homeostasis energética
(Allende-Vigo y col., 2010).



La regulacidn del peso corporal es controlada por varios mecanismos entre los que
se incluyen hormonas y neurotransmisores, asi como, actividad fisica y factores
ambientales y genéticos. El apetito y el consumo de alimento son controlados por
circuitos neuroendodcrinos que regulan a su vez el metabolismo de los adipocitos. El
centro de apetito hipotalamico es regulado por varios factores como insulina,
leptina, grelina, péptido similar al glucagon—1 y pro-opiomelanocortina, como
también un estimulo adrenérgico (Morton y col., 2006).

1.4 Estrés oxidativo

Las células en situaciones normales tienen reacciones de oxido-reduccién como
resultado de los procesos naturales del metabolismo en los que se producen
especies reactivas de oxigeno (ERO) que funcionan como mensajeros y es
mantenida en concentraciones normales por sistemas antioxidantes naturales. Sin
embargo, al haber una alteracion en la homeostasis energética de la célula se
comienzan a generar procesos que deterioran el funcionamiento metabdlico y
celular que incrementan la produccion de ERO (Figura 2). El estrés oxidativo se
define como una condicién en la que la homeostasis del estado redox se ve
comprometida, esto es, que la célula pierde la capacidad de contrarrestar la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrogeno (ERN) , y con esto
provocar un ambiente toxico con perodxidos y radicales libres con la capacidad de
dafar componentes celulares como lipidos, proteinas e incluso DNA.

Estudios realizados en animales y humanos sugieren que el estrés oxidativo esta
involucrado en respuesta a una alimentacién desbalanceada. En modelos animales
de enfermedades metabdlicas como obesidad y diabetes, ratones ob/ ob, db/db, AY
y ratones tratados con estreptozotocina, se encuentran patrones similares de
marcadores de estrés oxidativo los cuales se incrementan de manera proporcional

a la acumulacion de grasa y diabetes (Brookheart y col., 2009).



11.5 Proceso inflamatorio

El estado redox es vital para un buen funcionamiento celular, es por esto que la
misma produccion de radicales libres, ERO y ERN, generados en la obesidad
debido a una acumulacion lipidica en los adipocitos, activa diversas vias de
sefalizacion intracelular como la del factor nuclear-kB (NF-kB), que propicia la
expresién de moléculas que son mediadoras de la respuesta inmune. Esta
respuesta inadecuada del cuerpo termina por promover dafos a Organos
completos. Algunas de estas respuestas incluyen un aumento en la presion
sanguinea, un estado proinflamatorio de bajo grado y un estado protromboético que
se generan por diversos factores humorales secretados por diversos o6rganos

discapacitados (Ribeiro y col., 2009).
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Figura 2. Origen celular de las especies reactivas de oxigeno, sus blancos y
sistemas antioxidantes. ETC, cadena de transporte de electrones; ER, reticulo
endoplasmico; NADP(H), nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; MnSOD,
superoxido dismutasa de manganeso; Cu/ZnSOD, superdxido dismutasa de
cobre/zinc; GPx, glutation peroxidasa; Prx, peroxirredoxina;Trx, tiorredoxina.




El proceso inflamatorio (Figura 3) se ve mediado por citocinas que son secretadas
por las células dafiadas y funcionan como senalizadores de inflamacion; poseen la
capacidad de reclutar células como los monocitos y macrofagos que responden
ante la inflamacion, activa a su vez procesos en cadena en diversos érganos como
el higado, rifiones y tejido adiposo en donde se forma una red de comunicacion
humoral generando no sdélo dafios aislados de o6rganos, como el higado, sino
produciendo un deterioro generalizado.

Dentro de las proteinas activadas por NF-kB se encuentran el factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), leptina, resistina, Inhibidor de activador de
Plasminégeno (PAI-1), Proteina C reactiva (PCR), P-selectina, Molécula de
adhesion al endotelio vascular (VCAM-1) y la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2)
(Cachofeiro, 2006)
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Figura 3. Proceso Inflamatorio en tejido adiposo.

En los ultimos anos se ha puesto de manifiesto que en la obesidad se presenta un

8



proceso inflamatorio cronico de bajo nivel, ya que existe un aumento de los niveles
circulantes no solo de citocinas proinflamatorias como la interleucina 6 (IL6) y el
factor de necrosis tumoral a (TNFa), sino también de proteinas de la fase aguda
como la proteina C reactiva, P-selectina, VCAM-1 y la haptoglobina en sujetos
obesos (Mendell y col., 1996; Pi-Sunyer, 2002).

En pacientes con obesidad y diabetes tipo2 (DT2), la activacion de citocinas
proinflamatorias correlaciona estrechamente con el NF-kB. No obstante, los
adipocitos secretan adiponectina, cuyas propiedades antiinflamatorias son
ejecutadas a través de su accion inhibitoria sobre el NF-kB y, ademas, los niveles
de adiponectina correlacionan de manera inversa en pacientes con obesidad y DT2

(Blancas-Flores y col., 2010).

11.6 Infusiones

Una de las estrategias que se tienen para disminuir la obesidad es mediante la
implementacion de una alimentacion completa y balanceada, esto es disminuir el
consumo de azucares y otros edulcorantes caloricos afadidos en los alimentos
(O’Connor y col., 2006), ademas aumentar la disponibilidad y accesibilidad de

alimentos reducidos o sin edulcorantes caldricos anadidos.

En los ultimos afos se han buscado alternativas para reducir el riesgo a presentar
enfermedades metabdlicas, entre dichas alternativas se han propuesto diversos
medicamentos que reducen de manera considerable la masa corporal, como es el
caso de Sibutramina, la cual actua inhibiendo la recaptacion de serotonina,
dopamina y norepinefrina a través de sus dos metabolitos activos, provocando de
esta manera un estimulo prolongado sobre el centro de saciedad, disminuyendo el
apetito, y generando en forma paralela- un aumento en el gasto de energia. Sin

embargo el uso indiscriminado de medicamentos trae consigo efectos adversos que



nos llevan a la busqueda de sustancias naturales que tengan minimo efectos

secundarios y posean maximos beneficios.

Alternativas naturales se han enfocado en ciertas infusiones con caracteristicas
promisorias como el té verde que ha resultado ser un gran complemento para la
reduccion del riesgo de enfermedades. En estudios poblacionales, el consumo de
té verde, se ha asociado con un gran numero de beneficios a la salud que incluyen
desde la disminucion en el riesgo de enfermedades cardiovasculares hasta cancer
(Stanhope y col., 2009).

El té verde también se ha relacionado con la capacidad de disminuir el peso
corporal. Estudios realizados in vitro e in vivo de té verde han demostrado que
catequinas provenientes del té verde y la epigalocatequina galato (EGCG), pueden
disminuir la diferenciacién y proliferacion en adipocitos, lipogénesis, absorcidon de
lipidos, triglicéridos en plasma, acidos grasos libres, colesterol, glucosa, insulina y
leptina, aumentan la beta-oxidacion y la termogénesis. Los sitios blancos
principales para el té verde son teijido adiposo, higado, intestino y musculo
esquelético (Wolfram y col., 2005).

Adicional a los beneficios antes mencionados, el té verde es considerado como una
fuente dietaria de antioxidantes; es rico en polifenoles (catequinas y acido galico),
pero también contienen carotenoides, tocoferoles, acido ascorbico (vitamina C),
minerales como Cr, Mn, Se, o Zn y varios compuestos fitoquimicos. Estos
compuestos pueden incrementar el potencial antioxidante de los polifenoles del té

verde.

El mecanismo de accién de los polifenoles del té verde se atribuye a su capacidad
de atrapar especies reactivas de oxigeno y nitrégeno y su actividad para quelar
iones como hierro, previendo su participacion en las reacciones de Fenton y Haber-

Weiss (estrés oxidativo). Pueden funcionar también indirectamente como

10



antioxidantes a través de: la inhibicion de factores de trascripcion sensibles al
estado redox; inhibicidn de enzimas pro-oxidantes como la sintasa inducible de
oxido nitrico, lipooxigenasas, ciclooxigenasas y xantinooxidasas; induccion de
enzimas antioxidantes como la glutation-S-transferasa y la superoxido dismutasa
(Cabrera y col., 2006).

[I.7 Infusiones y medicina tradicional mexicana

En México el uso de plantas para el tratamiento de diversos padecimientos es
amplio, normalmente paciente que son diagnosticados en algun centro médico
primario se les prescribe el medicamento adecuado, sin embargo, un alto
porcentaje de la poblacion recurre al uso de las plantas como terapia alternativa
(Andrade-Cetto y col., 2005).

En los ultimos afos las plantas utilizadas en medicina tradicional mexicana han
sido objeto de varios estudios fitoquimicos, bioquimicos y biolégicos. Dentro de los
materiales mas utilizados para procesos inflamatorios agudos, como los golpes o
alteraciones gastrointestinales se encuentran la caléndula (Calendula officinalis
Linn.), pericon o yiauhtli (Hypericum perforatum) y salvia real (Salvia officinalis). Si
bien todos los estudios relacionados con éstas planta medicinales son enfocados a
la obtencion de efectos localizados, no hay referencias de estudios en los que se

busque el efecto sistémico de su administracion a sistemas biologicos.

11.7.1 Caléndula (Calendula officinalis Linn.)

Caléndula es una planta herbacea, aromatica, glandular, de anual a perenne,
lefiosa unicamente en la base (Figura 4). El tallo es de 20 a 55 cm de altura, es
erecto, ramificado y generalmente con hojas casi hasta el extremo superior. Las
hojas son de 7-14 x 1-4 cm, son alternas, simples, oblongas-lanceolada. Las flores

son liguladas y amarillas, con una floracion que dura practicamente todo el afo. Las
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inflorescencias se presentan en capitulos de 3-5 cm de ancho, de un color amarillo
anaranjado (Figura 6). El olor que desprenden las flores es desagradable y su

sabor es amargo.

Figura 4. Calendula officinalis Linn (caléndula).

Se usa como planta ornamental y desde hace siglos se utiliza como planta
medicinal para diferentes enfermedades relacionadas con la piel y comunmente
como cicatrizantes para disminuir inflamacion. Se ha usado para el tratamiento de
enfermedades dermatoldgicas, dolor en general, como fuerte bactericida,
antiséptico y antiinflamatorio. Algunas casas comerciales de productos
homeopaticos utilizan la caléndula contra las laceraciones y grietas de manos y

pies.

Se ha reportado que un extracto de caléndula disminuye la expresion de IL-1p, IL-6,
TNF-a, IFN-y y CRP en ratones BALB/C albinos (Preethi y col., 2008). El
compuesto quimico identificado y relacionado con los beneficios de Calendula
officinalis L. es la calendulina. Algunos otros compuestos identificados en los
pétalos son triterpenoides esterificados, carotenoides, flavoxantinas, auroxantinas,
quinonas y cumarinas (Konark Group Ltd., 2011). Caléndula ha probado ser
efectiva para proteccion hepatica y renal contra el estrés oxidativo, ademas de
estimular la expresion de sistemas antioxidantes (Preethi, 2009), y es capaz de
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disminuir parametros inflamatorios de manera dosis dependiente, y disminuir la

expresion de enzimas que favorecen inflamacion como COX-2 (Preethi, 2008).

11.7.2 Pericdn (Hypericum perforatum)

El pericon es también conocido como Hierba de San Juan. Planta variable, erecta,
con tallos lampifios, ramificados y cilindricos (Figura 5). Las hojas son triangulares,
opuestas, con bordes redondeados y poseen innumerables glandulas aceitosas, lo
que hace que parezcan perforadas. Lo mas caracteristico es la flor, amarilla, de
cinco pétalos y sépalos mas pequenos, cubiertos de rayas y glandulas negras.

Entre los compuestos principales identificados en el pericon se encuentran aceites
esenciales, polifenoles (acido caféico y clorogénico), flavonoides (hiperdsido),
taninos y pigmentos. Tiene propiedades antiespasmddicas, sedantes vy
antidepresivas. Es un buen astringente y antihemorragico. En uso externo, es
antiséptico, cicatrizante y astringente. El aceite de hipérico se emplea para tratar la
gastritis (Murcia y col., 2008).

Figura 5. Hypericum perforatum (pericon).
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En un estudio realizado por Zheleva-Dimitrova y colaboradores (2010) se
analizaron trece especies de Hypericum y analizaron su actividad atrapadora de
radicales libres, actividad antioxidante, taninos y flavonoides totales, obteniendo el
mayor contenido de taninos y flavonoides totales para la especie Hypericum
perforatum, ademas valores elevados de capacidad atrapadora de radicales
evaluada por tres diferentes técnicas (FRAP, ABTS y DPPH), ademas Orc¢i¢ y
colaboradores (2011) confirman la actividad antioxidante de pericon por DPPH

atrapamiento de NO, atrapamiento de superéxidos, peroxidacion lipidica y FRAP.

[1.7.3. Salvia (Salvia officinalis)

Figura 6. Salvia officinalis (Salvia real).

Es una planta aromatica de la familia Lamiaceae; si bien su apariencia varia de
herbaceo a arbustivo, la presencia del labelo superior de la flor bilabiada muy
conspicuo y curvado hacia abajo permite su identificacion (Figura 6). La salvia tiene
usos ornamentales, medicinales y gastronomicos, empleandose como condimento.
También es habitual en Espafia tomarla como infusion. Salvia officinalis es una
planta con propiedades antidiabéticas, adicionalmente se demostré que induce la
expresion de enzimas antioxidantes como la catalasa o la superdéxido dismutasa,

asi mismo, incrementa significativamente la expresién de las proteinas de choque
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térmico (Hsp 70) en lisados de linfocitos humanos a las dos semanas de

tratamiento, las cuales poseen un efecto antiinflamatorio (Sa y col., 2009).

Algunos compuestos identificados en salvia son los flavonoides, taninos,
estrogenos, principios amargos (sesquiterpeno lactonas, monoterpeno iridoides,
secoiridoides). Estudios de salvia indican que posee propiedades
antihiperlipidémicas como la inhibicion de absorcion intestinal de grasas,
estimulacion de la oxidacion de grasas (Kianbakht, 2011) y ademas diminuye la
presencia de ERO y los dafios causados por éstas (Oboh, 2009); finalmente
estudios realizados en pericon apuntan a un efecto antiobesigénico para la
disminucién de la acumulacién de grasa en tejido adiposo (Amini, 2009).

[1.8. Capacidad antioxidante y antiinflamatoria de infusiones de medicina

tradicional.

Cuadro 1. Actividad antioxidante y quelante de las infusiones tradicionales.

umol eq. TROLOX/ mL ug eq FeSO4/mL  mg EDTA/mL

Caléndula 0.68 +0.01¢ 461.2 + 3.8° 10.01 + 0.05°
Pericon 4.22 +0.03° 3217.1+76.2°  1.19+0.09
Salvia 2.10 + 0.006° 1492.6 + 18.3°  2.56 + 0.06°

Té
verde(Lagg’s) 4.89 +0.18° 4031.9 £ 17.5° 4.58 +0.16°

Letras diferentes entre columna indican diferencia estadistica significativa entre las
diferentes plantas (P<0.05).

Los antioxidantes naturales presentes en las infusiones de la medicina tradicional
mexicana son una alternativa para los sistemas antioxidantes biologicos. En un
estudio previo realizado por Rivas y colaboradores (2010), se determind la

capacidad antioxidante y quelante de infusiones no comerciales de caléndula,
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pericon y salvia. Los resultados obtenidos demuestran que la capacidad para
atrapar radicales libres de pericon es similar al té verde, al igual que para la
capacidad de donar electrones. En cuanto a la capacidad quelante caléndula
presenta propiedades superiores al té verde (Cuadro 1) (Rivas, 2010).

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos susceptibles, en
especial el grupo carbonilo, de ser atacados por los radicales libres. Dentro de los
aminoacidos, la tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina, metionina y cisteina son
los que presentan mayor predisposicion a ser oxidados (Davies y col., 1987). Dicha
oxidacion puede dar lugar a una alteracion estructural o conformacional de la

proteina y con ello modificar o perder su funcién.

Cuadro 2. Compuestos fendlicos, flavonoides totales e inhibicion de COX-2.

Flavonoides o
Muestra Fenoles totales Inhibicion COX-2
totales
Mg eq ac. Mg eq (+) (%)
(o]
galico/mL catequina/mL
Pericon 410.9 £ 2.5° 337.8 +£4.0° 50.7 + 8.9°
Salvia 2212 +22° 259.6 + 3.9° 60.5+ 10.0 2
Caléndula 85.5+1.2° 66.9 + 1.2° 67.7 +4.1°

Los datos son la media de dos experimentos independientes + la desviacion estandar.?
Valores con la misma letra no son significativamente diferentes entre si (Tukey a<0.05).

En los procesos de dafno oxidativo a proteinas algunos aminoacidos se oxidan
dando grupos carbonilos, de modo que el contenido en carbonilos de las proteinas
se puede emplear como indicador de dafio oxidativo de las mismas (Stadtman,
1992); para valorar el dano oxidativo a las proteinas y de las membranas, se utiliza
la determinacion de los restos carbonilo de las proteinas (Davies y col., 1987) la
aparicion de restos de grupo carbonilo puede ser usado como indicador bioquimico
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de oxidacioén de proteinas. El grado de cambio de color es correlacionado con la

concentracion de antioxidante en la muestra.

En otro estudio se cuantificaron los compuestos fendlicos presentes en infusiones
de pericdn, caléndula y salvia donde se relaciona la cantidad de estos compuestos
con el efecto de inhibicion de COX-2, siendo salvia la que presenta mayor
potencial inhibitorio (Cuadro 2) (Mendoza-Diaz y col., 2010).
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ll. HIPOTESIS

Las infusiones de Salvia officinalis (salvia real), Hypericum perforatum (pericon) y
Calendula officinalis Linn (caléndula) disminuyen el desarrollo de enfermedades
cronico degenerativas como obesidad y las derivadas de ésta como diabetes, dafo
renal, hepatico y enfermedades cardiovasculares en un modelo de obesidad
inducido por dieta, debido a que presentan actividad antioxidante vy/o

antiinflamatoria.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 General

Evaluar las propiedades antiinflamatorias y antioxidantes de infusiones de Salvia
officinalis (Salvia real), Hypericum perforatum (pericon), Calendula officinalis Linn.
(caléndula) y determinar su capacidad disminuir el riesgo enfermedades crénico

degenerativas relacionadas con obesidad.

IV.2 Especificos

* Evaluar las propiedades antioxidantes in vitro de las infusiones en estudio.

* Determinar el efecto de las infusiones sobre la disminucién de peso corporal y el

aumento de adiposidad.

* Medir la capacidad de las infusiones para disminuir la resistencia a la insulina,

alteraciones renales y cardiovasculares.

* Valorar las propiedades antiinflamatorias y antioxidantes de las infusiones en

estudio.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales

V.1.1 Reactivos

Cloruro feérrico (FeCls), cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCI), fosfato
monobasico de sodio (Na;HPO.), fosfato dibasico de potasio (KH,PO,4) acido
tricloroacético (TCA), hidréxido de sodio (NaOH) acido fosforico (HsPO4), butanol,
sulfato de cobre (CuSQ.), acido tiobarbiturico (TBA) de J. T. Baker, Nueva Jersey,
USA. albumina bovina sérica (BSA) de Roche, Germany. perdxido de hidrogeno
(H202 ), 2,4 dinitro fenil hidracina (DNPH), guanidina, acido ascérbico de Sigma
Aldrich, St. Louis, USA. Reactivo precipitante de LDL de Linconl Lab. Texas, USA,
Azul de Coomasie de BIO-RAD, Filadefia, USA.

V.1.2 Material vegetal de prueba

El material vegetal del estudio fue Salvia officinalis (Salvia real), Hypericum
perforatum (Pericon), Calendula officinalis Linn. (Caléndula), las cuales se
obtuvieron de mercados locales y se identificaron por la especialista en botanica M.
en C. Valentina Serrano. El material se secé en un horno de conveccién a 60 °C

por 1 dia y posteriormente se moli6 para su analisis.

V.1.3 Material biolégico

Se usaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley con un peso corporal entre
220-250 g, las cuales de adquirieron en el bioterio Rismart, S.A. de C.V, Distrito
Federal, México. Se aclimataron una semana con alimento base (NIH-4, Rismart),
posteriormente se realizo la clasificacion de los grupos de forma homogénea.
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V.2 Métodos

V.2.1 Determinacién de color y cuantificacion de las propiedades

antioxidantes de las infusiones de medicina tradicional mexicana

Se pesaron 2 g de material seco y molido se mezclaron con 200 mL (1%) de agua
hirviendo y se dejaron en agitacion por 10 minutos cubiertos con un papel aluminio.
Posteriormente se filtraron las infusiones, y se dejaron enfriar antes de administrar
tratamiento a los animales; todas las determinaciones se realizaron de infusiones

frescas.

V.2.1.1. Medicion de parametros de color de las infusiones

tradicionales

Las mediciones se realizaron en un colorimetro Minolta, Cr-300, Japén. Para las
mediciones se utilizé un tubo al cual se le adicionaron 7 mL de infusion herbal, ésta
se cubrid en la parte superior y se introdujo en el equipo. Los valores de color se
reportaron como L, a* y b*. L mide el grado de luminosidad, desde cero para negro
hasta cien para blanco. Los valores de a* y b* son indicativos de la cromaticidad.
Los valores positivos de a*, estan relacionados con el color rojo, y los valores
positivos de b* estan relacionados con el color amarillo. Con los valores de a* y b*
se calcularon los valores de cromaticidad es decir, el grado de diferencia existente
entre un color y un gris de su misma luminosidad y claridad, que corresponde con
la saturacion del color percibido, también llamado croma. El matiz es como se
percibe el color de un objeto: rojo, anaranjado, verde, azul, etc. Los valores del
angulo matiz para las infusiones y tés nos indican que se encuentran dentro del

cuadrante que va del amarillo al rojo.
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V.2.1.2 Evaluacion de la capacidad antioxidante con el reactivo de
1,1-difenil-2-picrilhidrazil radical (DPPH).

La inhibicion en la produccion del radical DPPH o capacidad antioxidante fue
evaluada de acuerdo al procedimiento descrito por Calero-Sanchez vy
colaboradores (2010). Brevemente, se pesaron 1.23 mg del radical estable DPPH y
se disolvieron el etanol hasta obtener una solucion 100 uM del DPPH. La mezcla de
reaccion se preparo en una proporcion 1:10 (1 volumen de muestra por 10 de la
solucion etandlica 100 uM de DPPH) con o sin la muestra en un volumen final de
3.0 mL. Las concentraciones 0.6-24.0 ug de peso seco/mL se utilizaron para cada
una de las infusiones (Salvia officinalis [Salvia real], Hypericum perforatum
[Pericon], Calendula officinalis Linn. [Caléndula]). Después de una incubacion a 37
°C por 30 minutos, se midié la absorbancia a 517 nm. La actividad para secuestrar
radicales de las infusiones se determind en base a la disminucion de los valores de
absorbancia, y posteriormente los resultados son expresaron como porcentaje de
inhibicion de la formacion del radical DPPH. Para el calculo de ICso se graficé el
logaritmo de la concentracion contra el porcentaje de reduccion de la oxidacion, y

se realiz6 la comparacion con un estandar puro de (+)-catequina.

V.2.1.3. Capacidad de inhibicion de la LDL oxidada

Con la técnica descrita por Chang y colaboradores (2000), se evalu6 la capacidad
de las infusiones para prevenir la oxidacion de la LDL. Se utiliz6 una muestra de
suero humano al que se le adicioné un reactivo precipitante, se centrifugé 4000
rom por 15 minutos y se desecho el sobrenadante, el precipitado corresponde al
LDL con una porcion de VLDL. El precipitado se resuspendié en PBS (amortiguador
de fosfato salino) y se cuantifico la proteina total de la suspension por el método
convencional de Bradford. Las concentraciones 0.6-24.0 pg de peso seco/mL se
utilizaron para cada una de las infusiones (Salvia officinalis [Salvia real], Hypericum
perforatum [Pericon], Calendula officinalis Linn. [Caléndula]). Para la medicién de
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LDLox se realizé una oxidacion con acido tiobarbiturico y se precipitd con acido
tricloroacético, las infusiones se agregan para prevenir la oxidacion de LDL, y se
leyo la absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda 532 nm y se
calculo el porcentaje de inhibicion de la oxidacion con la siguiente ecuacion:

% Inhibicion de oxidacion= Abs blanco - Abs muestra *100

Abs blanco

El calculo del ICsp se realizé de igual manera que para el radical DPPH.

V.2.1.2 Cuantificacion de flavonoides totales

La determinacion de flavonoides se realizé por la metodologia descrita por Martinez
y colaboradores (2007). Para llevar a cabo la cuantificacién se tomaron 200 pL de
la infusion y se adicionaron 720 pL de agua destilada, posteriormente se
adicionaron 80 uL de una solucion de 2-aminoetildifenilborato al 1%, y se procedio
a leer la absorbancia a 404 nm en un espectrofotdmetro. Los resultados se
interpolan en una curva de rutina, donde los resultados se expresaron como mg

equivalentes de rutina / g de peso seco.

V.2.1.2 Cuantificacion de fenoles totales

Se determinaron por el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Singleton y
col., 1999), el cual se basa en la oxidacion de los compuestos fendlicos por el
reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de acido fosfotungstico y acido fosfomolibdico)
que al reducirse da una mezcla de oxidos azules de tungsteno y de molibdeno. La
coloracién azul producida absorbe a 760 nm. Para la cuantificaciéon de fenoles
totales. se tomo una alicuota de 40 pL de infusion herbal y se llevo a un volumen
final de 500 pL, posteriormente se mezcldé con 250 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu (1N), después se adicionaron 1250 pyL de Na;COs3 (20 %), se dejo reposar
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en la obscuridad por 2 horas a temperatura ambiente. Después se midié la
absorbancia a 760 nm en un espectrofotometro. La cuantificacion se realizé por
interpolacién de los resultados en una curva estandar de acido galico (0 a 20 pg), y

se expresaron como mg equivalentes de acido galico / g de peso seco.

V.2.2 Determinacion del efecto de las infusiones sobre el desarrollo de

la obesidad

Los animales se clasificaron en cinco grupos, uno de éstos fue el control sano con
dieta estandar (proteinas 21.8%, lipidos 12%, carbohidratos 65%) y el resto de los
grupos se alimentaron con una dieta alta en grasa y fructosa (HFF, proteinas 18%,
lipidos 35%, carbohidratos 46%). Estos ultimos grupos se dividieron a su vez en
control y tratamientos con infusiones al 1%: caléndula, pericon y salvia (Cuadro 3.).
El tratamiento con infusiones se proporcion6 al mismo tiempo que la dieta alta en

grasa y dicho tratamiento dur¢ tres meses.

Cuadro 3. Grupos experimentales.

Grupo Dieta Bebida
Control sano Dieta estandar’ Agua
Control HFF Dieta alta en grasa y fructosa? Agua
Calendula Dieta alta en grasa y fructosa®  Infusion de caléndula 1%
Pericén Dieta alta en grasa y fructosa? Infusién de pericén 1%
Salvia Dieta alta en grasa y fructosa® Infusion de salvia 1%

' Dieta estandar ([DE] proteinas 21.8%, lipidos 12%, carbohidratos 65%), % dieta alta en
grasa y fructosa ([HFF] proteinas 18.36%, lipidos 35.07%, carbohidratos 46.56%).
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V.2.2.1 Medicién del peso corporal y consumo de alimento

Se realizd la medicion de peso corporal de forma semanal, ademas de la medicon

del consumo de alimento diariamente.

V.2.3 Evaluacion microscopica del grado de hipertrofia en adipocitos.

V.2.3.1. Preparacién de adipocitos

Se realiz6 la extraccion de tejido adiposo visceral abdominal de cada uno de los
animales se registrd el peso total del érgano y se depositaron en una solucién de
formalina al 4%, después se almacenaron en un lugar seco y fresco en la

obscuridad.

V.2.3.2. Tincion de hematoxilina y eosina

Los tejidos se lavaron con una solucién amortiguadora de formalina al 10% por un
dia y se procesaron de una manera rutinaria para histologia, brevemente, se realiz6
un procedimiento de deshidratacion y rehidratacion del tejido variando las
proporciones de xileno:etanol absoluto y finalmente con agua, posteriormente se
incluyeron en parafina. Se realizaron cortes con un grosor de 5 ym por seccidén con
un microtomo, posteriormente se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) para el
analisis microscopico. Se realizd la medicidon microscopica del diametro (expresado
en uym) y area de adipocitos (expresado en pmz) por campo para determinar el nivel
de hipertrofia de tejido adiposo.
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V.2.3.3. Cuantificacidn de triglicéridos en tejido adiposo

Para la cuantificacidn de triglicéridos en tejido adiposo visceral se utilizé el método
de Folch y colaboradores (1951). Se realizé una extraccion del contenido total de
lipidos con una mezcla cloroformo:metanol 2:1 y seguida de una homogenizacién y
una filtracion del homogenado. El filtrado, el cual contiene los lipidos de los tejidos
acompanado de sustancias no lipidicas, es liberado de éstas por adicion de un
quinto del volumen del extracto de NaCl 0.02% para obtener un sistema bifasico. La
fase superior se desecho, la fase inferior contenia esencialmente el total de lipidos
de los tejidos. Con el extracto final se procedidé a realizar una cuantificacion de
triglicéridos por el método enzimatico de Randox Laboratories Ltd. (Crumlin, Reino

Unido). Los resultados son expresados en mg de triglicéridos / g de tejido.

V.2.4 Evaluacion del dafio a tejido hepatico.

V.2.4.1 Cuantificacidén del contenido lipidico en higado

Para la cuantificacion de triglicéridos de tejido hepatico se utlizé el método descrito
por Seo y colaboradores (2010). Brevemente, muestras de tejido hepatico se
lisaron con hidroxido de potasio etandlico (2 partes de etanol: 1 parte de KOH 30%),
y se incubaron durante toda la noche a 55 °C. A los lisados se les adiciona un
volumen de una solucion de agua:etanol (1:1), y se centrifugaron por 5 minutos a
7,500 rpm. El sobrenadante se mezclo6 con cloruro de magnesio 1M, posteriormente
se incubo en hielo por 10 minutos, y se centrifugd por 5 minutos a 7,500 rpm. El
sobrenadante se empled para las mediciones de triglicéridos con un kit enzimatico
Randox Laboratories Ltd. (Crumlin, Reino Unido). Los resultados son expresados

en mg de triglicéridos / g de tejido.
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V.2.4.2 Determinacion de proteinas oxidadas en tejido hepatico

Para la evaluacion de dafo hepatico se realizara la cuantificacion de proteinas
oxidadas en higado, en la que se preparé un homogenado de higado y se realizo la
extraccion de proteinas totales. Posteriormente, se realizé el procedimiento de
cuantificacion de restos carbonilos descrito anteriormente por Davies vy
colaboradores (1987). Brevemente, éste método esta basado en la reaccion de los
restos carbonilo de la proteinas con la DNPH, donde se forma un derivado de
color, posteriormente se precipitd utilizando TCA y se cuantificaron los restos
carbonilos midiendo su absorbancia a 375 nm. Los resultados se expresaron en

nmol de restos carbonilo / mg de proteinas totales.

V.2.5. Presencia de enfermedades cronico degenerativas relacionadas con
la obesidad

V.2.5.1 Diagnoéstico de intolerancia a la glucosa y resistencia a la

insulina

Se obtuvieron muestras de sangre en el momento del sacrificio, del cual se
determind en plasma los niveles de glucosa en ayuno y la curva de tolerancia a la
glucosa utilizando un glucometro Accu-Check® Performa (Roche), para la curva de
tolerancia a la glucosa se administré una dosis de glucosa de 4 g/kg de peso del
animal y se realizaron mediciones de glucosa a un tiempo cero y cada 30 minutos
hasta un tiempo de 120 minutos. De las muestras obtenidas en ayuno se les
cuantificaron los niveles de insulina en suero mediante la técnica de ELISA con kits
de la marca Invitrogen (Carlsbad, USA), y la medicion de los niveles de glucosa por
el kit enzimatico de Randox Laboratories Ltd. (Crumlin, Reino Unido).
Posteriormente se realizd el calculo de indice HOMA (Homeostasis Model
Assesment) para evaluar el nivel de resistencia a la insulina mediante la ecuacion:

HOMA = insulina en ayuno (pU/mL) x [glucosa en ayuno (mmol/L)/22.5]. Los
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resultados se expresaran en unidades arbitrarias (UA), resultados superiores a 10

UA se considera como mayor resistencia a la insulina.

V.2.5.2 Evaluacioén del desarrollo de enfermedades cardiovasculares

En plasma se determind el perfil lipidico (triglicéridos, colesterol total, c-HDL)
mediante kits enzimaticos de Randox Laboratories Ltd. (Crumlin, Reino Unido), y la
determinacién de c-LDL se calculé mediante la ecuacién de Friedewald y
colaboradores (1972):

Triglicéridos
LDL Colesterol = Colesterol Total — ( ———— + HDL-Colesterol )
5

Los niveles plasmaticos de la proteina C reactiva se evaluaron mediante la técnica
de ELISA con kit de la marca Invitrogen. Posteriormente se realizé la evaluacion del
indice aterogénico mediante la siguiente formula: c-LDL/ c-HDL expresado en
unidades arbitrarias, y con ello propension a presencia de ateromas, donde a
valores menores a 3 unidades arbitrarias hay una disminucidn del riesgo

aterogénico, y valores superiores se potencia el riesgo.

V.2.5.3 Evaluaciéon de dano renal

V.2.5.3.1. Cuantificacién de proteina en orina

Se realizo la cuantificacion de proteina en orina por el método de Bradford, que se
basa en la union del colorante, Comassie Blue G-250 en su forma ani6nica a
proteinas, donde se forma un complejo que resulta en un cambio en la coloracién
de un rojo-café a un color azulado. Esta coloracién se mide a la absorbancia de
595 nm. Los resultados de interpolan en una curva de albumina sérica bovina a

diferentes concentraciones, y los resultados se expresan en mg/dL en 24hr.
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V.2.5.3.2. Determinacion de proteinas oxidadas en rifion.

Para la evaluacion de dafio renal se realizé la cuantificacion de proteinas oxidadas
en rindn. Se homogenizd el rifidn con una baqueta y se realizd la extraccion de
proteinas totales, posteriormente se realizd6 el mismo procedimiento de
cuantificacion de restos carbonilos descrito anteriormente (Davies y col., 1987),
omitiendo el paso de oxidacion de la proteina. Los resultados se expresan en nmol

de restos carbonilo / mg de proteina total.

V.2.5.3.3. Peroxidacion lipidica de la fraccion post-mitocondrial
(PMS) de tejido renal

La medicidon se realiz6 mediante el método descrito por Kaur y colaboradores
(2005), para lo cual se realizé una extraccion previa de la fraccidon mitocondrial del
homogenado de tejido de rifidn usando solucién amortiguadora de fosfatos (0.1M,
pH 7.4) el cual contiene KCI (1.17%). Se pesaron 100 mg de tejido y se le adicion6
1200 pL de solucidn amortiguadora, se ftritur6 el tejido y se sometid a
centrifugacion a 400 rpm por 5 minutos. Se tomo el sobrenadante, desechando el
pellet el cual contiene fraccion nuclear. El sobrenadante se centrifugé nuevamente
por 5000 rpm por 20 minutos. Se retira el sobrenadante que contiene la fraccion
post-mitocondrial (PMS) para evaluar los lipidos oxidados de membrana. El
volumen final de reaccion fue de 1mL, para lo cual se colocaron 850 uL de PMS y
150 pL de buffer pH 7.4 sin KCI, seguido de 1 mL de acido tricloacético (10%) y 1
mL de acido tiobarbiturico (TBA). Se sometio a incubacion (=100°C) por 20 minutos
para formar el complejo MDA-TBA. Se adicion6 2.5 mL de butanol y se ley6 a 532
nm. El analisis de resultados se llevo a cabo usando el coeficiente de extincion
molar 1.56X105 M"'cm™.
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V.2.6. Evaluacion de parametros de inflamacion

De muestras de plasma se cuantificd en los animales las concentraciones de factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), proteina C-reactiva (CRP), leptina y adiponectina,

mediante la técnica de ELISA con kits de la marca Invitrogen.

V.3. Analisis estadistico

Los resultados se reportaron como la media £ error estandar. Se realizé el analisis
de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%. Para la comparacion de
los tratamientos contra un control se empled el método de Dunnet y la comparacién
entre todos los tratamientos con la prueba de Tukey. Los datos se analizarén con el

paquete estadistico JMP 5.0.1.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Determinacién de color y cuantificacion de las propiedades antioxidantes de

las infusiones de medicina tradicional mexicana

VI.1.1. Medicién de parametros de color de las infusiones tradicionales

Se realizé la medicion de los parametros de color del sistema CIELab para las
infusiones de Salvia officinalis (Salvia real), Hypericum perforatum (Pericon),
Calendula officinalis Linn. (Caléndula) preparadas al 1%, los resultados se
muestran en el Cuadro 4. El valor de L* mayor se obtuvo para la infusion de pericén
(23.02 £ 0.43), seguido de la infusion de caléndula (18.28 + 0.08), y finalmente té
verde (17.97 + 3.17 ) y salvia (16.90 = 0.75); no se obtuvieron diferencias

estadisticas significativas.

Cuadro 4. Parametros de color de infusiones de la medicina tradicional.

L* a* b* C* h o

Caléndula 18.28+0.08°% 5.17+0.06 % 14.83+0.102 15.71+0.12%  70.77+0.08 ®

Pericon 23.02+0.43°% 227+0.38°  18.96%0.30 2 19.10£0.25 ° 83.16+1.24 °

Salvia 16.904£0.75° 6.53+0.64 * 14.51+2.482  15.96+1.99° 65.38+5.81°

Té verde 17.97+3.17% 9332117 16.35¢1.75° 18.84+2.57 2 60.49+2.96 °

Los datos se expresan como la media + EE (n=3). ®° Letras diferentes en cada
columna indican diferencia significativa P<0.05 con la prueba de Tukey.

El valor de a* mayor se obtuvo para la infusion de té verde (9.33 + 2.11)
significativamente diferente (P<0.05) a todas las infusiones, seguido de la infusion
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de salvia (6.53 + 0.64) y caléndula (5.17 + 0.06) significativamente diferentes
(P=<0.05) a té verde y pericon, y finalmente la infusion de pericén (2.27 + 0.38). El
valor de b* mayor se obtuvo para la infusion de pericon (18.96 + 0.30), seguido de
la infusion de té verde (16.35 + 1.75), consecutivamente se encontraron caléndula
(14.83 = 0.10) y salvia (14.51 + 2.48); no se obtuvieron diferencias estadisticas
significativas entre infusiones. El valor de C* mayor se obtuvo para la infusion de
pericon (19.10 + 0.25), seguido de la infusién de té verde (18.84 + 2.57), y por
ultimo salvia (15.96 + 1.99) y caléndula (15.71 + 0.12); no se obtuvieron diferencias
estadisticas significativas. El valor de h® mayor se obtuvo para la infusion de pericon
(83.16 = 1.24) siendo significativamente diferente (P<0.05) al resto de las
infusiones, después se encontr6é a la infusion de caléndula (70.77 + 0.08), y por
ultimo salvia (65.38 + 5.81) y té verde (60.49 + 2.96) significativamente diferentes
(P=<0.05) a té verde y caléndula.

VI1.1.2. Cuantificacidon de fenoles totales y flavonoides
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Figura 7. Contenido de compuestos fendlicos de las
infusiones herbales. Los datos se expresan como la media
+ EE (n=3). * " °Letras diferentes en cada columna indican
diferencia significativa (P<0.05) con la prueba de Tukey.

Respecto al contenido de compuestos fendlicos se obtuvieron valores mas
elevados para la infusién de pericon (96.2 £ 1.6 mg eq de acido galico / g), seguido
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de la infusion de salvia (60.7 + 3.16 mg eq de acido galico / g). Finalmente, la
infusion de caléndula presentd el menor contenido de compuestos fendlicos con

valores de 31.8 £ 0.69 mg eq de acido galico / g (P<0.05) (Figura 7).
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Figura 8. Contenido de flavonoides totales de las infusiones
herbales. Los datos se expresan como la media £ EE (n=3).
Letras diferentes en cada columna indican diferencia
significativa P<0.05 con la prueba de Tukey.

Se realiz6 también la cuantificacion de flavonoides en las infusiones y el valor mas
alto fue para la infusién de pericon con 412.1 + 4.7 mg eq de rutina / g de peso
seco, y valores de 105.6 £ 2.4 y 89.3 £ 3.6 mg eq de rutina / g de peso seco para
las infusiones de caléndula y salvia respectivamente, mostrando diferencia

estadistica significativa entre las tres infusiones (P<0.05) (Figura 8).

VI.1.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro.

VI.1.3.1. Reduccion del radical libre estable difenil picril hidrazil (DPPH).

Se realizd la evaluacion de la capacidad antioxidante de las infusiones en estudio
por el método de DPPH, ésta técnica determina la inhibicién de la formacién del
radical DPPH por las infusiones.
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El mayor porcentaje de inhibicion de la formacién del radical DPPH se registré para
la infusidn de pericon a la concentracion 12.12 pg/mL con un porcentaje de
inhibicion de 88.96%, y al evaluar las infusiones restantes a ésta concentracion
maxima de inhibicién de la reaccién, se obtuvo para la infusion de salvia un 67.31%
y para caléndula 47.97% (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de reduccion del radical DPPH a
diferentes concentraciones de las infusiones herbales. Los
datos se expresan como la media £ EE (n=3).
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Figura 10. Concentracion inhibitoria media (ICso) de las
infusiones herbales utilizando el método DPPH. Los datos
son representados como la media + EE (n=3). * " ¢ Letras
diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) con la
prueba de Tukey.
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Posteriormente en la Figura 10, se muestran los resultados del calculo de la
concentracion inhibitoria media (ICsp) para cada una de las infusiones con el
método de DPPH. La ICso menor registrada corresponde a la infusién de pericon
con un valor de 3.1 £ 0.57 yg/mL, seguido de la infusién de salvia (5.35 £ 0.96
pug/mL), y finalmente la infusion de caléndula con la ICsq mayor (9.27 £ 1.67 pg/mL),
con diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre infusiones (Figura 10), y

diferentes estadisticamente del estandar de catequina.

V1.1.3.2. Inhibiciéon de oxidacion de LDL
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Figura 11. Porcentajes de inhibicion de oxidacion de LDL por
las infusiones herbales. Los datos se representan como la
media + EE (n=3).

Se realiz6 la evaluacion de la actividad antioxidante de las infusiones en estudio
mediante la inhibicién de la oxidacidn de LDL, ésta técnica determina la inhibicidn
de la formacion subproductos de la oxidacidn de lipidos (malondialdehido) por parte
de las infusiones. El mayor porcentaje de inhibicion de oxidacion de LDL se registro
para la infusion de pericon a la concentraciéon 30 ug/mL con un porcentaje de
inhibicion de 90.40%, y al evaluar las infusiones restantes a ésta concentracion
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maxima de inhibicién de la reaccién, se obtuvo para la infusion de salvia un 86.06%

y para caléndula 49.17% (Figura 11).
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Figura 12. Concentracion inhibitoria media (ICso) de las
infusiones herbales utilizando el método de inhibicién de
oxidacion de LDL. Los datos son representados como la
media + EE (n=3). *° Letras diferentes indican diferencia
significativa P<0.05 con la prueba de Tukey.

Posteriormente en la Figura 12, se muestran los resultados del calculo de la
concentracion inhibitoria media (ICso) para cada una de las infusiones mediante la
inhibicion de la oxidacion de LDL. La ICsop menor registrada corresponde a la
infusion de pericon con un valor de 3.2 + 0.53 pg/mL, seguido de la infusion de
salvia (4.11 £ 0.72 pg/mL), sin diferencia estadistica significativa (P<0.05) contra el
estandar de catequina, y finalmente la infusion de caléndula con la 1Cso mayor
(20.55 = 0.68 pg/mL), con diferencia estadistica significativa (P<0.05) con respecto

a pericon y salvia (Figura 10).
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V1.2. Determinacion del efecto de las infusiones sobre el desarrollo de la obesidad

VI.2.1. Peso corporal y consumo de alimento
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Figura

13. Consumo de alimento (a) y registro de peso corporal (b) de los

animales tratados con

infusiones herbales.

Los datos son

representados como la media + EE (n=3). * © Letras diferentes
indican diferencia significativa P<0.05 con la prueba de Tukey. *
indica diferencia significativa P<0.05 contra el control obeso con la

prueba de Dunnet.

En la Figura 13a se presentanlos resultados se peso corporal al final del periodo

(semana 12) de experimentacion. Se puede observar que el consumo de alimento

para el control sano fue mayor durante todo el experimento comparado con los

grupos con dieta HFF (Figura 13a). Los grupos con alimentacion HFF no presentan

diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.
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En la Figura 13b se puede observar solo las infusiones de caléndula y pericén
logran tener una reduccion del peso corporal (488.38 + 10.49y 481.4 + 13.729),
comparado contra el control obeso (523.41 + 14.6g). El control sano (472.42 + 7.6
g) presenta diferencia estadistica significativa (P<0.05) con respecto al control
obeso.

VI.3. Evaluacion microscopica del grado de hipertrofia en adipocitos.

Se evalud en cortes histologicos el tamafo de los adipocitos de tejido adiposo
abdominal visceral. En el cuadro 5 se pueden observar los resultados para el
diametro de adipocitos, donde los tratamientos presentan valores significativamente
(P<0.05) menores de hipertrofia de adipocitos con valores de 94.97 + 0.88, 91.88 +
0.89 y 92.22 + 0.99 um contra en control obeso que presenta un valor de 121.6
1.96 ym. Similares resultados se reportan para el area promedio de adipocitos
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Evaluacién microscoépica del tamafio de adipocitos de

animales tratados con infusiones herbales.

Diametro' Area®
Control sano 73.22+1.03°* 4345 + 120%*
Control obeso 121.60+1.96° 11991 + 4312
Caléndula 1% 94.97 £0.88°* 7275 + 139°*
Pericon 1% 91.88 £0.89 °* 6881 + 134°*
Salvia 1% 92.22 £0.99 °* 6980 * 151°°*

Los datos se representan como la media + EE (n=3); "% Letras diferentes
en cada columna indican diferencia significativa P<0.05 con la prueba de
Tukey, * indica diferencia significativa P<0.05 contra el control obeso en cada
columna con la prueba de Dunnet. ' Unidades expresadas en pm; 2 Unidades
expresadas en pm?.
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En la Anexo1. se observan microfotografias de cortes histologicos de tejido adiposo
visceral de animales control y cada uno de los tratamientos, tefidos con

hematoxilina y eosina, observados con un aumento 10X.

VI.3. 1 Evaluacion del contenido lipidico en tejido adiposo
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Figura 14. Concentracion de triglicéridos en tejido adiposo
visceral abdominal de animales tratados con infusiones. Los
datos se representan como la media + EE (n=3). " Letras
diferente indican diferencia significativa P<0.05 con la prueba
de Tukey. * indica diferencia significativa P<0.05 contra el
control obeso con la prueba de Dunnet.

Ademas de evaluar la acumulacion de grasa de manera microscépica con corte
histologicos (Anexo1.), se realiz6 la cuantificacion de triglicéridos de tejido adiposo,
en el que se extraen los lipidos totales de una cierta cantidad de tejido adiposo. Los
resultados de la cuantificacion de triglicéridos se presentan en la Figura 14, donde
se puede apreciar una diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre el control
sano y control obeso. El control obeso presenta el valor mayor de acumulacion de
triglicéridos en tejido adiposo (706.07 + 101.7 mg/g tejido), donde la infusion de

pericdn presenta una disminucion significativa (P<0.05) de los triglicéridos de tejido
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adiposo, sin embargo, las infusiones de salvia y caléndula no presentan diferencia

estadistica significativa (P<0.05) comparadas con el control obeso.

Para ver el comportamiento de la sintesis enddgena de triglicéridos hepaticos se
realiz6 la cuantificacion de triglicéridos en suero, donde se muestran valores
superiores para el control obeso (290.54 + 5.08 mg/dL) comparado contra el control
sano (85.73 + 12.18 mg/dL), ademas resultados muy interesantes se obtuvieron
para los tres tratamientos, donde se observan disminuciones significativas (P<0.05)
de hasta el 74% de triglicéridos séricos (Figura 15).
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Figura 15. Concentracion de triglicéridos séricos en
animales tratados con infusiones herbales. Los datos se
representan como la media + EE (n=3). " Letras diferente
indican diferencia significativa P<0.05 con la prueba de
Tukey. * indica diferencia significativa P<0.05 con el control
obeso con la prueba de Dunnet.

V1.4 Evaluacion del dafo a tejido hepatico

VI.4.1 Evaluacion del contenido lipidico en higado

Para evaluar la acumulacion de lipidos en 6rganos diferentes a tejido adiposo se

cuantifico el contenido de triglicéridos en higado donde los resultados mostrados en

40



la Figura 16 indican los resultados para la cuantificacion de triglicéridos en tejido
hepatico, donde no se observan diferencias grandes entre grupos, sin embargo el
control sano y obeso presentan diferencia estadistica significativa (P<0.05).
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Figura 16. Concentracién de triglicéridos en tejido hepatico de
animales tratados con infusiones herbales. Los datos se
representan como la media + EE (n=3). #° Letras diferente indican
diferencia significativa P<0.05 con la prueba de Tukey.

Los grupos de caléndula y salvia presentan valores similares (93.89 £+ 9.15y 90.5 +
6.13 mg/g de tejido respectivamente) de triglicéridos en tejido adiposo comparados
con el control obeso (98.66 + 7.29 mg/g de tejido). Sin embargo el grupo tratado
con la infusion de pericon presentd valores significativamente (P<0.05) superiores al
control obeso.

V1.4.2 Determinacion de proteinas oxidadas en higado

Para evaluar el efecto del estrés oxidativo en tejido hepatico se cuantificaron los
residuos carbonilo en higado, los cuales son un subproducto de la oxidacion de las
proteinas. La infusién de caléndula presentd valores significativamente (P<0.05)
menores de triglicéridos que el control obeso (5.29 + 1.59 contra 7.31 £ 0.71 nmol
de restos carbonilo /mg proteina), y comparativamente similares al control sano

(5.29 £ 1.59 contra 5.23 + 0.55 nmol de restos carbonilo /mg proteina. Similares
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resultados se obtuvieron para la infusion de pericon (5.50 + 1.52 nmol de restos

carbonilo /mg proteina)(Figura 17).
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Figura 17. Concentracion de residuos carbonilo en tejido
hepatico de animales tratados con infusiones herbales. Los
datos se representan como la media + EE (n=3). ® ¢ Letras
diferente indican diferencia significativa P<0.05 con la prueba de
Tukey. *Indica diferencia significativa P<0.05 con el control
obeso con la prueba de Dunnet.

La infusién de salvia presenta un comportamiento diferente a las demas infusiones,
teniendo valores por encima del control obeso (9.35 + 0.48 nmol de restos carbonilo
/mg proteina).

VI.5. Presencia de enfermedades crénico degenerativas relacionadas con la
obesidad

VI1.5.1. Diagnoéstico de intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina

Para realizar la evaluacion de la intolerancia a la glucosa se realiz6 una curva de
tolerancia a la glucosa, en la que se administra una carga de glucosa y se evaluan
los niveles de glucosa sanguinea a diferentes tiempos. Los resultados se muestran

en la Figura 18. Los niveles de glucosa sanguinea para los tres tratamientos
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muestran comportamientos similares (P<0.05) al control sano, sin embargo al cabo
de 120 minutos en grupo tratado con la infusion de salvia es incapaz de regresar a
los niveles presentados por las demas infusiones y el control sano. El control obeso
presenta un comportamiento de la curva superior a todos los grupos tratados con
las infusiones durante el tiempo de la prueba, sin embargo al cabo de 120 minutos,
si bien es incapaz de disminuir los niveles de glucosa, presenta valores similares

(P=<0.05) al grupo tratado con la infusion de salvia a éste tiempo evaluado.
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Figura 18. Curva de tolerancia a la glucosa de los animales tratados con
infusiones herbales. Los datos se representan como la media + EE (n=3).

Para la evaluacion de la resistencia a la insulina, se realizdé la medicion de los
niveles de glucosa mediante el ensayo enzimatico con la glucosa oxidasa, dichos
resultados se muestran en el Cuadro 6. Se obtuvieron niveles similares entre si de
glucosa para los tratamientos con las infusiones de caléndula y pericén (92.8 £+ 3.5y
93.6 £ 11.7 mmol/dL respectivamente), ademas son significativamente (P<0.05)
similares al control sano (72.4 + 6.5 mmol/dL). Interesantemente el grupo tratado
con la infusion de salvia al 1% presenta valores elevados de glucosa sanguinea, y
son significativamente (P<0.05) similares al control obeso (121.2 £+ 129y 123.3 +

14.5 mmol/dL respectivamente)(Cuadro 6).
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De igual manera se realizo la evaluacion de los niveles de insulina en suero por el
técnica de ELISA (valores expresados en uU/mL), en la que los niveles de insulina
para las infusiones de caléndula y pericon presentan resultados significativamente
(P<0.05) similares al control sano (18.1 + 6.4y 24.2 + 4.2 contra 24.1 £ 3.5 pU/mL
respectivamente)(Cuadro 6). Resultados distintos se observan para la infusion de
salvia, que tiene niveles superiores a los demas tratamientos, y ademas, tiene
valores significativamente (P<0.05) similares al control obeso (24.2 + 4.2 contra
48.9 £ 6.5 pU/mL respectivamente).

Cuadro 6. Resultados de glucosa e insulina sérica, y calculo del
Homeostasis Model Assessment (HOMA) de animales tratados con

infusiones herbales

Glucosa Insulina® HOMA?®
Control sano 724 +6.5° 24.1+35° 43+1.1°
Control obeso 123.3 + 14.5° 48.9 +6.5% 16.5 + 3.9°
Caléndula 92.8 + 3.5% 18.1 + 6.4 3.9+1.2%
Pericon 93.6 + 11.7%° 24.2 + 4.2 5.5+ 1.4
Salvia 121.2 + 12.9° 48.9 + 9.3° 11.7 + 2.5%

Los datos son representados como la media + EE (n=5). " ©Letras diferentes
por columna indican diferencia significativa P<0.05 con la prueba de Tukey.
*Indica diferencia significativa P<0.05 contra el control obeso con la prueba de
Dunnet. 'resultados expresados en mmol/dL; “resultados expresados en
uU/mL;  valores expresados en UA unidades arbitrarias.

Por otro lado se realizé el calculo del indice HOMA (Homeostasis Model
Assessment), los resultados se muestran en el Cuadro 6. Los valores de HOMA
para los tratamientos con las infusiones de caléndula y pericon (3.9+1.2y 5.5+ 1.4
UA respectivamente) son significativamente (P<0.05) menores que el control obeso
(16.5 £ 3.9 UA), y significativamente (P<0.05) similares al control sano (4.3 £ 1.1
UA). Valores distintos se obtuvieron para la infusibn de salvia, que es
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significativamente (P<0.05) similar al control obeso (11.7 £ 2.5 contra 16.5 + 3.9
UA).

V1.5.2. Evaluacion del riesgo de enfermedades cardiovasculares

Cuadro 7. Concentracion de lipidos en animales tratados con

infusiones herbales.

Colesterol total’ c-HDL' c-LDL'

Control sano 111.56 + 2.46°*  46.97 + 0.512 41.25 +7.26°
Control obeso 192.05 + 3.332 51.47 £ 0.93° 87.66 + 8.46°

Caléndula 118.53 + 8.96° 54.33+1.41° 53.39 + 13.95%
Pericon 125.98 + 5.28°  56.68 + 1.26%  54.44 +6.76%
Salvia 133.33 +7.13° 4852 +1.07° 68.97 + 18.39%

'Resultados expresados en mg/dL; Los datos se representan como la
media + EE (n=3). " Letras diferentes por columna indican diferencia
significativa P<0.05 con la prueba de Tukey. *indica diferencia
significativa P<0.05 contra el control obeso con la prueba de Dunnet.

Se realizé la evaluacion del perfil lipidico con la medicidn de los niveles de
colesterol total, triglicéridos (Figura 15), c-LDL y c-HDL. Los resultados se muestran
en el Cuadro 7. Los resultados de la concentracion de triglicéridos se muestran en
la Figura 15. Todos los tratamientos presentan una reduccién promedio de 39.5%
significativa (P<0.05) de los niveles de colesterol total comparados contra el control
obeso (caléndula 118.53 + 8.96, pericon 125.98 + 5.28, salvia 133.33 + 7.13 mg/dL
contra control obeso 192.05 £ 3.33 mg/dL). Con respecto a los niveles de colesterol
HDL no existe diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre tratamientos ni
grupos control.

Para la evaluacion de los niveles de colesterol LDL calculada con la ecuacion de

Friedewald, se obtuvieron valores significativamente (P<0.05) menores para los tres
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tratamientos con una disminucién promedio de 32.77%, comparados contra el

control obeso (Cuadro 7).

Siendo que el aumento de los niveles de c-LDL resulta en el incremento del riesgo
a presentar enfermedades cardiovasculares, se realiz6 el calculo del indice
aterogénico (IAt), el cual relaciona los el aumento o disminucion proporcional de los
niveles de c-LDL con respecto a los de c-HDL. Los resultados para el calculo de IAt

se muestran en la Figura 19.
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Figura 19. Indice aterogénico (c-LDL/c-HDL) de los animales
tratados con infusiones herbales. Los datos se representan
como la media + EE (n=3). * ° Letras diferente indican
diferencia significativa P<0.05 con la prueba de Tukey. *
indica diferencia significativa P<0.05 con el control obeso
con la prueba de Dunnet.

Ninguno de los grupos evaluados presenta valores superiores al valor de corte (At
= 3) para sugerir una mayor propension a enfermedades cardiovasculares, sin
embargo cabe resaltar, que si bien los valores no son elevados una mayor
elevacion indicaria que el riesgo se puede incrementar, con lo que los valores para
las infusiones de caléndula y pericdn presentan valores significativamente (P<0.05)
menores a aquellos del control obeso (0.98 + 0.24 0.96 £+ 0.12 contra 1.70 + 0.24

UA respectivamente) y significativamente (P<0.05) similares al control sano (0.87 *

46



0.16 UA); no siendo asi para la infusion de salvia que presenta valores
significativamente (P<0.05) similares al control obeso (1.42 + 0.27 UA).

VI1.5.3. Evaluacién de dano renal

V1.5.3.1. Cuantificacion de proteina en orina
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Figura 20. Concentracion de proteina en la orina de
animales tratados con infusiones herbales. Los datos se
representan como la media + EE (n=3). " ° Letras diferente
indican diferencia significativa P<0.05 con la prueba de
Tukey. * Indica diferencia significativa P<0.05 con el control
obeso con la prueba de Dunnet.

Se realizé la estimaciéon de el dafo renal provocado por una dieta alta en grasa y
fructosa, en el que uno de los primeros indicios de dafo renal es constituido por los
niveles de proteina en orina; los resultados se muestran en la Figura 20. El grupo
tratado con la infusion de salvia logré la mayor disminucion de los niveles de
proteina en orina (24.99 + 1.93 pug de proteina/mL por 24h)con valores
significativamente (P<0.05) diferentes al control obeso (36.51 + 3.77 pg de
proteina/mL por 24h), y significativamente (P<0.05) similares al control sano (22.79

+ 0.93 ug de proteina/mL por 24h).
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Resultados similares se obtuvieron para el grupo tratado con la infusion de pericén
(Figura 20). Resultados diferentes se obtuvieron para el grupo tratado con la
infusion de caléndula al 1%, que presenta valores significativamente (P<0.05)
mayores al control obeso (44.45 + 0.78 ug de proteina/mL por 24h) (Figura 20).

V1.5.3.2 Determinacion de proteinas oxidadas en riidn

De igual manera, se realiz6 la medicion de otro parametro de dafio renal, por medio
de la cuantificacion de residuos carbonilo en tejido renal de los animales en estudio.
Los resultados son presentados en la Figura 21. No se observaron diferencias

estadisticas significativas entre tratamientos ni grupos control.
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Figura 21. Cuantificacién de residuos carbonilo en tejido
renal de animales tratados con infusiones herbales. Los
datos se representan como la media + EE (n=3). *° Letras
diferente indican diferencia significativa P<0.05 con la
prueba de Tukey. *Indica diferencia significativa P<0.05 con
el control obeso con la prueba de Dunnet.

VI1.5.3.3 Peroxidacién lipidica en fraccion post-mitocondrial (PMS) en

tejido renal

A su vez se realizo la evaluacion del dafo oxidativo a lipidos de membrana de tejido
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renal, siendo que éste constituye otro parametro para la evaluacion del dafo renal.
Una disminucidon significativa (P<0.05) promedio de 44.68% para los tres
tratamientos comparados contra el control obeso (caléndula 137.82 + 4.03, pericon
142.36 = 13.09, salvia 150.24 + 8.65 nmol TBARS/mg de tejido renal contra control
obeso 259.34 £ 10.61 nmol TBARS/mg de tejido renal).
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Figura 22. Peroxidacion lipidica en fraccién post-mitocondrial
de rindn de animales tratados con diferentes infusiones
herbales. Los datos se representan como la media + EE
(n=3). > °|etras diferente indican diferencia significativa
P<0.05 con la prueba de Tukey. *Indica diferencia
significativa P<0.05 con el control obeso con la prueba de
Dunnet.

V1.6. Evaluacion de marcadores de inflamacion

Para la estimacion del estado inflamatorio de los grupos en estudio, se
cuantificaron los niveles de las citocinas proinflamatorias factor de necrosis tumoral-
a (TNF-a), proteina C reactiva (CRP), Leptina y de la citocina antiinflamatoria
adiponectina por la técnica de ELISA.

Los niveles séricos de la citocina proinflamatoria TNF-a se muestran en la Figura
23, donde se puede observar que el tratamiento individual con las tras infusiones

tiene un efecto reductor significativo (P<0.05) de los niveles de ésta citocina de
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hasta 31.46%, comparado contra el control obeso. Cabe resaltar que los niveles de

TNF-a para los tres tratamientos son significativamente (P<0.05) similares al control
sano.
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Grupos experimentales

Concentracion TNF-a (pg/mL)

Figura 23. Concentracion sérica de factor de necrosis
tumoral-a en animales tratados con infusiones herbales. Los
datos son representados como la media + EE (n=4). *°
Letras diferente indican diferencia significativa P<0.05 con la
prueba de Tukey. * indica diferencia significativa P<0.05
contra el control obeso con la prueba de Dunnet.
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Figura 24. Concentracion sérica de proteina C reactiva
delos animales tratados con infusiones herbales. Los datos
se representan como la media + EE (n=4). * ° Letras
diferente indican diferencia significativa P<0.05 con la
prueba de Tukey. * indica diferencia significativa P<0.05 con
el control obeso con la prueba de Dunnet.
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Los niveles de la citocina proinflamatoria CRP se muestran en la Figura 24. Los tres
tratamientos presenta una reduccion significativa (P<0.05) de los niveles de ésta
citocina de hasta un 19.69%, contra el control obeso. No existe diferencia
estadistica significativa entre tratamientos.

De igual manera se evaluaron los niveles de la citocina proinflamatoria leptina,
donde se observa una disminucidn significativa (P<0.05) de los niveles séricos de
ésta citocina para el tratamiento con la infusién de pericon comparado contra el
control obeso (1280.37 + 274.48 contra 1641.71 + 206.19 pg/mL respectivamente),
no siendo asi para las infusiones de caléndula y salvia (1472.87 + 314.42 y 1737.25
+ 415.25 pg/mL respectivamente) que presentan valores significativamente (P<0.05)

similares al control obeso (Figura 25).
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Figura 25. Concentracién sérica de leptina en los grupos
tratados con infusiones herbales. Los datos se representan
como la media + EE (n=5). * ° Letras diferente indican
diferencia significativa P<0.05 con la prueba de Tukey. *
indica diferencia significativa P<0.05 con el control obeso
con la prueba de Dunnet.

Para evaluar la respuesta antiinflamatoria de el organismo al aplicar un tratamiento
con infusiones herbales se evaluaron los niveles de la citocina antiinflamatoria
adiponectina, evaluada por la técnica de ELISA. Los resultados de adiponectina
sérica se muestran en la Figura 26. Los grupos tratados con las tres infusiones
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lograron incrementar significativamente (P<0.05) su concentracién hasta en un

73.18% promedio, comparados contra el control obeso.
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Figura 26. Concentracion sérica de adiponectina en
animales tratados con infusiones herbales. Los datos se
representan como la media + EE (n=4). " Letras diferente
indican diferencia significativa P<0.05 con la prueba de
Tukey. * indica diferencia significativa P<0.05 con el control
obeso con la prueba de Dunnet.
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VII. DISCUSION

VII.1 Determinacion de color y cuantificacion de las propiedades antioxidantes de

las infusiones de medicina tradicional mexicana

VII.1.1. Medicidén de parametros de color de las infusiones tradicionales

Se realizé la determinacion de parametros de color mediante las coordenadas L, a*
y b*, h°®y C de las infusiones de Calendula officinalis Linn., Hypericum perforatum y
Salvia officinalis preparadas al 1%. Se obtuvieron valores de L* mayores para
pericon y caléndula, lo que indica que son significativamente (P<0.05) mas
luminosos, comparados con el té verde; la infusidn de salvia presenté el valor

menor de L* (Cuadro 4), siendo asi, la infusion menos luminosa.

La infusion de té verde obtuvo el valor mas elevado de a*, lo que indica una
tendencia hacia los tonos rojos; las infusiones de caléndula y salvia obtuvieron
valores significativamente menores (P<0.05); pero la infusion de pericdn presento
el valor mas bajo de a* lo que indica tonalidades que tienden a colores verdes
comparados con las demas infusiones. Esto se confirmo con el valor b*, ya que la
infusion de pericon fue la que presenté el valor mas alto, seguido de té verde,
caléndula y salvia, lo que indica que hay una tendencia hacia los tonos amarillos
para todas las infusiones (Cuadro 4). Los valores h° indican el angulo de matiz, o el
estado puro del color, donde la infusion de pericon obtuvo el valor mas elevado,
seguido de la infusion de caléndula, y los valores mas bajos corresponden a salvia
y té verde (Cuadro 4). Estos valores no coinciden con lo reportado por Rivas y
colaboradores (2010), lo cual puede atribuirse a la época o lugar de recoleccion del
material empleado para la preparacion de las infusiones.
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Otro parametro evaluado fue el croma que corresponde al grado de saturacion o
pureza del color obteniendo en orden descendente pericon, té verde, salvia y
caléndula, sin diferencia significativa entre infusiones (P<0.05) (Cuadro 4).

Owuor y colaboradores (2005) reportaron que al realizar la evaluacion sensorial de
una infusion, el consumidor toma en consideracion su sabor y color principalmente.
Sin embargo, el color puede variar dependiendo de la estacion de cultivos ya que
presentan variaciones en temperatura, exposicion al sol, humedad, etc., lo cual
determina la composicién quimica, principalmente con variaciones en el contenido
de los polifenoles, especialmente catequinas; de igual manera, la forma de
procesamiento de la infusion también genera cambios en el color (Liang, 2004).

VII.1.2. Cuantificacidn de fenoles totales y flavonoides

La elevada concentracion de compuestos fendlicos y flavonoides en una infusion
representa un valor agregado que le confiere propiedades nutracéuticas. EI mayor
contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides (Figura 7 y 8) se observo

para la infusion de pericén, seguido de salvia y finalmente la infusion caléndula.

En extractos acuosos se ha reportado que los principales compuestos fendlicos
presentes en salvia son el acido rosmarinico y la luteolina 7-O-glucésido, ademas
contiene acido hidroxibenzdico, hidroxicinamico, acido caféico (Kosar y col., 2010;
Zimmermann y col., 2011), en extractos de cloroformo y metanol de pericon se han
identificado flavonoides como rutina, hiperdsido, quercitrina y quercetina (Odabas y
col., 2010).

En base a los resultados obtenidos en nuestro estudio la infusion de pericén
presenta valores mayores de compuestos fendlicos y flavonoides, seguido de
salvia. Finalmente, la infusidn de caléndula tuvo el menor contenido de fenoles y
flavonoides. Debido a que estos compuestos estan relacionados con actividad
antioxidante, por lo tanto sus capacidades antioxidantes fueron evaluadas.
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VII.1.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro.

VII.1.3.1. Reduccion del radical libre estable difenil picril hidrazil
(DPPH).

Cuando una solucion de DPPH se mezcla con otra sustancia que puede donar un
atomo de hidrogeno, entonces se forma la especie reducida y estable del radical,
con una pérdida del color violeta caracteristico. Se representa al radical DPPH con

Z’y la molécula donadora con AH, cuya reaccion primaria es:

Z+AH=ZH + A’

Donde: ZH es la forma reducida de DPPH. La estequiometria de la reaccion es
determinante para la reaccién de un radical libre DPPH con un reductor, dando
como resultado un DPPH reducido (Molyneaux y col., 2004).

Se obtuvo que la mayor inhibicion de la formacion del radical DPPH corresponde a
la infusién de pericon, seguido de salvia y posteriormente la infusion de caléndula,
por lo tanto dichas, infusiones presentan diferentes caracteristicas reductoras del
radical DPPH.

El valor calculado para ICso es mejor mientras menor sea, ya que significa que se
requiere una menor cantidad de infusién para alcanzar la mitad de la inhibicién de
la reaccion. De acuerdo a lo anterior, los valores de ICsg reportados en la Figura 10
coinciden con las concentraciones de compuestos fendlicos y flavonoides
reportados en las Figuras 7 y 8, donde pericon, con la mayor concentracién de
fendlicos y flavonoides presenta el valor menor de ICsp, seguido de las infusiones

de salvia y caléndula. Si bien la técnica de reduccion del radical libre DPPH no
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proporciona datos de su comportamiento in vivo, nos pone en perspectiva de lo que
podria suceder en sistemas complejos, y debe ser usado como una mera
herramienta para obtener un pronostico del comportamiento de algunos materiales

antioxidantes.

VI1.1.3.2. Inhibicién de oxidacion de LDL

Otra técnica para evaluar la capacidad antioxidante de extractos herbales consiste
en la evaluacion de la inhibicion de la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad
(LDL). Steinberg y colaboradores (1989) demostraron que los compuestos
polifendlicos presentes en la dieta mejoran la estabilidad de las LDL, y con ello

disminuyen el riesgo a enfermedades cardiovasculares.

La infusion que tiene el mayor porcentaje de inhibicion de la reaccion de oxidacidn
de LDL fue pericdn, log eu indica que tiene un buen comportamiento en sistemas
oxidados biolégicos (Figura 11).

La concentracion inhibitoria media (ICsp) de las infusiones de pericdén y salvia
demuestran que poseen buena capacidad de inhibir la formacion de
malondialdehido y con ello diminuir el riesgo de formacion de ateromas (Figura 12).
La inhibicion de la oxidacion de LDL esta relacionada con la concentracién de
compuestos fendlicos (Chang, 2000). Los valores de fenoles totales de las
infusiones en orden descendente son pericon>salvia>caléndula. En base a esos
resultados se esperaria un comportamiento similar para la capacidad de inhibicion y
dichos resultados fueron congruentes, ya que la capacidad inhibitoria esta
relacionada con la concentracion de fenoles y flavonoides (Figura 7 y 8).

La oxidacion de LDL no solo esta relacionada con enfermedades cardiovasculares,
sino que también participan en el desarrollo de enfermedades renales y
padecimientos metabdlicos (Chang, 2000). Por lo tanto, al realizar un analisis de las
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dos capacidades antioxidantes, cada una nos proporciona informaciones diferentes,
por ejemplo, en el ensayo de DPPH se evalua la capacidad de inhibir la oxidacién
causada por radicales libres, y por lo tanto evita la formacion de LDL oxidadas; por
un lado la evaluacién de la capacidad inhibitoria de la oxidacién de LDL nos
proporciona informacion acerca de la capacidad de las infusiones de evitar la
formacion de radicales y la reaccion en cadena de oxidacioén, y por otro lado
sugiere el comportamiento de los antioxidantes en sistemas biolégicos complejos
como es el uso de LDL humana. Ademas, esta técnica se relaciona a su vez con la
capacidad de disminuir el riesgo cardiovascular ya que la formacién de placas

ateroescleroticas esta intensificada por la oxidacion de las lipoproteinas.

VIl.2. Determinacion del efecto de las infusiones sobre el desarrollo de la obesidad

VII.2.1. Peso corporal y consumo de alimento

El control sano registré6 un aumento del 50% de peso en el transcurso de las 12
semanas, mientras que el control obeso incremento un 55%. Los grupos tratados
individualmente con las tres infusiones presentaron un comportamiento similar, sin
embargo, solamente las infusiones de pericdn y salvia fueron estadisticamente
diferentes (P<0.05)(Figura 13a). Para los grupos en tratamiento con infusiones
herbales, se registr6 un incremento del peso corporal del 51.9% para los
tratamiento con caléndula y pericon, y un incremento del 51.3% para el tratamiento

con salvia desde el principio hasta el final del experimento.

El consumo diario de alimento por rata durante todo el experimento fue de 22.85 +
0.35 gramos promedio para todos los grupos con dieta alta en fructosa y grasa
saturada, mientras que para las ratas sanas con dieta base presentaron un
consumo promedio de 31.5 £ 0.82 gramos. Se puede observar que el control sano
consumié mayor cantidad de alimento durante todo el experimento. Sin embargo, el

consumo promedio de grasa saturada por rata present6 una diferencia significativa,
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ya que el consumo promedio del grupo sano fue de 0.92 + 0.02 gramos y para los
grupos con dieta alta en grasa saturada se observdé un consumo de 4.73 £ 0.07

gramos.

En estudios realizados para evaluar el efecto del té verde sobre la ganancia de
peso no se observé una disminucién significativa del consumo de alimento entre el
grupo tratado con té verde y el control obeso a las 7 semanas de estudio; sin
embargo, si se observo una disminucion del 6% en el peso corporal (lto y col,
2008). Resultados similares fueron obtenidos en nuestro estudio ya que se se
obtuvieron disminuciones de peso de 7.2% a la semana 12 de tratamiento.

VII.3. Evaluacion microscopica del grado de hipertrofia en adipocitos.

Al incrementar la ingesta caldrica y superarse el gasto energético, se produce un
aumento en el peso corporal, determinado principalmente por el incremento en la
acumulacion de grasa en el tejido adiposo, ya sea subcutaneo o visceral, siendo

este ultimo un tejido con gran actividad endocrina.

Con el aumento de tamano del tejido adiposo visceral ocurren dos procesos
determinantes en la obesidad, la hipertrofia, que consiste en el aumento del tamafio
de los adipocitos, y una hiperplasia, que se define como un incremento en el
numero de adipocitos. Siendo que el fendmeno de hipertrofia de los adipocitos es
un proceso critico en el desarrollo de la obesidad y su creciente morbilidad, se

realizé la evaluacion microscopica del tamafio de estas células.

El diametro promedio de los adipocitos fue significativamente (P<0.05) mayor en el
grupo obeso comparado con el grupo sano y dicho diametro fue menor para los tres
grupos de tratamiento con una diminucién pormedio del diametro de los adipocitos
de 25.5% comparados contra el control obeso, teniendo el menor diametro
promedio las infusiones de pericon y salvia (Cuadro 5 y Anexo1). Para los valores
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promedios del area de adipocitos hubo diferencia significativa (P<0.05) del control
sano comparado con el control. Los tres grupos con tratamiento de infusiones
herbales mostraron diferencias significativas (P<0.05) teniendo una disminucion
promedio de 41.24% con respecto al control obeso, siendo las infusiones de

pericon y salvia las que presentan la mayor disminucion contra el control obeso.

Ejaz y colaboradores (2009) proponen un mecanismo de disminucion de
almacenamiento de grasa por efecto de compuestos naturales como los fenoles, y
proponen una inhibicion en la diferenciacion de los adipocitos y su angiogénesis, ya
que para el desarrollo de la obesidad es necesario el crecimiento del tejido adiposo,
con lo que se requiere la formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis)
que provean oxigeno y nutrientes al adipocito que sufre cambios en el numero y

tamano.

Aoki y colaboradores (2007) proponen que ciertos flavonoides presentes en
infusiones pueden suprimir la acumulacion de grasa en adipocitos y ademas
estimular la lipolisis en ratones C57BL/6J. Ademas, Monteiro y colaboradores
(2008) encontraron que el consumo cronico de té verde con alto contenido de
catequinas tiene la habilidad de disminuir el tamafio de adipocitos en tejido adiposo
subcutaneo y visceral en ratas Wistar.

Cambios en el peso corporal (Figura 13b) se relacionan positivamente con la
disminucién del tamafo de los adipocitos, ya que al haber menor tamafo se
acumulan menor cantidad de grasa y, por tanto, se tiene una disminucion del peso

corporal (7.2%).

VII.3. 1 Evaluacion del contenido lipidico en tejido adiposo

Para determinar la acumulacion de triglicéridos en los adipocitos, estos fueron

evaluados en el tejido adiposo visceral. El contenido de triglicéridos en el grupo
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obeso corresponde al valor mayor, mientras que el control sano presenté una
concentracion significativamente (P<0.05) menor. El tratamiento de caléndula y
salvia no presentaron diferencia significativa contra el control obeso, mientras que
el grupo tratado con pericon presentd una reduccion significativa (P<0.05) del
contenido de triglicéridos en tejido adiposo visceral (Figura 14). Estos resultados
coinciden con los datos obtenidos en el tamafio de los adipocitos (Cuadro 5), ya
que el grupo tratado con la infusion de pericon presentd disminucion tanto en
tamafio como en contenido, pero el contenido de triglicéridos para caléndula y
salvia no presenta diferencia comparado contra el control obeso. Esto sugiere una
mayor proliferacion de adipocitos para almacenar la misma cantidad de grasa, con

lo que el tamano se mantiene pero aumentan en niumero.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Aoki y colaboradores (2007),
quienes sugieren que los flavonoides disminuyen la acumulacién de grasa en tejido
adiposo, debido a su efecto lipolitico, estimulan la movilizacién y oxidacién de
grasas del tejido adiposo. Sin embargo, en nuestro estudio la infusion de pericon
fue la que presentd la mayor concentracién de flavonoides, 4 veces mas que
caléndula, pero la concentracion de triglicéridos en el tejido adiposo de los animales
tratados con estas infusiones fueron similares. Por lo tanto, el efecto reductor de

adiposidad posiblemente no esta relacionado con la concentracion de flavonoides.

Kobayashi y colaboradores (2010) sefiala que la administracién de polifenoles
provenientes de extracciones herbales promueven la oxidacion de acidos grasos
mediante la expresion de enzimas de a,B y w-oxidacion (CPT1A, ACOX2, PHYH y
acil-CoA oxidasa/deshidrogenasa), ademas de la supresion de lipogénesis
mediante la inhibicidn de la expresion de enzimas de sintesis de triglicéridos
(DGATZ2). Estudios con salvia sugieren la sctivacion de PPARy como posible
mecanismo que estimula la movilizacién de grasas para su oxidacion (Christensen

y col., 2010), y la consiguiente disminucién de la acumulacién.
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Se realizé la evaluacion del perfil lipidico de los grupos experimentales: triglicéridos,
colesterol total, colesterol de lipoproteinas de alta densidad (c-HDL) y finalmente el
colesterol de lipoproteinas de baja densidad (c-LDL).

La medicion de los triglicéridos presentes en la sangre resulta una medicion
conveniente para la evaluacion de los triglicéridos que estan siendo transportados
en condiciones de ayuno, es por esto que se realizo la medicidn de triglicéridos en
plasma, donde el control obeso presenté una concentracion mayor que el control
sano (35.5%). Por otro lado, los grupos de caléndula, pericon y salvia son similares
y presentan una reduccioén promedio de 45.7% comparado contra el control obeso,
ademas tienen valores similares al control sano (Figura 15). Los mecanismos de
disminucién de triglicéridos en sangre por parte de componentes de las infusiones
de caléndula, pericén y salvia no han sido reportados.

Se ha reportado que las dietas altas en fructosa y grasa saturada resultan en un
incremento de triglicéridos en plasma (Liang-Yi y col., 2004) sin embargo, el efecto
de las infusiones previene el aumento de estos triglicéridos. En enfermedades
como la obesidad, niveles elevados de triglicéridos y acidos grasos libres causan
acumulacion lipidica en érganos diferentes al tejido adiposo, incluyendo pancreas,
corazon, rindn y paredes de los vasos sanguineos (Brookheart y col., 2009), y con

ello causan disfuncién generalizada.

La disminucion de los niveles plasmaticos de triglicéridos se debe mayoritariamente
a dos mecanismos, ya sea por la regulacién de sintesis hepatica de novo, o por la
disminucién en la absorcion intestinal. De acuerdo a los resultados reportados para
los tratamientos con infusiones (Figura 15), la disminucion de triglicéridos en suero

posiblemente sean consecuencia de la inhibicion de la sintesis hepatica.

Estudios reportan un mecanismo molecular responsable donde involucra la

inhibicion de la expresion génica de varias enzimas, incluyendo acetil-CoA
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carboxilasa (ACC) y la sintasa de acidos grasos (FASn), que estan involucradas en
la sintesis de triglicéridos en higado y tejido adiposo, ademas de la enzima malica
que suministra de NADPH para la sintesis de acidos grasos de cadena larga
(Sebdkova y col., 1996).

El segundo mecanismo permite la disminucién de triglicéridos, ya sea por la
inhibicion de la lipasa pancreatica o por la regulacion del transporte de lipidos
intestinal (Agouni y col., 2009; Kianbakht y col., 2011).

VIl.4 Evaluacion del dafo a tejido hepatico

VII.4.1 Evaluacion del contenido lipidico en higado

Cuando el consumo de energia sobrepasa el gasto energético, el exceso de
nutrientes es utilizado para la sintesis de grasa en tejido hepatico. Para determinar
si el menor contenido de triacilglicéridos en tejido adiposo podria estar relacionado

con una menor sintesis en higado, estos lipidos se cuantificaron en este 6rgano.

El control obeso presentd un valor significativamente mayor (P<0.05) de triglicéridos
que el control sano (Figura 16). Ninguna de las infusiones evaluadas mostré efecto
referente a este parametro evaluado, esto nos indica que no hay diferencias en la
sintesis de novo en higado, por lo tanto no se sintetizan en menor cantidad y la
cantidad de triglicéridos en suero puede ser menor (Figura 15) debido a una menor
absorcion intestinal. Se ha reportado que la salvia disminuye triglicéridos debido a
un efecto inhibitorio de la absorcion de lipidos y de la lipasa pancreatica (Kianbakht
y col., 2011).
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VIl.4.2 Determinacion de proteinas oxidadas en higado

La acumulacién de grasa en el tejido provoca cambios en estado redox y con ello,
produce dafos funcionales a macromoléculas como proteinas, lipidos de
membrana, y el ADN. El exceso de ERO y ERN por tanto dafia la funcionalidad de
la célula y la hace incapaz de realizar sus funciones metabdlicas (Davies, 1995).
Para determinar dicho dafo se evalud la oxidacién de las proteinas. Se realizo la
cuantificacion de residuos carbonilos expuestos en tejido hepatico, con lo que se

observa el dano oxidativo tisular.

Resultados mostrados en la Figura 17 muestran un aumento significativo de los
niveles de residuos carbonilos por parte del control obeso, mientras que el control
sano presenta valores menores de oxidacidn de proteinas, al igual que los grupos
tratamiento de caléndula y pericon presentaron disminuciones significativas
(P=<0.05) comparadas contra el control obeso, lo que indica reduccion del estado

oxidativo hepatico.

Davies y colaboradores (1987), sefialaron que las alteraciones bioquimicas que
producen los radicales libres en las proteinas incluyen oxidaciones de las cadena
laterales, fragmentacidn de la cadena peptidica, formacion de enlaces cruzados
entre proteinas, modificacion de los puentes disulfuro y los puentes de hidrégeno,
cambios de conformacion, alteracién de la hidrofobicidad, y adquisicion de otros
grupos reactivos como por ejemplo la 3,4-dihidroxifenilalanina, los hidroperdxidos y
los carbonilos. Por lo tanto las infusiones de caléndula y pericon ejercen un efecto

protector a macromoléculas.
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VII.5. Marcadores de riesgo a enfermedades crénico degenerativas relacionadas

con la obesidad

VII.5.1. Diagnéstico de intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina

La intolerancia a la glucosa resulta de la incapacidad de metabolizar la carga
glicémica en un determinado lapso de tiempo, esto es debido a un mal
funcionamiento de la insulina para internalizar la glucosa. En la obesidad se
presenta este padecimiento, por lo que su medicion es vital para determinar el

riesgo de presentar enfermedades de etiologia enddcrina.

Para determinar la capacidad del organismo de metabolizar la glucosa exdgena se
realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa en condiciones de ayuno a las 8
semanas de tratamiento, donde el control obeso demostré un manejo deficiente de
la glucosa al presentar un pico hiperglicémico a los 30 minutos y con la
consecuente inhabilidad para disminuir los niveles de glucosa hasta los 120
minutos. El tratamiento con la infusion de caléndula y pericdn lograron tener
comportamientos similares a los del control sano, salvia también mostré efectos

importantes en la regulacion de la curva de tolerancia a la glucosa (Figura 18).

La incapacidad del organismo para captar glucosa es dependiente de varios
factores entre los que destacan la respuesta insulinica del organismo, la resistencia
a la insulina y la absorcion de carbohidratos en intestino. La respuesta del
organismo ante una carga de glucosa deberia estimular la produccion de insulina
en las células B del pancreas; sin embargo, en varias ocasiones esta respuesta no
es la adecuada causando una liberacion deficiente de insulina con la consiguiente
incapacidad de introducir glucosa a la célula. La resistencia a la insulina es otro de
los factores determinantes para la utilizacion de glucosa, siendo que la insulina
resulta vital para ciertas células insulino-dependientes donde el transportador de

glucosa se encuentra en el citosol, por lo que través de la sefal de insulina se
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transporta a la membrana y permite la introduccion de glucosa (Liang-Yi y col.,
2004).

Finalmente, otro de los factores que determinan el comportamiento de los niveles
de glucosa durante una curva de tolerancia es el retraso de absorcion de
carbohidratos en intestino. Este efecto se ha visto por parte de los polifenoles
presentes en infusiones, los cuales secuestran carbohidratos y retrasan su
absorcion, causando una disminucion de la elevacion subita de los niveles de

glucosa y prolongando su concentracion en niveles normales (Hui, 2009).

Por lo anterior, se realiz6 la evaluacion de los niveles de glucosa sérica en ayuno a
las 12 semanas de tratamiento, en la que se observa que los animales obesos
presentaron concentraciones de glucosa significativamente mas altos (P<0.05) que
el grupo sano, sin embargo, a pesar de que las infusiones de pericon y caléndula
disminuyeron los niveles de glucosa, estas no fueron estadisticamente diferentes.
En el caso de la infusién de salvia, el grupo mostré niveles de glucosa muy
similares al control obeso (Cuadro 6). Estos resultados no coinciden con lo
sefalado por Azevedo y colaboradores (2011), ya que encuentran que el
constituyente mayoritario de salvia, el acido rosmarinico, posee propiedades
hipoglucemiantes.

Adicionalmente se evaluaron los valores de insulina sérica en ayuno, en la que la
concentracion de insulina del control obeso fue mayor que el control sano, mientras
que los grupos de pericon y caléndula al 1% son similares al control sano, y
significativamente (P<0.05) menores al control obeso (Cuadro 6). Siendo que en el
caso de obesidad se presenta una tendencia a presentar resistencia a la insulina

(diabetes tipo 2), el efecto de disminucion de insulina resulta ser benéfico.

Para conocer el grado de incapacidad que se tiene para utilizar glucosa se calculd
el indice de resistencia insulinica HOMA, en el que a valores mas elevados de éste
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nos indica una mayor resistencia a la insulina y por tanto incapacidad para
introducir glucosa a las células. Los grupos de caléndula y pericon al 1%
presentaron valores similares al control sano y ambos grupos presentan diferencia

significativa (P<0.05) comparado contra el control obeso (Cuadro 6).

En un estudio realizado en hombres y mujeres delgados por Adochio y
colaboradores (2009), se reporta que dietas altas en carbohidratos (60%
carbohidratos) no producen cambios en la sefalizacion de insulina, sin embargo
dietas altas en grasa (50% lipidos) resultan compatibles con una reduccion de la

sensibilidad a la insulina.

Liang-Yi en 2004 reporta efectos benéficos de flavonoides del té verde sobre
resistencia a la insulina, en la que se registra un incremento en la translocacion de
trasportadores de glucosa tipo 4 (GLUT4) en adipocitos, lo que mejora la respuesta
tisular a glucosa y disminuye sus niveles plasmaticos (Gomes, 1994). El grupo
tratado con la infusion de salvia al 1% presenta valores elevados de HOMA y
estadisticamente similares (P<0.05) al control obeso. Esto nos dice que este
tratamiento en particular no mejora la sensibilidad a la insulina y por tanto el valor
de el indice HOMA es elevado y similar al control obeso; sin embargo, la capacidad
de los grupos tratados con esta infusidbn para almacenar triglicéridos en tejido
adiposo es similar a los otros tratamientos (caléndula y pericdn). Dicho
almacenamiento es dependiente del transporte de glucosa al adipocito (Cuadro 6).
Por lo tanto, la resistencia a insulina en el caso del tratamiento con salvia podria
estar dado basicamente a nivel del musculo. Es importante sefalar que si bien el
valor de HOMA para esta infusion no es tan elevado, tiene valores similares al

control obeso (Cuadro 6).

66



VII.5.2. Evaluacion del riesgo de enfermedades cardiovasculares

De acuerdo a la evaluacién del perfil lipidico presentada en el Cuadro 7, la
concentracion de colesterol total en el control obeso fue significativamente (P<0.05)
mas elevada, hasta un 50.4% que la del grupo sano. A su vez los tratamientos con
las tres infusiones redujeron significativamente el colesterol total (P<0.05) en
comparacion con el control obeso, siendo caléndula la que registro el mayor
porcentaje de reduccion con 40.71%, salvia con 38.32% y pericon con 34.40%; sin
embargo, entre tratamientos no existe diferencia significativa (Cuadro 7).

Algunos estudios sugieren que los polifenoles pueden reducir la absorcion de
colesterol debido a interacciones de éstos con los acarreadores y transportadores

presentes en la membrana intestinal (Conseil y col., 1998; Leslie y col., 2001).

Con respecto a HDL, los niveles de colesterol HDL no presentaron diferencias
significativas (P<0.05) entre el grupo obeso y el control sano, ni entre tratamientos y
el control obeso (Cuadro 7).

Un factor de riesgo emergente para la enfermedad coronaria del corazén es la
presencia de LDL, principalmente en estado oxidado (ox-LDL), la cual activa
monocitos circulantes en el torrente sanguineo, incrementando su permeabilidad a
través del endotelio vascular, lo que constituye el primer paso de la aterogénesis
(Cipolletta y col., 2005). Los animales obesos mostraron mayor concentracion de
LDL, lo que incrementa la probable presencia de ox-LDL. Holvoet y colaboradores
(2008) demostraron que concentraciones elevadas de LDL se asocian con el
incremento en la incidencia de sindrome metabdlico, asi como aumento de
obesidad abdominal, hiperglicemia e hipertrigliceridemia. Los niveles de colesterol
LDL para los tres grupos con tratamiento de infusiones herbales presentan
disminuciones significativas (P<0.05) con respecto al control obeso (Cuadro 7), sin
diferencia estadistica significativa entre tratamientos.
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Siendo c-LDL un factor de riesgo por su alto contenido de colesterol esterificado, es
de vital importancia propiciar una reduccién en su concentracion, con lo que las
infusiones al presentar una disminucion promedio de 38.3% podrian reducir la
probabilidad de enfermedades cardiovasculares y con ello la presencia de
sindrome metabdlico. Algunos mecanismos sefialan que para la disminucion de
LDL debe existir una disminucion en la absorcion de triglicéridos y colesterol
intestinal y, por tanto, pueden encontrarse lipidos en las heces (Raederstorff, 2003).
Sin embargo, los mecanismos para las infusiones en estudio aun son
desconocidos; algunos estudios realizados en humanos revelan que el consumo de
té de salvia reduce lipidos sanguineos disminuyendo la concentracidén de colesterol
total y LDL (Say col., 2009).

Tan y colaboradores (2004) usaron el indice aterogénico (lAt) para proporcionar
mayor informacion acerca del riesgo que representan los niveles elevados de
colesterol LDL circulante y su relacion con la formacion de placas ateroesclerdticas.
El 1At consiste en la relacion de LDL/HDL, donde a valores menores a 3 unidades
arbitrarias hay una disminucién del riesgo de formacion de la placa ateroesclerotica,

y valores superiores se potencia el riesgo.

Por lo anterior, se realizé el calculo para determinar el IAt. En la Figura 24 se
observa un incremento en los animales obesos; sin embargo, éste incremento es
menor a las 3 unidades establecidas como valor de corte indicado como marcador
de riesgo. Para los grupos de caléndula y pericon al 1% se presentd una
disminucién significativa comparada contra el control obeso (P<0.05). El grupo con
tratamiento de salvia no registro diferencias significativas comparado contra el
control obeso, pero es significativamente (P<0.05) diferente a los demas
tratamientos. Al no haber un registro de aumento en el perfil de HDL (Cuadro 6) se
podria suponer que no habria un efecto protector; sin embargo, la disminucién de
LDL representa un decremento en el IAt con potencial efecto protector contra riesgo
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cardiovascular. Estudios como el de Agouni y colaboradores (2009) registran una
disminucion del indice aterogénico en un 44.5% debido a la administracion de
polifenoles provenientes del vino tinto, mientras que en nuestro estudio las
infusiones de caléndula y pericon registraron una disminucion promedio de 43%,
con valores similares al control sano (Figura 19). Es importante resaltar que aunque
el IAt para el control obeso no superd las tres unidades, se considera que al

incrementarse el valor aumenta el riesgo de formacion de ateromas.

VI1.5.3. Evaluaciéon de dano renal

VI1.5.3.1. Cuantificacién de proteina en orina

La prevalencia mundial de obesidad, sindrome metabdlico y diabetes es un
problema significativo de salud debido a las severas complicaciones médicas que
incluyen una disfuncion renal severa. La proteinuria es un marcador de dafio renal
en donde se compromete la permeabilidad del glomérulo, y con ello se permite el
paso de moléculas de gran tamafo como lo son las proteinas (Ruggenenti y col.,
2004; Amann y col., 2006; de Zeeuw y col., 2006). La cuantificacion de la proteina
en orina por el método de Bradford resulta util por la sensibilidad necesaria para su

deteccion.

Los niveles de proteina en orina para los grupos obesos fue mayor comparado con
el grupo sano, mientras que los tratamiento de salvia y pericdn presentan una

diminucion significativa (P<0.05)(Figura 20).

De acuerdo a lo mencionado por de Zeeuw Yy colaboradores (2006), la evaluacion
de los niveles de proteina en orina puede ser indicativo de dafio renal, ademas de
ser un signo de riesgo cardiovascular para la poblacién en general, por lo que los
tratamientos de pericon y salvia al presentar disminucidn en la excrecion de

proteina en orina, conlleva a una disminucion del riesgo cardiovascular. Una de las
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razones por las que se presentan afecciones renales es por la alteracion del estrés
oxidativo en rifidn, por lo que, una disminucion de éste proporciona proteccion
renal. Por lo tanto la mayor concentracion de fenoles y flavonoides (Figura 7y 8) y
sus capacidades antioxidantes (Figura 9 y 11) de las infusiones de pericon y salvia
podrian estar relacionadas con esta proteccion renal, mientras que la infusion de

caléndula no muestra beneficios (Figura 20).

VII.5.3.2. Determinacion de proteinas oxidadas en rifion.

Al igual que la acumulacién de grasa en tejido hepatico presente al haber un
exceso en la ingesta calorica, el rifidn se convierte en un 6rgano propenso a la
acumulacion de grasa, donde estos depositos favorecen la degeneracion del tejido
renal, provocando entre otros, una mala filtracién glomerular. La presencia de grasa
en el rindn provoca que se produzcan radicales libres que danan proteinas a nivel
estructural y funcional. Por tal motivo se realizd la cuantificacion de residuos
carbonilos en tejido renal, sin embargo, a pesar de presentarse un incremento de
estos residuos en los animales obesos, estos no disminuyeron por efecto de

tratamiento (Figura 21).

VI1.5.3.3. Peroxidacion lipidica en la fraccidn post-mitocondrial (PMS)
en tejido renal

La evaluacién de la peroxidacion lipidica en la fraccion post-mitocondrial permite
conocer el grado de oxidacion de grasas dentro de la célula causado por el estrés
oxidativo. Para determinar si la oxidacion de los lipidos son blancos de proteccion
de las infusiones, los niveles de subproductos de la oxidacién de lipidos fueron
evaluados en rifnon. El control obeso mostré una peroxidacion lipica 5 veces mayor
que el control sano. Los valores obtenidos para los tratamientos con infusiones de
caléndula pericon y salvia fueron menores comparados con el control obeso, pero

superiores al control sano (Figura 22).
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Las tres infusiones demostraron in vitfro un potencial antioxidante importante al
inhibir la oxidacién de la LDL, por lo tanto compuestos presentes en las infusiones
protegen contra el estrés oxidativo, relacionado con moléculas lipidicas, con lo que
se reduce el dafio al rifidn, ya que ambas técnicas (inhibicion de oxidacion de LDL y
peroxidacion lipidica en tejido) miden subporductos de la oxidacion de lipidos
(malondialdehido). Sin embargo esta afirmacion no aplica para el tratamiento de
caléndula, ya que a pesar de haber presentado el mismo efecto inhibitorio in vitro,
este no fue suficiente para disminuir alteraciones renales, por lo tanto, algunos

mecanismos adicionales deben estar involucrados.

Algunos autores reportan la disminucion del dafio renal por el consumo de
antioxidantes los cuales previenen el dafio ocasionado por los radicales libres
generados por estrés oxidativo. Otro mecanismo es la inhibicion de segundos
mensajeros como la protein cinasa C (PKC) o la ruta de las protein cinasas
activadas por mitégenos (MAPK), factores de transcripcidn nuclear como NFkB y
factores de crecimiento como TGF-B1 a consecuencia de la obesidad (Yamabe y
col., 2006).

Los resultados obtenidos en rifidn (Figuras 21 y 22) sugieren que las
macromoléculas mas afectadas son los lipidos, ya que no hay cambios en la
oxidacion de proteinas. Ademas, se puede decir que las infusiones de pericén y
salvia pueden otorgar proteccion renal contra el dafo oxidativo, causando menor
excrecion de proteinas en orina que correlaciona con sus actividades antioxidantes
(Figura 9 y 11). Contrario a lo esperado, los datos para caléndula indican que hay
una disminucién en el estado oxidativo renal no dependiente de los compuestos
fendlicos (Figura 7 y 8), siendo que las concentraciones de proteina en orina
indican un dafo, no se pude asumir que el dafio es provocado por la infusion

misma.
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VIl.6. Evaluacion de marcadores de inflamacion

Teniendo en cuenta la gran variedad de moléculas secetadas por el tejido adiposo,
una parte importante la constituyen aquellas relacionados con el proceso
inflamatorio, ya que secreta una gran cantidad de mediadores proinflamatorios:
TNF-a, IL-6, leptina, inhibidor del plasmindgeno tisular 1 (t-PA1), angiotensindgeno,
resistina, proteina C reactiva (CRP), proteina quimioatrayente de monocitos
(MCP1). Estos pueden contribuir a la resistencia a la insulina, asi como al dafio
vascular y al desarrollo aterosclerdtico asociado a la obesidad, a su vez existen
adipocinas antiinflamatorias que previenen este dafo como lo es adiponectina
(Cachofeiro y col., 2006). Para la evaluacion del estado inflamatorio sistémico se
midieron los niveles séricos de las citocinas proinflamatorias leptina, factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a), proteina C reactiva (CRP), al igual que los niveles de la

citocina antiinflamatoria adiponectina.

De acuerdo a la Figura 23, los niveles de TNF-a fueron mas altos para el grupo
obeso comparado con el control sano, mientras que los grupos tratados con las
infusiones herbales hubo una disminucion significativa (P<0.05) los tres grupos
comparado con el control obeso. Si bien el valor para el control obeso no es
indicativo de un estado inflamatorio severo, es conveniente recordar que la

obesidad se define como un estado inflamatorio crénico de bajo grado.

En la obesidad TNF-a, es una citocina relacionada con inflamacion mediada
principalmente por los macrofagos infiltrados en tejido adiposo (Hotamisligil y col.,
1994). TNF-a también puede ejercer efectos deletéreos sobre la funcidn vascular a
través de diversos mecanismos, uno a través del factor NFKB que estimula la
formacion de moléculas de adhesién favoreciendo el efecto inflamatorio local, y otro
es disminuyendo la disponibilidad de 6xido nitrico y con ello alterando la funcion
endotelial, ademas estimula la produccion de proteina C reactiva (CRP) con lo que
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puede dafar la pared vascular, favoreciendo, en consecuencia, el desarrollo

aterosclerotico (Cachofeiro y col., 2006).

De igual manera, CRP fue cuantificada, y esta proteina inflamatoria también
disminuy6 para los tres grupos tratados con las infusiones, comparados con el
control obeso (Figura 24).

CRP ejerce sus efectos mediante la activacion de NFkB, y de esta manera puede
favorecer su propia produccion, por tanto, CRP y representa un factor de riesgo
cardiovascular (Heart Protection Study Collaborative Group, 2011).

El riesgo cardiovascular se puede disminuir al reducir la concentraciones de las
citocinas proinflamatorias TNF-a y CRP, por lo tanto se puede decir que los tres
grupos con tratamiento de caléndula, pericon y salvia al presentar una reduccion
promedio de TNF-a hasta de 31.5% y de 19.7% (Figura 23 y 25) para CRP pueden
reducir el riesgo a presentar enfermedes cardiovasculares, ademas de la

disminucion del colesterol total y triglicéridos (Cuadro 7 y Figura 15).

La Figura 25 muestra los niveles séricos de leptina, donde se observa que el
control obeso también incrementd sus niveles con respecto al control sano
(P=<0.05). EI grupo tratamiento con la infusion de pericon al 1% presentd una
disminucion significativa (P<0.05), no siendo asi para los grupos tratados con las
infusiones de caléndula y salvia. Compuestos presentes en infusiones de pericén
como el hiperosido, generan una disminucion de la inflamacion a través de la
inhibicién de NFkB (Kim y col., 2011).

Se ha reportado a la citocina proinflamatoria leptina como una adipocina reguladora
del apetito y el gasto energético, que ejerce su accion a través de una senal que
produce al hipotalamo (Allende-Vigo y col., 2010), esto significa que a mayor

produccion de leptina menor consumo de alimento. Sin embargo, en un estudio
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realizado con ratones obesos C57BL/6J registraron incrementos similares de
leptina, pero no se observd una asociacion con el consumo de alimento, sefialando
que los niveles de leptina estan determinados por la acumulacién de grasa y por los
niveles de insulina sérica (Aoki y col., 2007), esto coincide con lo encontrado en la
Figura 13a.

También se ha reportado que a medida de que el tejido adiposo aumenta en
tamafo (acumulacion de grasa), los niveles de leptina incrementan de manera
desproporcionada, inhibiendose la respuesta de sus receptores y con ello una
resistencia a la leptina (Schling y col., 2002), lo que conlleva a la mala regulacién
del apetito. Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio no sefialan una
falta de regulacion del apetito en el control obeso, siendo el que presenta niveles
mas elevados de leptina circulante, mientras que los grupos en tratamiento con
infusiones presentan el mismo consumo de alimento promedio al control obeso y
son significativamente diferentes (P<0.05) en los niveles de leptina al control obeso
(Figura 25).

La leptina puede actuar, ademas, en la pared vascular donde puede inducir dafo,
ya que estimula la produccion de endotelina-1 (ET-1) y de especies reactivas del
oxigeno, asi como de moléculas de adhesion, favoreciendo el desarrollo
ateroesclerotico (Cachofeiro y col., 2006). Ademas, Kshatriya y colaboradores en
2010 reportaron que leptina estimula la proliferacion y migracion de células
endoteliales y células del musculo liso, por lo que favorece el desarrollo
aterosclerotico y ademas es capaz de mediar la expresion de colageno tipo IV y
factor de crecimiento transformante- 3 (TGF- 3 ) que estimula a su vez la
produccion de especies reactivas de oxigeno, generando la producion de un
estado inflamatorio que resulta toxico para las células epiteliales, mesangiales y
endoteliales y con ello fibrosis renal (Guedes y col.,, 2010). Por lo anterior, se

esperaria una disminucion del riesgo cardiovascular mediado por la disminucion de
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leptina para la infusion de pericon al 1%, y no asi para las infusiones de caléndula y

salvia.

Para realizar la evaluacion de la respuesta sistémica del organismo para
contrarrestar el estado inflamatorio, se evaluaron los niveles de adiponectina,
siendo ésta una citocina antiinflamatoria secretada exclusivamente por el tejido
adiposo. Sus niveles plasmaticos se correlacionan inversamente con la obesidad, la
enfermedad cardiovascular y la resistencia a la insulina. Los niveles de
adiponectina en el control obeso fueron significativamente (P<0.05) menores a lo
encontrado en los animales sanos. Los valores de adiponectina para los
tratamientos incrementaron en promedio un 73.2% con diferencia estadistica

significativa (P<0.05) al compararlos contra el control obeso (Figura 26).

Se ha sugerido que la adiponectina presenta acciones antiateroscleroticas, ya que
inhibe la expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1 y VCAM-1 vy la
formacion de células espumosas (Cachofeiro y col., 2006), con lo que se disminuye
el riesgo de enfermedades cardiovasculares. Ademas, la adiponectina es una
adipocina a la cual se le atribuyen propiedades hipoglucemiantes y disminucion de
acidos grasos libres (AGL) en ratas alimentadas con dieta alta en grasa (Fruebis y
col., 2001). Estos efectos estan dados principalmente por la activacion de la
protein-kinasa dependiente de AMP (AMPK) que estimula la oxidacion de grasas
en tejido muscular y la captacion de glucosa (Dominguez-Reyes y col., 2007), e
inhibe la produccion enddgena de glucosa con la inhibicion de las enzimas
gluconeogénicas PEPCK y G6Pasa (Tomas y col., 2002).

Aumenta la expresion de moléculas que participan en el transporte de acidos
grasos como la CD36, la oxidacidn de acidos grasos como la acetil coenzima A
carboxilasa y en el gasto energético con la proteina 2 (Yamaguchi y col., 2001).
Adicionalmente Sharma y colaboradores en 2008 destacan el papel protector de
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adiponectina contra dafo renal, en el que sefialan que el potencial efecto protector

de adiponectina (Alba y col., 2004; Ouedraogo y col., 2006; Tao y col., 2007).

Los mediadores proinflamatorios que son secretados al aumentar el tamafo de
tejido adiposo mantienen una accion reguladora negativa de los mediadores
antiinflamatorios, siendo que control obeso al tiene el mayor tamafio promedio de
adipocitos (Cuadro 5), esto coincide con los niveles elevados de las citocinas pro

inflamatorias mostrados en las Figuras 24, 25 y 26.

Cho y colaboradores (2006) mencionan que los niveles de adiponectina son
regulados a través de la activacion de algunos factores de transcripcion (receptor
activado por el proliferador de peroxisomas - y [PPAR-y], proteina de union al
potenciador de CCAAT « [C/EBP «] , homdlogo del receptor hepatico-1[LRH-1],
factor similar al Kruppel 7 [KLF7], y proteina de union a elementos reguladores de
esteroles-1c [SREBP-1c], Forkhead box protein O1 [FOXO1]), que pueden ser
modulados por los niveles de citocinas proinflamatorias, por lo tanto, el mecanismo

antiinflamatorio debe ser a través de la inhibicion de éstos factores.
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IX. CONCLUSIONES

-La infusion de pericon presento la mayor concentracion de fenoles y capacidad

antioxidante in vitro, seguido de salvia y finalmente la de caléndula.

-El contenido de fenoles totales esta mas relacionado con la capacidad antioxidante
evaluada por el método DPPH, mientras que los flavonoides con la LDL oxidada.

-Todas las infusiones disminuyeron el diametro del adipocito y el contenido de
triglicéridos, siendo mas importante este ultimo efecto para el tratamiento con

pericon, lo cual podria estar relacionado con un menor estado inflamatorio.

-La infusidn de pericon y caléndula mejoraron la resistencia a insulina

-La disminucion de la peroxidacion lipidica en riidn no esta relacionada con una

mejoria en la filtracidn de proteinas.

-Las infusiones utilizadas en la medicina tradicional para efectos inflamatorios

agudos podrian ser utilizadas para disminuir las complicaciones de la obesidad.
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ANEXOS. Microfotografias representativas de los adipocitos de animales tratados con
infusiones herbales y tenidos con hematoxilina eosina 10X. (A) Control sano con dieta
estandar, (B) control obeso, (C) grupo tratamiento caléndula 1%, (D) grupo tratamiento
pericon 1%, (E) grupo tratamiento salvia 1%. Escala = 100 pm.
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