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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad multifactorial en la cual se aumenta los niveles
séricos de acidos grasos libres y triglicéridos acumulandose en tejido hepatico,
inhibiendo su oxidacion e incremento en la sintesis de estos, generando esteatosis
hepatica no alcohdlica. En México, uno de los principales factores relacionados con
esta enfermedad es el consumo de bebidas con alto contenido calorico. Las
infusiones herbales presentan compuestos bioactivos que pueden incrementarse
cuando las plantas son elicitadas. En este proyecto se evaludé el efecto de las
infusiones de hierbabuena elicitada sobre el control de la esteatosis hepatica en un
modelo de obesidad. Se trabajé con dos variedades de hierbabuena (Mentha piperita
y Mentha spicata) las cuales fueron elicitadas con &cido salicilico 2 milimolar. Se
observo que las infusiones de hierbabuena al 1% no tienen efecto en el peso corporal
pero si en los triglicéridos en suero, afectando la absorcion intestinal de acidos
grasos. Ambas variedades disminuyeron los triglicéridos en higado, siendo la infusion
de Mentha spicata la que presentd mayor efecto el cual coincidié con el nivel de
esteatosis, donde la proteccion fue mayor con infusiones elicitadas. La disminucion
de triglicéridos se relacion6 con la inhibicion de la expresion de genes que codifican
para la proteina de union al elemento de esterol y acetil CoA carboxilasa. Las
infusiones no incrementaron la expresion de genes relacionados con la beta
oxidacion como la carnitina palmitoil transferasa y la acil-CoA deshidrogenasa de
cadena media. Las infusiones de Mentha spicata puede ser una alternativa para el
control de la esteatosis.



1. ANTECEDENTES
1.1 Obesidad

La obesidad es una enfermedad cronica, compleja y multifactorial, que suele
caracterizarse por el aumento de tejido adiposo, el cual es originado por un
desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético. Este exceso de energia es
almacenado en forma de triglicéridos en el tejido adiposo generando que los
adipocitos aumenten en tamafio y nimero. Estos cambios aumentan el factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedades crénico degenerativas (Manzur y col.,
2010). Esta enfermedad suele iniciarse en la infancia y la adolescencia, en la
actualidad es un importante y creciente problema de salud publica. Es importante
resaltar que la obesidad es diferente al sobrepeso, esta diferencia se puede realizar
mediante el uso del parametro IMC (indice de masa corporal), el cual se calcula
dividiendo el peso de la persona en kilos por el cuadro de su estatura (altura) en
metros. De acuerdo a la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) define que el
sobrepeso para adultos es cuando el IMC es igual o superior a 25 Kg/m? y para
obesidad el IMC debera ser igual o superior a 30kg/m? (OMS, 2000).

En las Ultimas tres décadas la prevalencia de sobrepeso y obesidad ha tenido un
aumento sin precedente y su velocidad de incremento se ve reflejado al colocar
actualmente a México en segundo lugar en obesidad en adultos y en primer lugar de
obesidad infantii a nivel mundial (NOM-008-SSA3-2010). De acuerdo con la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), la prevalencia del sobrepeso y
obesidad en adultos de 20 afios y mas fue de 72.5% en el afio 2016, las prevalencias
tanto de sobrepeso como de obesidad fueron mas altas en el sexo femenino. Las
prevalencias combinadas de sobrepeso y obesidad en zonas urbanas fue de 72.9%
y en zonas rurales de 71.6% (Figura 1) (ENSANUTMC 2016).

1.2 Complicaciones de la Obesidad

Dependiendo de la edad y la etnia, la obesidad se asocia con una disminucion de la

esperanza de vida, de entre 6 y 20 afios (Moyer, 2012). A nivel mundial, cada afo



mueren un minimo de 2.8 millones de personas adultas a causa de la obesidad y el
sobrepeso (OMS, 2006). Se estima que el incremento de 15 kg de peso corporal
aumenta el riesgo de muerte temprana aproximadamente en un 30% (Franco, 2010).
Estos incrementos en mortalidad son atribuibles a las complicaciones de la obesidad
como las enfermedades cardiovasculares, diabetes, hipertensién arterial, entre otras.
Por ello resulta evidente que la obesidad sea catalogada como un importante factor
de riesgo como las dislipidemias para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, diabetes, esteatosis hepatica no alcohdlica, entre otras (Cabrerizo,
2008).
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Figura 1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en poblacion de 20 o mas afos de
edad (ENSANUT 2012 y ENSANUTMC 2016)

El desequilibrio energético en la obesidad produce un exceso de lipidos y glucosa
circulante en el flujo sanguineo los cuales son tomados por el pancreas, higado y
tejido adiposo, estas exposiciones en exceso provocan disfuncion celular generando
un aumento en la circulacion de acidos grasos libres. La exposicion de los
hepatocitos al exceso de grasas e hidratos de carbono produce esteatohepatitis no

alcohdlica y resistencia a la insulina (Ferranti y Mozaffarian, 2008) (Figura 2).



1.3 Esteatosis hepatica
1.3.1 Epidemiologia

El higado desempefia un papel central en el metabolismo de lipidos, captando los
acidos grasos libres del plasma (AGL), los cuales cuando no son aprovechados como
fuente energética mediante oxidacion son almacenados (Figura 3), esta alteracion es
ocasionado por la activacién de vias como la lipogénesis de novo la cual genera
compuestos como el malonil-CoA en exceso provocando la inhibicién de otras vias
como la B-oxidacion la cual no logra compensar la oxidacion de acidos grasos que
se encuentran en exceso, también el VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad) se
ve afectado por estas liproteinas que generan una disminucion significativa de esta
proteina generando que los triglicéridos no sean secretados del higado. La afectacion
en estas vias que se encargan de oxidar, metabolizar y secretar a los triglicéridos al
ser inhibidas o disminuidas provocan un aumento en la acumulacion de estos en los

hepatocitos generando la esteatosis hepéatica no alcohdlica (Choi y Diehl, 2010).

El higado graso no alcoholico (HGNA) o esteatosis hepatica no alcohodlica se
caracteriza por la acumulacion excesiva de triglicéridos en mas del 5% de los
hepatocitos. Es una enfermedad asintomatica consecuencia de multiples factores de
riesgo como el sobrepeso, obesidad central, dislipidemia, resistencia a la insulina y
diabetes mellitus tipo 2; enfermedades asociadas con el sindrome metabdlico, el cual
provoca complicaciones tanto hepaticas, como cardiovasculares, por lo que el
diagnostico es de crucial importancia dado que este exceso de lipidos puede
progresar con inflamacion, fibrosis, cirrosis y sus complicaciones (Castro y Silvia,
2015).

1.3.2 Mecanismos involucrados en el desarrollo de esteatosis hepatica asociada a la
obesidad

La resistencia a insulina (RI) y la obesidad, principalmente del tipo visceral son
factores que generan una afluencia de acidos grasos libres (AGL) al higado,
induciendo una mayor sintesis de triglicéridos hepéaticos (Hernando y Foncillos,
2010).



La RI es un factor primordial en el desarrollo y progresion de la esteatosis hepatica,
en la cual se origina un aumento del flujo de AGL al higado, mediante la reduccién
del efecto supresor de la lipdlisis por insulina en el tejido adiposo. En el HGNA, como
en otros modelos de RI, el higado se hace resistente a la accion de la hormona,
incrementando la gluconeogénesis y la glucogendlisis mientras que, por el contrario,
responde a la hiperinsulinemia aumentando la transcripcion de los genes lipogénicos.
El aumento en la produccion de glucosa hepética acoplada a su menor captacion
periférica acentda la hiperglucemia e incrementa la secrecion de insulina,
aumentando todavia mas la lipogénesis hepética. Sin embargo, no esta claro sila RI
hepética es la causa o la consecuencia de la esteatosis. Algunos estudios sefialan
una asociacion entre el HGNA y la RI, ya que el decrecimiento de los TG hepaticos
se correlaciona con la mejora de la sensibilidad a la insulina (Loépez y Martinez, 2014).
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Figura 2. Consecuencias del desequilibrio energético (Adaptado de Ferranti y
Mozaffarian, 2008).



1.3.2 Mecanismos involucrados en el desarrollo de esteatosis hepética asociada a la

obesidad

La resistencia a insulina (RI) y la obesidad, principalmente del tipo visceral son
factores que generan una afluencia de &cidos grasos libres (AGL) al higado,
induciendo una mayor sintesis de triglicéridos hepaticos (Hernando y Foncillos,
2010). Este aumento de triglicéridos en el higado puede producirse por alguna de
las siguientes causas: el incremento de la lipogénesis de novo, el aumento de los
AGL provenientes de la dieta y la disminucion de la B-oxidacion de los AG y/o de la
secrecion de triglicéridos (TG) en forma de VLDL (Lopez y Martinez, 2014).

\ VLDL

Insulina

Glucosa

Oxidacidn

Figura 3. Sintesis hepética normal de triglicéridos y VLDL (Lipoproteina de muy baja
densidad). El contenido en lipidos de higado viene determinado por el equilibrio de
varios procesos: a) Importacion de acidos grasos libres (AGL) del tejido adiposo, b)
Sintesis de novo de AGL en hepatocitos, c) Beta-oxidacién de los AGL, d)
Esterificacion de los AGL en TG (triglicéridos) mediado por la DAGT2 (diacilglicerol
O-aciltransferasa 2) y e) Exportacion de triglicéridos como VLDL (lipoproteinas de
muy baja densidad) (Choi y Diehl, 2010).



a) Lipogénesis de novo

Esta via sintetiza AG a partir de carbohidratos provenientes de la dieta, los cuales se
encuentran de forma excesiva. En el HGNA el aumento de la glucemia e
hiperinsulinemia derivadas de la Rl favorecen de forma sinérgica la sintesis de AG a
partir de glucosa, generando el aumento de expresion de las enzimas glucoliticas y
lipogénicas mediante la activacion de los factores de transcripcion Srebp-1c (proteina
de union al elemento del esterol), ChREPB (proteina de unién al elemento de
respuesta a carbohidratos) y LXR (receptor X hepatico) los cuales aumentan la
infiltracion de grasa en el higado (Fabrini y col., 2010; Ferré, 2002).

Los AG que no son incorporados a los triglicéridos deben ser metabolizados
mediante oxidacion en las mitocondrias, peroxisomas y microsomas (Figura 4); sin
embargo, la activacion de Srebp-1c incrementa la expresion de enzimas como la
acetil-CoA carboxilasa (ACC1), la cual producira malonil-CoA apartir de la Acetil-CoA
la cual proveniente del piruvato de la glucolisis. La enzima ACC1 es la primer enzima
limitante de la lipogénesis de novo. Al aumentar el malonil-CoA se inhibe la oxidacion
de los AG, por lo que estos AG sirven de sustrato para la sintesis de triglicéridos
hepaticos y la formacion de la VLDL (Figura 5). El receptor Srebp-1c es inducido por

insulina (Duvnjaky col., 2007).

b) Oxidacion de los acidos grasos

Las mitocondrias son el sitio principal para la oxidacion de los AG en plasma o los
triglicéridos asociados a las lipoproteinas. Esto implica que son necesarios varios
pasos de transporte antes de oxidar los acidos grasos. Las proteinas transportadoras
de los &cidos grasos (FATP) son proteinas transmembrana integrales que mejoran
la internalizacion de acidos grasos en las células. Los FATP tienen una actividad de
acil-CoA sintetasa, lo que sugiere que los AG se convierten rapidamente en acil-
CoAs después de la translocacion a través de la membrana plasmatica; sin embargo,
esta es impermeable alos acil-Coa, por lo que para su importacién a las mitocondrias

se utiliza la lanzadera de carnitina (Doege y Stahl 2006).



El primer paso de la lanzadera se realiza mediante CPT: (carnitina palmitoil
transferasa 1) el cual sintetiza una acilcarnitina a partir de una acil-CoA. Hay dos
isoformas: CPT1A (gen CPT1A), el cual se expresa principalmente en el higado y
CPT1B que esta altamente expresada en corazon. Ambas proteinas estan presentes
en la membrana externa y son sensibles a la inhibicion por malonil-CoA (Van der Leij
y col., 2000; Ramsay y col., 2001; Bonnefont y col., 2004). Los acil-CoA en las
mitocondrias se degradan en unidades de acetil-CoA por medio de cuatro reacciones
enzimaticas llamadas B-oxidacion, la cual es la via dominante de metabolizacién de
los AG de cadena corta, media y larga. La primer reaccion se lleva a cabo por la
deshidrogenacion de un acil-CoA-éster para producir un trans-2-enoil-CoA por medio
de la enzima Acil-CoA deshidrogenasa, a este paso le sigue la hidratacion del doble
enlace por la Enil-CoA hidratasa, generando -3- hidroxi-acil-CoA. En el tercer paso
este producto resultante se oxidara por medio de la B-hidroxi-butiril-CoA con NAD*
formando 3-ceto-acil-CoA para finalmente llevarse a cabo la tidlisis generando una
acil-CoA y dos carbonos en forma de acetil CoA, que pueden ingresar al ciclo de
Krebs y coenzimas reducidas (NADH y FADH»2) que pueden ingresar a cadena

respiratoria (Houten y Wanders, 2010).

El acil-CoA resultante entra en otro ciclo de la FAO, el cual emplea enzimas de
acuerdo al tipo de cadena resultante del acil-CoA. Los de cadena media son
metabolizados en la matriz mitocondrial por la acil-CoA-deshidrogenasa de cadena
media (MCAD), la cual es codificada por el gen ACADM, un dafio en este gen genera
una reduccion o eficacia en la actividad de la encima MCAD provocando que los
acidos grasos de cadena media se metabolicen parcialmente y estos se puedan

acumular en los tejidos, principalmente higado y cerebro (Houten y Wanders, 2010).
c) Secrecion de VLDL

El higado secreta a los triglicéridos en forma de particulas VLDL, que son
transportadas hacia los tejidos periféricos y después de liberar triglicéridos por medio
de la enzima lipoproteinlipasa (LPL) se forman lipoproteinas de densidad intermedia

(IDL), IDL a su vez genera lipoproteinas de baja densidad (LDL). Los pacientes con



HGNA presentan una sobreproduccion de VLDL en comparacion con sujetos sanos
(Adiels y col., 2006). Debido al aumento de TG, la apolipoproteina-B100 (apo-B100)
no se degrada y la expresion de la proteina de transferencia microsémica (MPT) se
eleva a consecuencia de la sostenida localizacion de FoxO1 (forkhead box-O1) en el
nucleo, lo que favorece el aumento de la trigliceridemia observada en estos
pacientes. Sin embargo, aunque la exposicién crénica a insulina induce mayor
produccién de VLDL (Figura 4), el incremento de su secrecién no compensa la
excesiva formacién de TG, manteniéndose la esteatosis (Choi, y Ginsberg, 2011).
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Figura 4. Fisiopatologia de la HGNA (Higado graso no alcohdlico). La resistencia
insulinica conduce a la acumulacion de lipidos en el higado por varios mecanismos.
En el tejido adiposo, la resistencia a la insulina aumenta la lipdlisis de triglicéridos
en tejido adiposo se incrementa los niveles circulantes de estos e inhibe su beta-
oxidacion (Choi y Diehl, 2010).

1.4 Causas de la obesidad en México

La obesidad es una enfermedad multifactorial, siendo la principal causa el

desequilibrio energético entre las calorias consumidas y gastadas resultado del



aumento en la ingesta de alimentos hipercaloricos (ricos en grasa, sal y azucares) y

un descenso en la actividad fisica.

La transicion nutricional que experimenta el pais tiene como caracteristica una
occidentalizacion de la dieta (Cecchiniy col., 2010). Y entre los hbitos se encuentra:
1) un aumento de la disponibilidad de alimentos procesados de bajo costo los cuales
contienen altas cantidades de grasas, azlcar y sal; 2) consumo de comida rapida y
aumento considerable en el consumo de bebidas con altos niveles de azucar, de
acuerdo con la OMS, México se ubica en el primer sitio a nivel mundial en el consumo
de refresco (OMS, 2010); 3) disminucion del tiempo para la preparacion de alimentos
con su respectivo balance en porciones; 4) exposicion a publicidad sobre alimentos
industrializados y productos de facil preparacion; 5) disminucion de la actividad fisica;
y 6) horas de suefio insuficientes, existe evidencia de que el suefo insuficiente,
dormir menos de 7 horas recomendadas, se vincula a un mayor riesgo de obesidad,
ya que el perfil metabdlico se altera dando como resultado un incremento en el
apetito, generado por la desregularizacion de hormonas como la leptina y grelina que
regulan la sensacion de saciedad y por consecuencia la ingesta de mas calorias
(Durany col., 2016).

1.5. Bebidas funcionales como alternativa contra la obesidad

En México el 21% de la ingesta de energia total en adolescentes y adultos proviene
del consumo de bebidas, particularmente de jugos, leche entera, bebidas azucaras
(refrescos) y alcohol (Barquera y col., 2008) (Figuras 6 y 7). Esta cantidad de calorias
se adiciona a la energia proveniente de los alimentos de la dieta y contribuye al

consumo excesivo de calorias vinculado con el sobrepeso, obesidad y diabetes.

El aumento de la ingesta de calorias provenientes de bebidas caléricas en la
poblacién mexicana mayor de dos afios ha aumentado de 100 a 300 kcal al dia a
partir del afio 2006, por lo que se propone que para satisfacer las necesidades diarias
de liquidos se realicen mediante agua y bebidas con bajo contenido energético para
la promocion de un buen perfil nutricional. Las infusiones se encuentran dentro de

las bebidas recomendadas debido al aporte de agua, micronutrientes y fitoquimicos,
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estos beneficios permiten que este producto se clasifique dentro de las bebidas
funcionales (Rivera y col., 2008).
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Figura 5. Patron diario de consumo de bebidas en adulto mexicanos en el 2006
(Rivera y col., 2008).

Una infusion se define como una bebida obtenida a partir de las hojas secas, flores
ylo frutos, a los cuales se les vierte agua a punto de hervor (Murillo, 2002). Estas
bebidas estan constituidas principalmente por polifenoles, los cuales son un conjunto
heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de poseer una ampliar
cantidad de grupos bencénicos sustituidos por grupos hidroxilos, los cuales son

considerados importantes en la dieta ya que contienen efectos positivos en la salud
(Apak y col., 2007).

México es uno de los paises con una tradicidn importante en el consumo de
infusiones, la cual ha incrementado considerablemente ya que se relaciona con
beneficios para la salud. El té verde es de las infusiones mas consumidos en México,

durante el 2008 el té se posicion6 en el tercer lugar de consumo de bebidas en
México (Riveray col., 2008).

10



De acuerdo a los resultados de la encuesta nacional de gastos de los hogares
(ENGASTO 2013), la infusion de hierbabuena (Mentha piperita y Mentha spicata) en
presentacion de bolsa para té es una de las mas populares por su bajo costo y
beneficios a la salud.

Cuadro 1. Infusiones mas consumidas en México segun la Encuesta Nacional de

Gastos de los Hogares, 2013.

Infusiones méas consumidas en México

Nombre comudn Nombre cientifico
Anis Pimpinella anisum
Canela Cinnamomum verum
Manzanilla Chamaemelum nobile
Menta Mentha
Hierbabuena Mentha piperita y Mentha
) spicata
Jamaica
] Hibiscus sabdariffa
Té verde y negro
Camellia sinensis
Azahar
o Citrus aurantiifolia
Limon
Cymbopogo citratus

1.6. Hierbabuena

El género Mentha es una planta navita de Europa la cual pertenece a la familia de
las Lamiaceae, consiste alrededor de 32 especies. La mas conocida es la Mentha
piperita (Figura 6A) debido a su alto valor comercial, principalmente por la extraccion
del mentol empleado para la elaboracion de diversos productos como medicamentos,

dulces, licores, entre otros (Dias y col., 2003). La infusién de Mentha spicata (Figura
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6B) ha sido empleada principalmente en tratamiento de problemas digestivos

ademas de presentar actividad antioxidante y antimicrobiana.

Figura 6. Variedades de hierbabuena. A) Mentha piperita B) Mentha spicata.

La hierbabuena es consumida de forma muy cotidiana siendo la infusion su principal
presentacion, debido a su bajo costo, facil acceso y beneficios que se le atribuyen
como en el tratamiento de gripe, fiebre, nduseas y vomitos, ademas de presentar
antioxidantes, esta Ultima caracteristica ha llevado al estudio de polifenoles de varias
especies de Mentha, ademas del contenido de terpenoides y otros componentes
(McKay y Blumberg, 2006).

En un estudio realizado por Barbalho y colaboradores (2011) en ratas Wistar
inducidas con streptozocina a diabetes se demuestra la eficacia de Mentha piperita
(administrada en forma de infusion) con la disminucién de triglicéridos, glucosa y
LDL, y un aumento de HDL en plasma por lo que se concluye que esta infusion
mejora el perfil lipidico y glucémico, estos beneficios se atribuyen a compuestos
guimicos como los flavonoides de acuerdo al estudio reportado por Doyama y col.,
(2005). De acuerdo al estudio realizado por Lomeli de la Rosa (2011), en el cual se
evalla el efecto de infusiones entre ellas Mentha spicata en un modelo de obesidad
se encuentra una disminucion significativa de triglicéridos y colesterol séricos al igual

gue en el peso corporal.

Los componentes quimicos de la hierbabuena varian segun la madurez de la planta,

la zona geogréfica y las condiciones de su procesamiento (Xu y col., 2011). El
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contenido total de polifenoles en las hojas de la hierbabuena es aproximadamente
19-23% (12% son flavonoides totales), los cuales incluyen 59-67% eriocitrina y acido
rosmarinico, 7-12% luteolina 7-O-rutindsido, 6-10% hesperidina. Alrededor del 75%
del contenido de compuestos fendlicos presentes en las hojas de hierbabuena son
extraidos en las infusiones (Areias y col., 2001; Zheng y Wang, 2001).

El acido rosmarinico tiene actividad antioxidante y antiinflamatoria, las cuales se
relacionan con la inhibicion de la lipoxigenasas y la ciclooxigenasas, enzimas
relacionadas con procesos inflamatorios (Parnham y Kesselring, 1985). Se ha
reportado que la hesperidina, y la eriocitrina protegen contra la inflamacion y el estrés
oxidativo causado por el consumo de la dieta alta en grasas y acumulacion de grasa
visceral, de acuerdo con los marcadores inflamatorios, peroxidacion lipidica, la

esteatosis y dafios en el rifion, y el peso del bazo y el corazon (Ferreira, 2014).

1.7 Mecanismos de defensa

Las plantas pueden acumular una cantidad sorprendente de pequefios compuestos,
a menudo llamados metabolitos secundarios, que son de gran interés por su posible
uso como farmacos y aditivos alimentarios. Muchos metabolitos secundarios tienen
importantes funciones ecoldgicas ya que disuaden a los herbivoros y protegen contra
los patdégenos microbianos. Por lo tanto, estos metabolitos tienen funciones
importantes y especificas para la proteccion y nutricion de la planta bajo
circunstancias de estrés. Una clase de metabolitos secundarias son las fitoanticipinas
las cuales incluyen saponinas, una clase de glicoalcaloides trierpenoides con
actividad antimicrobiana (Ferrari, 2010). Otros ejemplos son las fitoalexinas que
incluyen flavonoides, taninos, glucosinolatos y glucésidos cianogénicos. El papel de
estas moléculas es inhibir a los patdgenos o herbivoros potenciales que tratran de
atacar a la planta. Estos compuestos son de gran interés para la salud humana ya

gue presentan actividad antioxidante (Sanchez y col., 2013).

Las estrategias mas aplicadas para aumentar la produccién de estos metabolitos
secundarios es por medio de la aplicacion de inductores quimicos también conocidos

como elicitores, los cuales estimulan a la planta por medio de sefiales que activan
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los receptores extracelulares o intracelulares en la superficie de la membrana
plasmética. Esta activacion inicia una cascada de sefiales generando la biosintesis
de metabolitos secundarios (Vivanco y col., 2005).

1.8 Elicitores

La elicitacion es uno de los métodos mas efectivos en procesos a gran escala para
la induccién sobre la expresion de genes asociados con enzimas responsables de la
sintesis de metabolitos secundarios, los cuales se activan como mecanismo de
defensa contra el ataque de patégenos o dafios en plantas (Namdeo, 2007; Baldi y
col., 2006). El término “elicitor o inductor quimico” se utiliza para denominar los
factores fisicos o quimicos responsables de las respuestas fisiologicas o
morfologicas en las plantas. De acuerdo a su origen y estructura se clasifican en
endoégenos y exogenos (Radman y col.,, 2003). Los elicitores enddgenos son
sintetizados por la misma planta en respuesta al ataque de patégenos y los elicitores
exdgenos, se aplican de manera externa para inducir algan efecto (Edreva y col.,
2008). Estos ultimos pueden ser agentes abidticos, tales como iones metélicos o
compuestos inorganicos, o se pueden derivar de otros organismos, tales como
moléculas derivadas de hongos, bacterias, virus o herbivoros, asi como productos
guimicos derivados de plantas que se liberan en el sitio de ataque (Ferrari, 2010).
Generalmente, su presencia en la planta desencadena mecanismos que implican la
produccion de ERO (especies de oxigeno reactivo), la expresion de enzimas
antioxidantes y la sintesis de metabolitos secundarios de defensa, como los
polifenoles (Edreva y col., 2008). Los elicitores son sistemas de bajo costo con un
beneficio amplio en la obtencién de metabolitos secundarios los cuales pueden ser
empleados para la produccion de compuestos o productos de interés en la salud
humana (Wilken y col., 2005).

1.8.1 Acido Salicilico

El acido salicilico (AS) forma parte los metabolitos secundarios sintetizados en
plantas denominados fendlicos, los cuales poseen en su estructura quimica un grupo

hidroxilo unido a un anillo aromético. Estos compuestos participan en muchas
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actividades metabdlicas en las plantas como la sintesis de lignina y algunos
compuestos como las fitoalexinas (Sanchez y col. 2013). El &cido salicilico puede
estar involucrado enla regulacion de la absorcion de varios elementos benéficos para

la planta como Mn, Ca, Cu, Fe, P,y Zn (Wang y col., 2011).

Ademas, el AS endbdgeno y exdgeno tienen un papel importante en el metabolismo
antioxidante y tienen un control sobre las ERO celulares Kang y col., 2014; Khan y
col., 2003). La coordinacion de la sefializacion independiente y dependiente de AS
en conjunto con la sefializacion de ROS proporciona una respuesta de defensa en la
planta. En conjunto a esto, la aplicacion exdgena de AS aumenta el contenido de
importantes compuestos como los fendlicos, alcaloides y antocianinas (Khan y col.,
2015).

Experimentos realizados previos a este trabajo en el Laboratorio de Bioquimica
Molecular del Posgrado en Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Facultad de
Quimica de la Universidad Autébnoma de Querétaro han demostrado que los
compuestos bioactivos de la hierbabuena son aumentados cuando la planta es
sometida a estrés bidtico y abidtico. En estos experimentos se demuestra que el
estrés por déficit de humedad aumenta el 25% en el contenido de fenoles totales y
flavonoides totales especificamente. Con respecto al uso de elicitores como el acido
salicilico (AS), su aplicacion foliar a una concentracién de 1 mM a plantas de Mentha
piperita mejoro el perfil de compuestos fendlicos. La aplicacion foliar de los elicitores
incremento la concentracion de compuestos fendlicos y flavonoides en las infusiones
de hierbabuena, siendo hesperidina y acido rosmarinico los compuestos con
aumento considerable en su concentracion (Figueroa-Pérez y col., 2015). Las
infusiones elaboradas con las hojas de la hierbabuena con tratamiento de AS
presentaron una mayor actividad antioxidante siendo la concentracién de 1 mMy 0.5
mM las que presentan efectos significativos en comparacion al control (Figueroa-
Pérez y col., 2014).

Se evalué la actividad bioldgica de la hierbabuena (Mentha piperita) tratada con AS

2 mM y cultivada en invernadero, estas infusiones se administraron por un periodo
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de cuatro semanas a ratas diabéticas previamente inducidas con estreptozotocina y
alimentadas con una dieta alta en grasas, en este trabajo se concluye que el
tratamiento disminuyd los niveles de glucosa en suero hasta en un 25% con un
aumento significativo de insulina en suero hasta del 75% en comparacion con el
control diabético, estos parametros se relacionaron con la proteccion en células (-
pancreédticas. Todos los animales tratados con infusiones de hierbabuena
presentaron un menor contenido de triglicéridos hepaticos y en suero, donde la
infusion de hierbabuena elicitada con SA 2 mM mostro el efecto mas alto (Figueroa-
Pérez y col., 2015). Sin embargo no se habia realizado estudios en los cuales se
investigara cual es el mecanismo sobre el que estaban teniendo efecto las infusiones
para promover una mejora en la esteatosis hepatica, motivo por el cual se realizo

este proyecto de investigacion.
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2. HIPOTESIS

Las infusiones de Mentha piperita y Mentha spicata debido a sus diferencias en
compuestos bioactivos tendran efectos diferenciales en la proteccion de la esteatosis
hepética, la cual sera mejorada al someter las plantas a elicitacion con &cido salicilico
incrementando la concentracion de compuestos bioactivos que regulan el

metabolismo de lipidos.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de las infusiones de hierbabuenas (Mentha piperita y Mentha
spicata) elicitadas con acido salicilico 2 mM sobre el control de la esteatosis hepatica
en un modelo animal de obesidad.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto de infusiones de hierbabuena elicitada con &cido salicilico sobre
el peso corporal, triglicéridos en suero y esteatosis hepatica en ratas alimentadas

con una dieta alta en grasa y fructosa.

Evaluar el mecanismo de accion asociado al efecto de infusiones de hierbabuena
elicitada con acido salicilico sobre la esteatosis hepatica mediante inhibicion de la
absorcion intestinal de triglicéridos, sintesis de novo de acidos grasos en higado y -

oxidacion de acidos grasos en higado.
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4. METODOLOGIA
4.1 MATERIALES
4.1.1 Material vegetal

Se usaron 12 plantas de Mentha piperita (Mp) y 12 plantas de Mentha spicata (Ms),
las cuales fueron adquiridas en el vivero Floraplant S.A. de C.V, con un tamafio inicial
de 10 cm aproximadamente. Las plantas se trasplantaron en bolsas bicapa
negra/blanca de 10L (30x40cm) y se aplicd un riego automatizado de 2 minutos por
cada 10 min durante el dia (12 h), el fertilizante se aplic6 en el riego a todas las
plantas el cual tuvo la siguiente composicién para 5000 L: nitrato de calcio (3.265 kg),
sulfato de magnesio (640 g), nitrato de potasio (1.5 kg), fosfato de potasio (1.23 g),
sulfato de magnesio (640 g), acido sulfarico (223 mL), acido nitrico (250 mL), nitrato
de magnesio (1.06 Kg), quelato de Fe (76 g), quelato de Cu (2 g), quelato de Zn (11
g), borato de sodio (10 g) y molibdato de sodio (1 g).

Las plantas fueron identificadas en el Herbario “Dr. Rzedowski” del Departamento de
Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro, campus Juriquilla, por
el M. en C.J. Alejandro Cabrera.

4.1.2 Material biolégico

Se utilizaron 48 ratas macho Wistar de 200-230 g, las cuales fueron adquiridas en el
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Autébnoma de México, campus
Querétaro. Los animales se dividieron en 6 grupos (8 ratas por grupo), las cuales
fueron aclimatadas por 7 dias bajo condiciones ambientales estandar (40-60%

humedad relativa, 24 + 2 °C de temperatura y un ciclo de 12 horas de luz-obscuridad).
4.2 METODOS

4.2.1 Induccion de las hierbabuenas con acido salicilico

La induccion de las plantas de hierbabuena se realiz6 con una dosis Unica en el dia
45 después del trasplante. Las plantas se trataron al azar con solucién de acido

salicilico 2 mM en agua destilada por aspersion. En el dia 59 se realiz6 la recolecta
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total de material vegetal de cada una de las hierbabuenas y se sec6 a 45°C durante
24 h y posteriormente se molid (de forma individual) y se coloc6 en bolsas con cierre
hermético. Las infusiones que se prepararon al 1% con agua potable, la cual fue
suministrada durante la noche, esto debido a que las ratas tienen una mayor actividad
durante este horario.

4.2.2 Evaluacion del efecto de la ingesta de infusiones sobre la esteatosis hepética
no alcohdlica.

Las ratas se clasificaron en 2 grupos: i) grupo control sano, fue alimentado con una
dieta estandar y ii) grupo obeso, el cual fue alimentado con una dieta alta en manteca
(20%) y fructosa (18%) (Cuadro 2) durante 10 semanas. Los animales
correspondientes al grupo obeso fueron subdivididos en cinco grupos: i) grupo control
obeso, al cual se le administrara agua ad libitum; ii) grupo obeso con tratamiento de
hierbabuena Mp control; iii) grupo obeso con tratamiento de hierbabuena Mp AS 2
mM; iv) grupo obeso con tratamiento de hierbabuena Ms control; v) grupo obeso con
tratamiento Ms AS 2 mM (Cuadro 3).

Cuadro 2. Contenido nutrimental de las dietas estandar y alta en grasa y fructosa

Dieta alta en grasas y

Nutrientes Dieta estandar fructosa
Proteinas 24% 13%
Carbohidratos 45% 43%
Fructosa 0.3% 18%
Manteca 5% 20%
Saturados 1% 6%

El experimento se llevd a cabo durante seis semanas mas. En las cuales se
realizaron mediciones semanales del peso corporal. Al finalizar el experimento los
animales fueron sacrificados por medio de decapitacion, previamente los animales
fueron sometidos a 12 hrs de ayuno en el cual se realiz6 recolecta de heces. En el

sacrificio se realizo la colecta de higado y sangre. El higado fue pesado y congelado
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en nitrogeno liquido y almacenado a -80 °C. Una fraccion de los tejidos fue
almacenada en una solucion amortiguadora de formalina al 10% (pH 7.4) para los
analisis histolégicos.

4.2.3 Cuantificacién de triglicéridos en suero

Se cuantifico los triglicéridos en suero por medio de un kit colorimétricos/enzimaticos
de la marca Spinreact y los resultados se expresaron como mg/dL de suero, de
acuerdo con las instrucciones de la ficha técnica del fabricante.

4.2.4 Evaluacion del efecto de las infusiones de hierbabuena tratada con acido
salicilico sobre la esteatosis hepética

4.2.4.1 Analisis histologico del tejido hepatico

Los tejidos fueron embebidos en parafina, cortados en secciones de 5 um, y tefiidos
con la solucién de Harris de hematoxilina y eosina (H&E). Las muestras fueron
observadas y fotografiadas bajo microscopio a 100X, 300X y 600X analizando 5

imagenes por animal.

Cuadro 3. Grupos de los estudio In vivo para la evaluacion de las infusiones de
hierbabuena tratadas con acido salicilico

Grupo Dieta Tratamiento
Control sano Estandar Agua
Control obeso Alta en grasa (20%) y fructosa (18%) Agua
Mentha piperita control Alta en grasa (20%) y fructosa (18%) | Infusién al 1%

Mentha piperita AS 2 mM | Alta en grasa (20%) y fructosa (18%) | Infusion al 1%

Mentha spicata control Alta en grasa (20%) y fructosa (18%) | Infusién al 1%

Mentha spicata AS 2 mM | Alta en grasa (20%) y fructosa (18%) | Infusion al 1%
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4.2.5 Triglicéridos en higado

Los higados se pesaron (100-300) mg, se agreg6 350 pL de hidréxido de potasio en
etanol (2 partes de etanol por 1 parte de KOH al 30%) y se incubaron a 55 °C por una
noche. Una vez digerido el tejido por completo las muestras se agitaron en vortex por
5 min y se les agreg6 650 pL de solucion de agua:etanol (1:1), se volvié agitar la
muestra en vortex por 1 min y se transfirieron 200 pL en un tubo eppendorf nuevo
agregando 215 pL de cloruro de Magnesio (1 M), las muestras se mantuvieron en
hielo por 10 min. Se centrifugaron a 10 000 rpm durante 5 min y el sobrenadante se
transferié a un tubo nuevo. Se utilizé un kit colorimétrico-enzimético de marca Spin-
react, de acuerdo a las especificaciones de la ficha técnica del fabricante. El resultado
se expres6 como mg de triglicérido por g de tejido.

4.2.6 Evaluacion del mecanismo de accion de la esteatdsis hepatica
4.2.6.1 Cuantificacion de triglicéridos en heces fecales

La cuantificacion de triglicéridos en heces fecales se realizé por el método de Folch
y colaboradores (1957). Las muestras de heces de los 6 grupos de ratas se llevaron
a sequedad durante 12 hrs a temperatura constante (55 °C). Una vez secas las
muestras se molieron en un mortero y se pes6 50 mg de cada muestra (las muestras
se colocaron en tubos eppendorf de 2 mL), se les agreg6 100 uL de cloruro de sodio
(0.9%) y 400 pL de cloroformo:metanol (2:1), se agitaron en un vortex por 5 miny se
congelaron a -20 °C por 12 hrs. Las muestras se colocaron en el sonicador a alta
potencia y cada 15 min se retiraron los tubos para enfriar el agua del sonicador, este
paso se repiti6 hasta completar una hora; posteriormente se centrifugaron las
muestras a 70000 x g por 10 min y se retird el sobrenadante con una micropipeta y
este fue llevado a sequedad (se observd una mancha color café en el fondo de cada
tubo). Finalmente se resuspendio la muestra con 50 pL agua destilada. Se utiliz6 un
kit colorimétrico-enzimatico de marca Spin-react, de acuerdo con las

especificaciones de la ficha técnica del fabricante.

4.2.6.2 Evaluacion de lipogénesis y beta oxidacién hepatica
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4.2.6.2.1 Extraccion, purificaciéon de ARN y sintesis de ADN a partir de tejido de
higado

Se lisaron 50 mg de tejido hepético con 1 mL de reactivo Trizol (Qiagen) y se aislo el
ARN total de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La cuantificacion del ARN
se midi6 con un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 instrument (Thermo
Scientific, Wilmington, D.C., E.UU.) a 260 nm y la pureza fue evaluada utilizando
relaciones de 260/280 u 260/230, mientras que la integridad del ARN se confirmd
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

La sintesis de ADNc se realiz6 con 1 ug de ARN total, 6 uL de tampdn de reaccién
M-MLV 5X (Invitrogen) y 0.75 pL de DNAsa, posteriormente se incubaron las
muestras 15 minutos a 25 °C, transcurrido el tiempo se incubaron las muestras 5
minutos a 70 °C y posteriormente se adiciono 1 pL de oligo dT 5 uM (15 bases), 1 uL
de mezcla dNTP 10 mM (Invitrogen),2 uL de M-MLV 5X (Invitrogen), 3 uL de DTT 0,1
M (Invitrogen), 1 pL de inhibidor de ARNasa (Invitrogen), 1 uL (200 U) de RTV M-
MLV (Invitrogen) y agua libre de RNAsa suficiente hasta un volumen final de 20 L.
La mezcla se incubo a 42 °C durante 50 min, la reaccion se detuvo incubando a 70 °

C durante 15 min.

4.2.6.2.2. PCR en tiempo real

La expresion de ARN se realizé en un sistema de PCR en tiempo real StepOne
(Applied Biosystems, California, EE. UU.), cada muestra se analizo por duplicado, y
la abundancia relativa de ARNmse calculé mediante la normalizacion a 18s y B-actina
de acuerdo con el método 2~24€T (Livak y Schmittgen, 2001). La normalizacion se
realiza mediante la preparacion de una mezcla maestra: 1 uL de ADNc, 2 uL de los
oligonucledtidos correspondientes (1 pL oligonucleétido directo y 1 pL oligonucledtido
reverso) a una concentracion de 10 uM, 10 pyL de Sybr Green y agua libre de ARNasa
suficiente para un volumen final de 20 pL. El programa se realizé con las siguientes
condiciones: desnaturalizacion a 95 °C/10 min, seguida de 40 ciclos de 95 °C /15 s

para la desnaturalizacion, 60 °C/10 s para la alineacion del cebadory 72 °C/30 s para
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el alargamiento. Las curvas de fusion se registraron de la siguiente manera: 95 °C /1
S,65°C /1 miny95°C /15 s.

La expresion de los genes de interés (cuadro 4) se realizaron con la preparacion de
la mezcla maestra: 1 uL de ADNCc, 2 uL de los oligonucleétidos correspondientes (1
UL oligonucledtido directo y 1 pL oligonucle6tido reverso) a una concentracion de 10
UM, 10 uL de Sybr Green y agua libre de ARNasa suficiente para un volumen final
de 20 pL. El programa para los genes Acadm, CPTla y Acaca se realizd con las
siguientes condiciones: desnaturalizacion a 95 °C/10 min, seguida de 40 ciclos de 95
°C /15 s para la desnaturalizacion, 60 °C/10 s para la alineacion del cebador y 72
°C/30 s para el alargamiento. Las curvas de fusion se registraron de la siguiente
manera: 95°C /1 s, 57 °C /1 min y 95 °C /15 s, para el gen Srebp-1c las curvas de
fusidn se registraron de la siguiente manera: 95 °C /1 s, 55 °C /1 miny 95 °C /15 s.

Cuadro 4. Oligonucleottidos usados para el analisis de PCR en tiempo real en
muestras de tejido hepatico.

Gen Oligonucledtido directo Oligonucledtido reverso
Acadm TACTGCGTGACAGAACCC TTTTCCGATGTGTATTCCC
Cptla CCATCCACGCCATACTGCT | AGCCAGACCTTGAAGTACCG

Acaca GCTGGGCTTAAACCCCTCAT | CTTGGGGTGATGCTCCCCATT

Srebp-1c GTTAACGTGGGTCTCCTCCT | GCCTGTGTCTCCTGTCTCAC

4.3 DISENO EXPERIMENTAL

Se realiz6 un disefio experimental multifactorial con una poblacién de 24 plantas de
cada variedad, con una n=6 plantas por tratamiento. El experimento in vivo fue un 22
con una poblacion total de 48 ratas, una n=4 jaulas con dos individuos por
tratamiento. Los tratamientos fueron infusiones de Mentha piperita y Mentha spicata
tratadas con AS 2 mM vy sin tratar (Mp control, Mp AS 2 mM, Ms control y Ms AS 2

mM). Las variables respuesta fueron: el grado de esteatosis hepética, concentracion
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de triglicéridos en higado y hecesy expresion de genes en sintesis de acidos grasos
y B-oxidacion. Los resultados se reportaron como la media + error estandar de la
media (EE). El andlisis estadistico se determiné mediante la comparacién de medias
aplicando la prueba de Tukey-Kramer (programa JMP 10.0), con un nivel de
significancia de a=0.05.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Efecto sobre el peso corporal de las infusiones de hierbabuena (Mentha piperita

y Mentha spicata) tratadas con &cido salicilico 2 Mm

La pérdida de peso corporal de los animales en estudio se puede generar por medio
de la reduccion del consumo energético o el incremento del gasto energético.
Algunos autores sugieren que los tratamientos se consideran benéficos cuando se
logra una disminucién del 5-10% en el peso corporal, ya que esto se asocia con una
mejora considerable en los factores de riesgo que provoca esta enfermedad. Los
tratamientos convencionales (medicamentos) son riesgosos 0 poco efectivos ya que
sus efectos adversos suelen ser numerosos y peligrosos, como el caso del orlistat

cuyo efecto secundario es pancreatitis aguda (Cruz y col., 2011).

En la Figura 7 se presentan los resultados del peso corporal de las ratas en el inicio
(Semana 0) y al finalizar el tratamiento (Semana 16). Se observa que el control obeso
gan6 mas peso corporal que el control sano (96.25 g). En el caso de los grupos
tratados con las infusiones de hierbabuena no se presentan diferencias estadisticas
significativas en la disminucion del peso corporal, esto coincide con resultados
reportados por Lomeli de la Rosa en 2011, en donde se administraron infusiones
comerciales de Mentha spicata ad libitum como método preventivo de obesidad
desde la semana 1 a la 12, durante el experimento no se observa una diferencia en
la disminucién de peso corporal con respecto al grupo obeso. En otro estudio
realizado por Hernandez Mendoza (2012), se reportd que la infusion de Mentha
piperita ad libitum como método preventivo durante 12 semanas no muestra impacto

en la disminucién del peso corporal.
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Badal y colaboradores en 2011, reportaron el efecto del extracto acuoso de hojas de
Mentha piperita (en dosis de 100 mg/kg y 250 mg/kg) sobre el peso corporal en ratas
hembra Sprague Dawley, el experimento tuvo una duracion de tres semanas como
tratamiento preventivo, los resultados mostraron que la dosis de menor
concentracion no tuvo un efecto sobre la disminucién del peso corporal y la dosis
mas alta si demostré una baja en el peso corporal, estos datos confirman que el
aumento de la concentracion de las infusiones disminuyen el peso corporal de las
ratas sometidas a una dieta alta en grasas, sin embargo Akdogan y colaboradores
en el afio 2003 demostraron que la infusiébn de Mentha spicata a una concentracion
mayor al 1% presenta un efecto nefrotoxico y en el 2004 este mismo autor reporta
gue con una concentracion mayor al 1% las infusiones de Mentha piperita y Mentha
spicata presentan efecto peroxidativo de lipidos y dafio hepatico.
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Figura 7. Efecto del consumo de hierbabuena (Mentha piperita y Mentha spicata)
elicitada con &cido salicilico 2 mM sobre la ganancia de peso de ratas macho Wistar
obesas. Resultados expresados como la media + EE (n=6). Letras diferentes indican

diferencia entre tratamiento (a=0.05, prueba de Tukey).
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5.2 Efecto del consumo de infusiones de hierbabuena (Mentha piperita y Mentha
spicata) elicitada con acido salicilico 2 mM sobre la concentracion de triglicéridos

Séricos

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de triglicéridos séricos de ratas con
dieta alta en grasa y fructosa y tratadas con infusiones de hierbabuena (Mentha
piperita y Mentha spicata) se observan en el Cuadro 5. El control obeso presenté
niveles de triglicéridos séricos en ayuno del 38.21% mas que el control sano. En el
caso de los grupos de ratas tratadas con las infusiones, todos los tratamientos
mostraron valores similares al grupo sano con una disminucién desde de 21 al 38%,
y solamente el control Mp también fue similar al grupo obeso (11.62%), lo que indica
gue este fue el grupo que presentd menor efecto sobre los niveles de estos lipidos.
En los grupos donde se observa una disminucion considerable de la concentracion
de triglicéridos séricos se estima que hay una regulacion en el metabolismo de lipidos

por medio de la sintesis de novo o la disminucion en la absorcion de triglicéridos.

Cuadro 5. Efecto del consumo de infusiones de hierbabuena (Mentha piperita y
Mentha spicata) elicitadas con acido saliciico 2 mM sobre el contenido de
triglicéridos séricos en ratas macho Wistar obesas.

Grupo Triglicéridos (mg/dL)
Sanas 57.14+ 2.24°
Obesas 92.48 £7.12°
Mp Control 81.73+7.59%¢
Mp AS 2 mM 73.36+ 7.75
Ms Control 57.37+7.47¢
Ms AS 2 mM 68.97+7.21

Los resultados son expresados como la media = EE (n=6). mg dL-1. Diferentes letras
por renglon representan diferencia significativa entre tratamientos (a=0.05, prueba
de Tukey).

El efecto de disminucion de triglicéridos séricos de la hierbabuena se atribuye a los

compuestos fenélicos como la hespiridina, la cual tiene su efecto inhibiendo la lipasa
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pancreética como lo menciona Kawaguchi y col., en 1997. Por otro lado de acuerdo
a la caracterizacion de las dos variedades de hierbabuena (Mentha spicata y Mentha
piperita) realizado por Rangel Garcia (2018), los resultados obtenidos en este estudio
indica que Mentha piperita control y elicitado presentan un mayor contenido de este
metabolito, sin embargo, estos son los grupos que presentaron menor efecto sobre
la disminucion de triglicéridos, por lo tanto, el efecto puede estar relacionado a otros

compuestos o0 a una mezcla de fitoquimicos.
5.3 Cuantificacién de triglicéridos en heces

La absorcién de lipidos a nivel intestinal es de un 95% , los cuales una vez absorbidos
son transportados como triglicéridos en quilomicrones principalmente a tejido
muscular y adiposo, la disminucion de triglicéridos séricos esta relacionado con la
inhibicion de la actividad de la lipasa pancreatica, este efecto es reportado para los
compuestos bioactivos encontrados en las infusiones de hierbabuena generando una
disminucién en la absorcion y un incremento en la excrecion de triglicéridos en las
heces (Hsu y col., 2006).
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Figura 8. Efecto del consumo de hierbabuena (Mentha piperita y Mentha spicata)
elicitada con acido salicilico 2 mM sobre la cuantificacion de triglicéridos en heces de
ratas macho Wistar obesas. Resultados expresados como la media + EE (n=6).

Letras diferentes indican diferencia entre tratamiento (a=0.05, prueba de Tukey).
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La evaluacion de triglicéridos en heces nos permite identificar los mecanismos sobre
los cuales los compuestos bioactivos de las infusiones de hierbabuena (Mentha
piperita y Mentha spicata) podrian tener un efecto positivo.

En la Figura 8 se observan los resultados de la cuantificacion de triglicéridos en heces
de ratas macho Wistar obesas en los cuales no hay ninguna diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos tratados con la infusiones de
hierbabuena (Mentha piperita y Mentha spicata) y el grupo obeso, por lo que se
descarta que los tratamientos tengan un efecto sobre la inhibicién en la absorcién de

lipidos a nivel intestinal.

5.4 Concentracion de triglicéridos y el grado de esteatosis en higado

Una de las complicaciones generada por la obesidad es la esteatosis hepatica no
alcohdlica, la cual se desarrolla cuando hay una acumulacion excesiva de
triglicéridos en mas del 5% en los hepatocitos (Castro y Silvia, 2015), este exceso de
lipidos es debido a la pérdida del balance entre la captacion, sintesis, excrecion y
oxidacion de los acidos grasos libres (McCullough, 2004). El contenido de
triglicéridos en higado se realizé con la finalidad de evaluar el efecto de las infusiones
de hierbabuena sobre el almacenamiento de éstos, los cuales pueden provenir del

tejido adiposo o la sintesis de novo.

Los resultados del contenido de triglicéridos en tejido hepatico de ratas con obesidad
inducida y tratadas con infusiones de hierbabuena (Mentha piperita y Mentha spicata)
son presentados en la Figura 9, en la cual se observa que el tratamiento con una
disminucién significativa de triglicéridos en higado es el grupo con Mentha spicata
AS 2 mM con 59% respecto al grupo obeso, este efecto de proteccion al tejido
hepatico se confirma en la Figura 10-f, en donde se observa que el grado de
esteatosis es 1 en comparacion con el grupo de ratas obesas (Figura 10-b) las cuales
presentan un grado 4 de esteatosis, es decir, una acumulacion mayor al 66% de
triglicéridos en hepatocitos. El tratamiento de Mentha spicata control también
presenta una disminucion significativa del 53.50% de triglicéridos en higado respecto

al grupo obeso y un grado de esteatosis hepatica 2. EI grupo tratado con Mentha
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piperita control presenta una disminucion de triglicéridos en higado del 27.02% y un
grado de esteatosis hepatica 3, como se observa en la figura 10-c la cantidad de
vacuolas es similar al grupo obeso (10-b), por otro lado el grupo tratado con Mentha
piperita AS 2 mM presenta una disminucion de triglicéridos hepéticos del 38.70% con
un grado de esteatosis hepética 2, presentando una proteccién al higado y el mismo
grado de esteatosis que el grupo tratado con Mentha spicata control, como se
observa en la figura 10-d la disminucién de vacuolas es similar a 10-e.

140
120

100
80
60
40
20

0

Sanas Obesas ‘ Control ASZmM Control AS2mM

(on
(@]

mg/g higado

Mentha piperita ‘ Mentha spicata ‘

Figura 9. Efecto del consumo de infusiones de hierbabuena (Mentha piperita y
Mentha spicata) tratada con acido salicilico (AS) 2 mM sobre el contenido de
triglicéridos en higado de ratas macho Wistar obesas. Los resultados son expresados
como la media £ EE (n=6) (a=0.05, prueba de Tukey).

De acuerdo a los resultados obtenidos en la cuantificacion de triglicéridos en suero
y heces se descarta que el tratamiento este asociado a la menor absorcioén de grasas
a nivel intestinal, por otro lado los tratamientos presentan una disminucion
significativa en los triglicéridos en higado y una mejora en la esteatosis hepatica no
alcohdlica, por lo que los posibles mecanismos donde las infusiones estén llevando
acabo su efecto son la lipogénesis de novo en el higado o bien que el exceso de

triglicéridos se estén metabolizando por medio de la via de la B-oxidacion.
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Figura 10. Identificacion de esteatosis hepatica. Microfotografias de tejido hepatico
tefiidas con H&E con amplificacion 300X: a) Sanas, b) Obesas, c) Mentha piperita
control, d) Mentha piperita con acido salicilico 2 mM, e) Mentha spicata control, f)
Mentha spicata con acido salicilico 2 mM.
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5.5 Expresién de genes involucrados en el metabolismo de lipidos en tejidos de

higado de ratas obesas inducidas con una dieta alta en grasa saturada y fructosa.

Con la finalidad de demostrar si el efecto de las infusiones esta relacionado con la
modulacion del metabolismo de los lipidos se realizé la evaluacion de la expresion
de genes implicados en la sintesis y 3-oxidacidén de acidos grasos en el higado, esta
evaluacién se realiz6 solo con los tratamientos control de cada variedad de
hierbabuena, debido a que no se observé un cambio significativo en los parametros
obtenidos entre las plantas elicitadas y sus respectivos controles.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que todos los grupos de ratas
obesas con tratamiento presentaron una disminucion en la expresion de los genes
Srebp-1c el cual es un importante promotor de enzimas lipogénicas, activado por
insulina (Figura 11-B) y Acaca (Figura 11-A), considerada la primer enzima limitante
de la lipogénesis de novo, ya que sintetiza malonil-CoA el cual inhibe con facilidad la
oxidacion de acidos grasos. La disminucion de estos genes se observo
principalmente en el grupo tratado con la infusion de Mentha spicata (control) en un
36.24% para el gen Srebp-1c y 37.94% para Acaca con respecto al grupo obeso, lo
gue puede generar una disminucién en la sintesis y produccion del malonil-CoA,
sugiriendo una disminucién en la sintesis de acidos grasos y en consecuencia su
almacenamiento en los hepatocitos, este resultado se relaciona directamente con lo
encontrado en los resultados de cuantificacion de triglicéridos en higado en el cual
disminuyo6 en un 53.50% (respecto al grupo obeso) y con un grado de esteatosis 2
(Figura 10-e).

Por otro lado, el grupo tratado con Mentha piperita presentd solo una disminucion del
16.87% para el gen Srebp-1c y 17.16% para Acaca respecto al grupo obeso, estos
resultados y los anteriores de cuantificacion de triglicéridos en higado demuestra que
el tratamiento de Mentha piperita control no tiene un efecto significativo en la
disminucién de triglicéridos y su proteccion al higado al presentar una esteatosis

grado 3.
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Figura 11. Cuantificacibn de mRNA de Acaca (A) y Srebp-1c (B) en higado de ratas
con obesidad inducida y tratadas con infusiones de hierbabuena (Mentha piperita y
Mentha spicata) elicitadas con &cido salicilico 2 mM. Se empleé la media entre 18S
y B-actina como genes de referencia. Letras diferentes indican diferencia significativa

(a= 0.05 para prueba de Tukey).
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la expresion de genes relacionados con la
via de la B-oxidacion (Figura 12), en los tratamientos se observa que el grupo tratado
con Mentha spicata no tiene impacto en la promocion de la B-oxidaciéon ya que no
se observa un aumento en la expresion de ninguno de los dos genes Cptla (carnitina
palmitoil transferasa 1) y Acadam (acil-CoA deshidrogenasa de cadena media)
respecto al grupo obeso. Para Mentha piperita se observé un efecto no esperado, ya
gue la expresion de este transcrito es menor que el grupo obeso.

Durante la B-oxidacion se emplea la carnitina como primer paso para la oxidacién de
AG, ya que los &cidos grasos se unen a la carnitina mediante la enzima CPT-1 que
es codificada por el gen Cptla. Por otro lado, el genes Acadm, codifica para la
enzima MCAD, encargada de la oxidacion de acidos grasos de cadena media, la
reduccion o eficacia en la actividad de esta enzima provoca que estos AG de cadena
media se metabolicen de forma parcial, acumulandose en tejidos como el higado. En
base a los resultados obtenidos, ninguna de las infusiones incremento la beta

oxidacion.
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Figura 12. Cuantificacion de mRNA de Acadm (C) y Cptla (D) en higado de ratas
con obesidad inducida y tratadas con infusiones de hierbabuena (Mentha piperita y
Mentha spicata) elicitadas con &cido salicilico 2 mM. Se empled la media geométrica
entre 18S y B-actina como genes de referencia. Letras diferentes indican diferencia

significativa (a= 0.05 para prueba de Tukey).
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6. CONCLUSIONES

1. Las infusiones disminuyeron los niveles de triglicéridos en suero y este efecto no

esta relacionado con una mayor excrecion de triglicéridos en heces.

2. El consumo de infusiones de hierbabuena (Mentha piperita y Mentha spicata) al
1% no presentan un efecto sobre la disminucion del peso corporal en las ratas
obesas.

3. Mentha piperita y Mentha spicata mejoraron la esteatosis hepética, siendo el
tratamiento de Mentha spicata el que mostr6é los mejores beneficios por medio de
una disminucion en la acumulacion de triglicéridos en higado, mediante la regulacion
de la expresion de genes como Srepb-1c y Acaca implicados en la lipogénesis de

novo.

4. La infusién de Mentha spicata puede ser una alternativa viable para disminuir la

esteatosis hepatica no alcohdlica.
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