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Resumen

Antecedentes: La obesidad es una condicidén global de riesgo para la salud, se asocia
con el desarrollo de patologias como algunos tipos de cancer, enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo 2 o trastornos metabdlicos. En este estudio, investigamos
el efecto del extracto etandlico de hojas de C. citrinus sobre el estrés oxidativo causado
por una dieta alta en grasas en ratas.

Métodos: Aleatoriamente 24 ratas Wistar se dividieron en 4 tratamientos de 6 ratas. El
grupo 1 fue control, los grupos 2, 3 y 4 se alimentaron con una dieta alta en grasas,
ademas, al grupo 3 se le administr6 simvastatina (3 mg/kg de peso corporal/oral
diariamente) y al grupo 4 se le administro el extracto etandlico de hoja de Callistemon
citrinus (250 mg/kg de peso corporal/oral diariamente) durante 13 semanas. A las 13
semanas del procedimiento experimental, se midieron los parametros morfométricos y se
tomo la sangre para obtener los parametros bioquimicos. Al final de las 13 semanas, los
animales fueron sacrificados con una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sédico
(120 mg/kg de peso corporal). El higado y el corazon se usaron para determinar las
enzimas del sistema de defensa antioxidante, la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa
(CAT) y la glutation peroxidasa (GPX), la enzima de detoxificacion de la fase Il glutation
S-transferasa (GST) y la enzima antioxidante-detoxificante paraoxonasa (PON1),
ademas, el contenido de glutation reducido (GSH), malondialdehido (MDA), 4-
hidroxialquenos (HNE) y proteinas carboniladas (PCO).

Resultados: Los resultados mostraron que las ratas tratadas con Callistemon citrinus
tenian un peso corporal y parametros morfométricos significativamente mas bajos que el
grupo alimentado con una dieta alta en grasas (p> 0.05). Ademas, las actividades de
SOD, CAT, GPx, GST y PON1 fueron similares al grupo control. Con relacién a los
biomarcadores del estrés oxidativo (GSH, MDA, HNE y PCO) en los diferentes érganos
se redujeron significativamente los niveles con respecto al grupo tratado con una dieta
alta en grasas (p<0.05).

Conclusiones: Este estudio sugiere que las hojas de C. citrinus podrian usarse como
tratamiento o prevencién de la obesidad, debido a la disminucién del peso corporal y los
efectos antioxidantes sobre el estrés oxidativo durante esta afeccion.

Palabras clave: Obesidad, Estrés oxidativo, Callistemon citrinus, Efecto anti-
obesogénico, Antioxidante.



Abstract

Background: Obesity is a global health risk condition, it is associated with the
development of pathologies such as some types of cancer, cardiovascular diseases, type
2 diabetes or metabolic disorders. In this study, we investigated the effect of ethanolic
extract of C. citrinus leaves on oxidative stress caused by a high-fat diet in rats.
Methods: Randomly 24 Wistar rats were divided into 4 treatments of 6 rats. Group 1 was
control, groups 2, 3 and 4 were fed a high fat diet, in addition, group 3 was given
simvastatin (3 mg/kg body weight/oral daily) and group 4 was administered Callistemon
citrinus ethanolic leaf extract (250 mg/kg body weight/oral daily) for 13 weeks. At 13 weeks
of the experimental procedure, the morphometric parameters were measured and blood
was taken to obtain the biochemical parameters. At the end of 13 weeks, the animals were
sacrificed with an intraperitoneal sodium pentobarbital overdose (120 mg / kg body
weight). The liver and heart were used to determine the antioxidant defense system
enzymes, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase
(GPX), the detoxification enzyme of phase Il glutathione S-transferase (GST) and the
antioxidant-detoxifying enzyme paraoxonase (PON1), in addition, the content of reduced
glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), 4-hydroxyalkenes (HNE) and carbonylated
proteins (PCO).

Results: The results showed that the rats treated with Callistemon citrinus had a
significantly lower body weight and morphometric parameters than the group fed a high-
fat diet (p> 0.05). In addition, the activities of SOD, CAT, GPx, GST and PON1 were
similar to the control group. Regarding the biomarkers of oxidative stress (GSH, MDA,
HNE and PCO) in the different organs, the levels were significantly reduced with respect
to the group treated with a high fat diet (p<0.05).

Conclusions: This study suggests that C. citrinus leaves could be used as in the
treatment or prevention of obesity, due to the decreases in the body weight and the
antioxidant effects over the stress oxidative during this condition.

Keywords. Obesity, Oxidative stress, Callistemon citrinus, Effect anti-obesity,
Antioxidant.



1. Introduccién General

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), como el anion superdxido (Oz2¢-), el perdxido
de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (HOe), consisten en especies de oxigeno
radicales y no radicales formadas por la reduccion parcial de oxigeno. Dentro de las
fuentes enddgenas de ROS se encuentra la cadena transportadora de electrones
mitocondrial como uno de los principales generadores de ROS y los peroxisomas que
son una fuente importante de produccion de H202 (Boveris et al., 1972; Liu y Schubert,
2002; Ray et al., 2012). También existen fuentes exdgenas de ROS tales como la
contaminacion, alcohol, humo de tabaco, metales pesados, metales de transicion,
solventes industriales, pesticidas, ciertos farmacos y radiacion (Phaniendra et al., 2015).
Las especies reactivas de oxigeno son necesarias para la vida humana, por lo que
diversos eventos vitales estan mediados por ROS en el organismo y sirven como
moléculas de senalizacion en bajas concentraciones, pero si se producen en grandes
cantidades generan efectos dafinos a las biomoléculas tales como acidos nucleicos,
lipidos y proteinas, alterando asi el estado redox normal que conduce a un estrés
oxidativo (Dhalla et al., 2000; Phaniendra et al., 2015), es decir, un desequilibrio entre los
oxidantes y los antioxidantes a favor de los oxidantes (Sies, 1997). Durante el consumo
de dietas hipercaldricas, la B-oxidacion mitocondrial y peroxisomal de los acidos grasos
son vias metabdlicas clave para la homeostasis energética en érganos como el higado y
el corazon, sin embargo, esta adaptacion metabdlica aumenta la produccion de ROS e
induce secundariamente el estrés oxidativo (Houten y Wanders, 2010; Begriche et al.,
2013), de esta manera, el aumento del consumo de grasas y azucares y la falta de
actividad fisica se han relacionado con la obesidad y ha sido considerada como un factor
importante para causar diversos problemas de salud (Sikaris, 2004; Lastra et al., 2006),
estos cambios conducen promueve la generacion excesiva de productos de peroxidaciéon
lipidica y proteinas carboniladas, la disminucion de los sistemas antioxidantes y los
niveles reducidos de glutatién (GSH), de esta manera se comienza con el desarrollo de
varias enfermedades cronicas, tales como diabetes y enfermedades cardiovasculares
(Rani et al., 2016).



El hecho de que a la obesidad causada por la mala alimentacion se le considere un
estado asociado al estrés oxidativo (Sikaris, 2004; Begriche et al., 2013), es importante
buscar plantas que tengan una capacidad antioxidante para combatirla. Las
investigaciones realizadas por nuestro grupo de trabajo han demostrado hallazgos
importantes en los extractos de C. citrinus ya que contienen diversos fitoquimicos de
interés farmacolégico (Petronihlo et al., 2013), ademas, los extractos de Callistemon
citrinus en estudios de toxicidad aguda y cronica en ratas no han mostrado signos de
toxicidad en ratas (Lopez-Mejia et al., 2016). En posteriores investigaciones se ha
encontrado que las hojas de Callistemon citrinus tienen capacidad antioxidante contra el
dafio oxidativo ocasionado por un compuesto altamente carcinogénico (1,2-
dimetilhidrazina), protegiendo el colon, higado, rifiones y el corazén en un modelo in vivo
(Ortega-Pérez 2017; Lépez-Mejia, 2018; Magana-Rodriguez, 2018; Lépez-Mejia et al.,
2019), por lo cual, C. citrinus es una excelente alternativa para el estudio de
enfermedades ocasionadas por dafnos oxidativos. Por consiguiente, el objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto del extracto de Callistemon citrinus sobre el estrés oxidativo

en ratas alimentadas con una dieta hipercalorica.

1.1. Sistemas antioxidantes, detoxificantes y radicales libres

El estrés oxidativo es la exposicion de los seres vivos a diversas fuentes que producen
una ruptura del equilibrio entre las sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos
antioxidantes (Venereo-Gutiérrez, 2002).

La importancia de los antioxidantes radica en el papel fisiolégico que desempefian, ya
que los antioxidantes ayudan a prevenir algun dafio de los componentes celulares como
consecuencia de las reacciones quimicas que implican a los radicales libres (Young y
Woodside, 2001). Los radicales libres (RL) participan en funciones de diversos procesos
homeostaticos como intermediarios en reacciones de oxidacion-reduccion y se producen
por diferentes mecanismos, en los que se encuentra la cadena transportadora de
electrones en la mitocondria (Chihuailaf et al., 2002). Los RL son atomos, moléculas o
iones con un electron no apareado en su ultimo nivel orbital y son altamente inestables y

activos por lo que intervienen en reacciones quimicas con biomoléculas. Se derivan



especificamente de tres elementos: oxigeno, nitrégeno y azufre, creando asi especies

reactivas de oxigeno (ROS), nitrégeno y azufre (Carocho y Ferreira, 2013).

Las consecuencias del dafio celular difieren y dependen del nivel y lugar de la generacion
de las ROS, eficiencia de los sistemas antioxidantes y los componentes celulares con los
que interactuan (Lushchak, 2014). En circunstancias de estrés oxidativo se produce un
dafo en las proteinas, lipidos y acidos nucleicos principalmente, modificando su funcién
y, por lo tanto, la formacion excesiva de radicales libres en la célula puede llevar a una
sobreexpresion de genes oncogeénicos, generacion de compuestos mutagenos,
promocién de actividad aterogénica y aparicion de placa senil o inflamacion (Pisoschi y
Pop, 2015). De esta forma, los RL estan directamente involucrados en el dano celular y
el envejecimiento, lo cual afecta una amplia variedad de funciones fisiologicas
contribuyendo a la iniciacion de enfermedades en distintos 6rganos, tales como:
enfermedades cardiovasculares, cardiopatias, trombosis, cancer, Parkinson, Alzheimer,
ateroesclerosis, hipertension, cataratas, entre otras (Lachance et al., 2001; Rathod et al.,
2016). La obesidad afecta a varios organos en el cuerpo, como el higado y el corazon,
ya que en estos 6rganos se dan mas complicaciones entre las personas obesas. El
higado graso es comun en la obesidad, asi como la aterosclerosis y las afectaciones

cardiacas (Pi-Sunyer, 2002; Musaad y Haynes, 2007; Alaminos-Castillo et al., 2019).

Las células cuentan con una serie de mecanismos enzimaticos de defensa, como son la
enzima superoéxido dismutasa, la catalasa y la enzima glutation peroxidasa y sistemas de
naturaleza no enzimatica como el glutatién reducido, vitamina C y vitamina E presentes
en el propio organismo, asi como las que compuestos antioxidantes que provienen de la
dieta (Bhattacharyya et al., 2014). Las enzimas antioxidantes, como la superdxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y las peroxidasas, y los eliminadores de radicales
libres no enzimaticos (GSH) convierten las especies reactivas de oxigeno en agua y
oxigeno, las moléculas estables. Se sabe que estos sistemas antioxidantes protegen las
células y los tejidos contra el dafio oxidativo causado por especies reactivas de oxigeno
(Uttara et al., 2009). En la obesidad se incrementan las ROS, lo cual puede afectar a la
actividad normal de la SOD, CAT y GPx (Noeman et al., 2011).



Alternativamente, se sabe que varios sistemas enzimaticos oxidan, reducen o hidrolizan
(reaccién de fase |) y luego conjugan o neutralizan de otro modo (reaccion de fase 2)
farmacos, metabolitos, carcindégenos y otros productos quimicos téxicos, aumentando asi
su polaridad y excretabilidad. De este modo a las enzimas de fase 2 se les relaciona con
la detoxificacion (Khanum et al., 2004). La glutatién-S-tranferasa (GST) es una enzima
de fase 2 involucrada en el metabolismo de ROS y compuestos xenobidticos durante la
obesidad (Schwartz et al., 2005). La GST funciona con GSH como sustrato para
estabilizar y descomponer las sustancias toxicas y electrofilicas generadas en el
organismo vivo (Kang et al., 2010).

Por otro lado, en la obesidad se dan posibles eventos aterogénicos, por lo cual, la PON
posee un papel destacado como enzima anti-aterogénica. La enzima paraoxonasa o
arilesterasa (PON1) participa en regulacion del estrés oxidativo, la paraoxonasa (PON)
podria desempefiar un papel importante como antioxidante y detoxificante (Alaminos-
Castillo et al., 2019). Se sintetiza principalmente en el higado y aparece principalmente
en suero y esta muy relacionada con las lipoproteinas de alta densidad, es una esterasa
dependiente de calcio, la cual detoxifica los lipidos oxidados, esta enzima se encuentra
ampliamente distribuida en el higado, corazoén, rifidn, intestino pequeno, cerebro y
pulmones. La PON es multifuncional en diversas vias bioquimicas, ya que participa en la
proteccion contra el dafo oxidativo y la peroxidacion lipidica; la contribucion a la
inmunidad innata; la desintoxicacion de moléculas reactivas y la regulacién de la
proliferacion y apoptosis celular (Ceron et al., 2014; Alaminos-Castillo et al., 2019).
Entonces las enzimas son biocatalizadores cruciales en el metabolismo. Por lo tanto,
todas las sustancias tomadas en el cuerpo pueden interactuar con varias enzimas,
especialmente algunas enzimas se denominan objetivo farmacoldgico (Demir et al.,
2016). De ahi que los antioxidantes se usan para minimizar muchas enfermedades y los
antioxidantes son bien conocidos por actuar como reservas frente al estrés oxidativo. Sin
embargo, las plantas incluyen varios compuestos naturales que pueden ser importantes
para algunos trastornos de los seres vivos. Por lo tanto, el uso de extractos de plantas
tiene un lugar importante en la medicina como agentes terapéuticos (Krishnaiah et al.,
2011).



1.2. Sobrepeso y obesidad

El tejido adiposo es el almacén de energia que tiene el cuerpo, sin embargo, el
desbalance energético es una de las causas de la obesidad, ya que una cantidad
excesiva de energia ocasiona que las células preadipociticas se conviertan en adipocitos
(hiperplasia) y la acumulacion de triacilglicerol en los adipocitos maduros (hipertrofia)
(Unger, 2003). La obesidad se define como la acumulacion anormal o excesiva de grasa
que presenta un riesgo para la salud (OMS, 2016). Una medida de obesidad en bruto es
el indice de masa corporal (IMC), el peso de una persona (en kilogramos) dividido por el
cuadrado de su altura (en metros). Una persona con un IMC de 30 o mas generalmente
se considera obeso. Una persona con un IMC igual o superior a 25 se considera con
sobrepeso.

La obesidad fue alguna vez considerado un problema solo en los paises econdmicamente
desarrollados, el sobrepeso y la obesidad ahora estan aumentando drasticamente en los
paises de ingresos bajos y medianos, particularmente en los entornos urbanos. Esta
condicion tiene niveles epidémicos a nivel mundial, razén por la que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) la considera la epidemia del siglo XXI. De hecho, el aumento
excesivo de peso corporal desencadena una serie de enfermedades cronicas, por lo cual,
es el sexto factor principal de riesgo de defunciéon en el mundo. Cada afo fallecen
millones de adultos a consecuencia del sobrepeso o la obesidad, es por esto que la
primera causa de muerte por el exceso de peso son las enfermedades cardiovasculares
(cardiopatias y accidentes cerebrovasculares), seguido de la diabetes y, por ultimo,
riesgos de padecer algunos canceres (endometrio, mama, ovarios, préstata, higado,
vesicula biliar, rifiones y colon) que son atribuidos a esta condicion patolégica (OMS,
2017).

La prevalencia a la obesidad ha aumentado a un ritmo alarmante, en la actualidad, el
65% de la poblacion mundial tiene sobrepeso donde se estima que de 1975 al 2016, la
obesidad casi se ha triplicado en todo el mundo, y para el 2016, mas de 1.900 millones
de personas adultas de 18 o0 mas afios tenian sobrepeso (el 39%), de los cuales, mas de
650 millones eran obesos (13%), y sobre el numero de nifios con obesidad o sobrepeso

menores de cinco afos superan los 41 millones (OMS, 2016).



De acuerdo al informe anual por la UNICEF en 2017, México ocupa el primer lugar
mundial en obesidad infantil (con el 33% de poblacién infantil en México, lo que indica
que 1 de cada 3 nifios tienen esta condicion), de acuerdo a datos mas actualizados del
INEGI en el 2018, uno de cada 20 infantes menores de 5 afios y uno de cada 3 entre los
6 y 19 anos tiene sobrepeso u obesidad, cifras que siguen posicionando a México entre
los primeros lugares en obesidad infantil a nivel mundial, problema que se presenta mas
a menudo en los estados del norte (Baja California Norte y Baja California Sur) y en
comunidades urbanas con el 39.7% y en menor proporcion en estados del sur del pais
(Oaxaca y Chiapas) en comunidades rurales con el 34.6%. Con respecto a los adultos,
los resultados de la ENSANUT MC de 2016 indican que México es el segundo lugar
mundial en personas adultas con 7 de cada 10 adultos (72.6% de poblacion adulta en
México) de ellos tienen sobrepeso u obesidad. Esta prevalencia es mayor en mujeres que
en hombres y es similar entre los grupos de 30 a 79 afios de edad. En la ultima encuesta
del 2018 del INEGI en colaboracién con la ENSANUT, la cifra de personas con sobrepeso
y obesidad aumento en adultos a un porcentaje de 75.2% (39.1% sobrepeso y 36.1%
obesidad) en donde la mayor prevalencia en sobrepeso es para hombres y en obesidad

para mujeres.

1.2.1. Modelos de induccion de obesidad con dietas hipercaléricas

Dado que la falta de informes es un sesgo importante en los estudios epidemiolégicos
sobre la dieta y la obesidad en seres humanos (Voss et al., 1998; Hebert et al., 2003), los
modelos animales se han utilizado ampliamente para tener una mejor comprension sobre
la obesidad alimentaria. Los efectos de la dieta dependen no solo de la composicion de
la dieta, sino también del tipo y la cepa del roedor. Por lo que las ratas tienen algunas
ventajas sobre los ratones y esto se debe a su mayor tamafo (por ejemplo, técnicas de
catéter, extraccion de sangre, etc.), ademas, la gran cantidad de estudios realizados en
obesidad en ratas, principalmente en ratas Wistar y Sprague-Dawley las convierte en los
roedores estandar para este tipo de experimento (Reuter, 2007; Young y Kirkland, 2007;
Hariri y Thibault, 2010; Roman et al., 2013). Con respecto a la dieta para inducir obesidad,
se han usado diferentes dietas con fracciones de grasa relativas entre 20% y 60% de

energia como grasa, y el componente basico de grasa varia entre las grasas derivadas



de animales, por ejemplo, manteca de cerdo o sebo de vaca, y aceites vegetales de maiz
o aceite de cartamo, también se han empleado dietas bien definidas y semipurificadas,
en las cuales el componente de grasa reemplaza a los carbohidratos y proteinas, y en el
caso mas sencillo simplemente se ha agregado grasa a un alimento estandar para
roedores (Buettner et al., 2007; Roman et al., 2013). La variedad de dietas ricas en grasas
en los modelos de obesidad en ratas ha contribuido significativamente al analisis de las
patologias asociadas a este padecimiento, de igual importancia estas dietas tienen
diferentes efectos metabdlicos y moleculares (Buettner et al., 2006).

Algunos estudios han informado que no todas las grasas son obesogénicas y que el perfil
de acidos grasos en la dieta en lugar de la cantidad de energia de las grasas es una
variable importante en el desarrollo de la obesidad en la dieta (DeLany et al., 2000;
Storlien et al., 2001; Ghibaudi et al., 2002; Kien et al., 2005).

En los modelos animales, la obesidad puede evaluarse mediante varios criterios, los
cuales son el aumento de peso corporal, el aumento del contenido de grasa corporal y el
indice de Lee para evaluar la obesidad en ratas que es similar al IMC en humanos
(valores superiores a 0.31 en el indice Lee es un indicador de obesidad). En la mayoria
de los estudios, el grado de obesidad se ha evaluado comparando el peso corporal del
grupo experimental alimentado con una dieta alta en grasas o con alto contenido
energético con animales control que muestran un crecimiento normal mientras se
alimentan con dieta estandar o baja en grasas (Ghibaudi et al., 2002; Levin y Dunn-
Meynell, 2002; Woods et al., 2003; Novelli et al., 2007). Las investigaciones previas han
determinado que la diferencia del peso corporal de las ratas control (grupo normal) contra
el grupo experimental (grupo obeso) en un rango del 10% al 25% es obesidad moderada
y mayor del 40% como obesidad severa (Levin y Dunn-Meynell, 2002; Woods et al.,
2003).

1.2.2. Uso de estatinas durante el sobrepeso y la obesidad

La HMG-CoA reductasa (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa) produce mevalonato y
es la principal enzima para la biosintesis de colesterol en el higado, inhibida de manera
competitiva y reversible por las estatinas a través de su anillo de lactona y cadenas
laterales que las ayudan a unirse al sitio activo de la enzima (Sirtori, 2014). Dado que el



mevalonato, producto de la reaccion HMG CoA reductasa, es el precursor no solo del
colesterol, sino también de muchos otros compuestos isoprenoides no esteroideos, la
inhibicion de esta enzima clave puede dar lugar a efectos pleiotropicos que se han
dividido en dos tipos, que incluyen: lipidos directos o vias de sefializacién intracelular
(Bellosta et al., 2000).

El tejido adiposo también es un productor de péptidos hormonales, llamados
adipocitocinas. La produccion y secrecion de estas moléculas son reguladas por factores
nutricionales y ambientales, dentro de estas se encuentra la leptina, adiponectina y el
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) (Dominguez, 2007). Las estatinas son agentes
hipolipemiantes que reducen la acumulacion de macréfagos en las placas
aterosclerdticas y los niveles de citoquinas proinflamatorias (TNF y IL-6) en individuos
hipercolesterolémicos (Rosenson et al., 1999).

A medida que las estatinas se volvieron mas utilizados en un mayor numero de pacientes
con obesidad, comenzaron a surgir sus efectos mas alla de la disminucion de los lipidos.
Tales efectos pleiotrépicos incluyen la mejora de la disfuncion endotelial, el aumento de
la biodisponibilidad del 6xido nitrico, los efectos antioxidantes, las propiedades
antiinflamatorias y la estabilizacion de las placas ateroscleréticas. Las investigaciones
indican que algunos de los efectos pleiotrépicos de las estatinas pueden no estar
relacionados con las propiedades reductoras del colesterol de los farmacos. Otros incluso
pueden estar completamente disociados de la inhibicion de HMG-CoA reductasa, y
muchos tienen lugar a concentraciones de farmaco muy bajas. Comprender el espectro
completo de beneficios asociados con la terapia con estatinas puede permitir una mejor
aplicacién terapéutica y fomentar el uso temprano de estatinas en los sindromes
coronarios agudos (Davignon, 2004).

Algunas de las estatinas se obtienen después de la fermentacion fungica: lovastatina,
pravastatina y simvastatina, otras por sintesis: fluvastatina, atorvastatina y cerivastatina
(Stancu y Sima, 2001), las estatinas tienen el higado como 6rgano diana (Blum, 1994).
Por las caracteristicas ya mencionadas de las estatinas es que se emplean en estudios
de obesidad en ratas como grupo estandar ya que la administracién de este compuesto

disminuye el perfil lipidico durante la obesidad como lo demuestra el estudio de Bais et



al., (2014) que utilizé simvastatina a una concentracion de 3mg/kg de peso y el de
Mnafgui et al., (2015) que administré fluvastatin a una concentracién de 2 mg/kg.
Asimismo, Las estatinas son una clase de medicamentos ampliamente recetados
desarrollados originalmente por sus propiedades hipolipemiantes, pero también tienen
una importante actividad antioxidante (Haendeler et al., 2004). Se ha demostrado que las
estatinas pueden tener la capacidad de atenuar el estrés oxidativo inducido por la
hiperglucemia mediante la inhibicion de la NADPH oxidasa vascular (Tsubouchi et al.,
2005), estimular los mecanismos de defensa enzimaticos (SOD, CAT, GPx, PON) y no
enzimaticos (GSH) frente al estrés oxidativo (Costa et al.,, 2016), disminuyen la
produccion de superoxido (Sanguigni et al., 2002) y reducen los marcadores de estrés
oxidativo (Li et al., 2002).

1.3. Plantas medicinales, capacidad antioxidante y protectora

Los metabolitos secundarios de las plantas, también denominados productos naturales o
metabolitos especializados, constituyen una amplia reserva de la biodiversidad quimica,
ya que mas de 200.000 estructuras quimicas diferentes han sido identificadas (Buchanan,
2015). Los metabolitos secundarios se forman a través de vias especializadas que
comienzan con los metabolitos primarios. Los metabolitos primarios, por el contrario,
tienen una amplia distribucion en todos los seres vivos y estan intimamente involucrados
en procesos vitales esenciales, asimismo, los metabolitos secundarios son importantes
para el organismo que los produce, en este caso para la planta (Herbert, 1989). La
capacidad de sintetizar metabolitos secundarios ha ido respondiendo evolutivamente a
necesidades especificas como suprimir el crecimiento de plantas vecinas, para evitar
patdgenos y herbivoros, atraer polinizadores, o para funciones celulares que son unicas
para la planta como tolerancia a sequias o incluso algun compuesto quimico (Pichersky
y Gang, 2000). Estos compuestos naturales se pueden dividir en cuatro clases
principales: los terpenoides, los fenilpropanoides, los glicésidos y los alcaloides (Garcia
y Carril, 2011).

En el area de la fitoquimica las plantas medicinales han centrado especial interés, ya que
son aquellas plantas que sintetizan compuestos llamados principios bioactivos o también

conocidos como principios activos, que son compuestos que desempefian funciones



farmacoldgicas, beneficiosas o perjudiciales, sobre el organismo vivo que consume o es
administrado con alguna planta medicinal. La utilidad de estos compuestos es de gran
importancia, ya que pueden servir como suplementos 0 medicamentos que alivien la
enfermedad o restablezca la salud pérdida; es decir, que pueden neutralizar o disminuir
el desequilibrio organico de una enfermedad. Las plantas medicinales se han
caracterizado por sus posibles compuestos bioactivos, que han sido separados y
sometidos a ensayos detallados de la bioactividad, identificacion de potenciales modos
de accion y sitios diana de estos compuestos (Estrella, 1995; Briskin, 2000). Actualmente,
un gran numero de compuestos bioactivos con propiedades medicinales son aislados de
plantas, de ahi la relevancia de buscar compuestos con propiedades biologicas para ser
utilizados en el desarrollo de nuevos medicamentos o aditivos alimentarios para generar
proteccion frente a diferentes enfermedades (Arredondo-Espinoza, 2011).

Igualmente, existen elementos minerales mayoritarios y trazas presentes en las plantas
medicinales que cumplen diversas funciones en el organismo vivo, entre ellas como
electrolitos, constituyentes de enzimas, materiales estructurales de huesos y dientes,
entre otras funciones, ya sea que se consuman como bebida, alimento, productos
nutracéuticos o cualquier otra forma (Martinez, 2016). El efecto protector de las plantas
es debido a la presencia de antioxidantes naturales como los compuestos fendlicos y
vitaminas, por esa razdn, los compuestos presentes naturalmente en las plantas
comestibles y medicinales con capacidad de estimular los sistemas antioxidantes

enzimaticos y no-enzimaticos se consideran benéficas (Ramos-Gomez et al., 2011).

El esfuerzo de muchas comunidades cientificas se ha centrado en el descubrimiento de
productos naturales como posibles farmacos contra la obesidad debido a la alta eficacia
de los fitoquimicos en la regulacion de los efectos bioquimicos y moleculares durante la
obesidad para disminuir la absorcion y el almacenamiento de grasas, ademas de la
atenuacion en el estrés oxidativo en esta condicion es una alternativa medicinal. Los
compuestos bioactivos de las plantas, poseen efectos contra la obesidad a través de
numerosos mecanismos, como la inhibicion enzimatica de la lipasas digestivas y
metabadlicas, la supresion del apetito, el aumento de la termogénesis y la inhibicion de la
proliferacion y diferenciacion de pre-adipocitos (Yun, 2010; Mohamed et al., 2014; Sun et
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al., 2016). Se han publicado varios informes sobre el efecto anti-obesogénico de los
extractos de plantas en modelos animales de obesidad (Bais et al., 2014; Mnafgui et al.,
2015; Jambocus et al., 2017).

Tabla 1. Compuestos aislados de plantas que presentan actividad anti-obesogénica.

Compuesto Planta Actividad anti-
obesogénica

Inhibidor de la lipasa
pancreatica (Cha et al.,
2012).

Supresores del apetito
(Moon et al., 2007)

Catequinas

Reduce la formacion de

Curcumina tejido adiposo (Ejaz et al.,
11 2009).
= = o
o L~ on Previene la acumulacion de
OCHz H3CO

lipidos (Pongchaidecha et
al., 2009).

Curcuma longa

1.4. Callistemon citrinus (Curtis) Skeels

Los efectos potenciales de los extractos de Callistemon citrinus (Curtis) Skeels in vitro
sugieren promover la proteccién de la salud durante la obesidad como se ha informado
previamente (Ahmed y Rahman, 2016; Sampath et al., 2016; Sampath et al., 2017;
Fayemi et al., 2019). Callistemon citrinus (Curtis) Skeels (syn. Callistemon lanceolatus),
también conocido como "Bottlebrush” o “escobillon" pertenece a la familia Myrtaceae,
planta arbustiva nativa de Australia y ampliamente cultivada en lugares tropicales, pero
en México solo crece como arbol ornamental (Goyal et al., 2012; Rios-Chavez et al.,
2019). Ademas, se han documentado varios propdsitos etnofarmacoldgicos de C. citrinus

para el tratamiento de trastornos gastrointestinales, enfermedades infecciosas y dolor
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(Sudhakar et al., 2004; Goyal et al., 2012) y los aborigenes australianos lo usaron como
alimento tradicional (Radulovi¢ et al., 2015).

Los extractos de Callistemon citrinus estan asociados con muchas propiedades
promotoras de la salud (Sumitra, 2014). Actualmente se han reportado propiedades
fitoterapéuticas benéficas en C. citrinus, tales como propiedades anticancerigenas contra
el cancer de mama (Ahmed et al., 2019) y colon (Lépez-Mejia et al., 2019), asi como
actividad cardioprotectora, renoprotectora y hepatoprotectora durante el cancer de colon
(Ortega-Pérez, 2017; Rodriguez-Magana, 2018). También se ha reportado actividad anti-
glucosidasa (Fayemi et al., 2019), antiinflamatorio (Radulovi¢ et al., 2015), para proteger
contra la diabetes tipo 2 (Kumar et al., 2011; Nazreen et al., 2012) y como antioxidante
(Haque et al., 2012). Estas propiedades medicinales de C. citrinus han sido atribuidas
principalmente a los compuestos fendlicos y terpenoides reportados previamente
(Petronilho et al.,, 2013; Ahmed et al., 2019; Rios-Chavez et al.,, 2019) con varios
compuestos bioactivos que incluyen 1,8-cineol, limoneno, linalool, mirceno, fitol, pineno,
espatulenol, terpineol y terpinoleno (Shukla et al., 2012; Petronilho et al., 2013; Sampath
et al., 2017). Sin embargo, todavia no existen evidencias cientificas del posible efecto de
las hojas de C. citrinus (Curtis) Skeels sobre el estrés oxidativo en la obesidad en un

modelo in vivo.

1.4.1. Caracteristicas de Callistemon citrinus (Curtis) Skeels

Es una planta arbustiva de 2-6 metros de altura, sus hojas son lanceoladas, planas y
coriaceas, desarrolla inflorescencias con pétalos de color verdosos, diminutos, discretos
y en algunos casos caducifolios, ademas tienen prominentes estambres rojos que son
llevados en espigas de unos 40-150 mm de largo (fig. 1), El fruto es una capsula pequefia
de textura lefiosa (Australian National Botanic Gardens, 2012; Greig, 1999; Montafo-
Neco, 2011; Perry y Hay, 1982). C. citrinus primero fue descrita por Curtis en 1794 y
posteriormente Skeels realizé algunas modificaciones en 1913, su clasificacion cientifica

actual es la siguiente (Missouri Botanical Garden, 2013):

o Reino: Plantae
o Division: Magnoliophyta
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o Clase: Magnoliopsida
o Orden: Myrtales
o Familia: Myrtaceae

o Geénero: Callistemon

o Especie: C. citrinus (Curtis) Skeels.

Figura 1. Hojas de Callistemon citrinus (imagen izquierda) e inflorescencia (imagen

derecha) (Fuente: Elaboracién propia).

2. Justificacion

Es importante encontrar una planta que tenga un efecto sobre el dafio ocasionado por
las especies reactivas en el organismo durante la obesidad inducida por una dieta
hipercaldrica para poder ser usada como un suplemento. Debido a que la obesidad se
caracteriza por un incremento permanente de estrés oxidativo, lo cual produce las
complicaciones relacionadas a la obesidad. Por lo que el presente trabajo tiene como
objetivo demostrar que el extracto de la hoja de Callistemon citrinus al tener una alta
capacidad antioxidante, altos niveles de fenoles y flavonoides podria ser usada para
prevenir los dafos ocasionados del estrés oxidativo en la obesidad por una dieta

hipercaldrica.
3. Hipotesis

El extracto de hoja de C. citrinus tiene capacidad antioxidante frente al estrés oxidativo

en la obesidad en rata.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo general
Determinar el efecto del extracto etandlico de hoja de Callistemon citrinus sobre el estrés

oxidativo en ratas alimentadas con una dieta hipercaldrica.

4.2. Objetivos especificos

1. Determinar el efecto del extracto etandlico de hoja de C. citrinus sobre los
parametros morfométricos en ratas alimentadas con una dieta hipercaldrica.

2. Analizar el efecto del extracto etandlico de hoja de C. citrinus sobre los parametros
bioquimicos en las ratas en ratas alimentadas con una dieta hipercalérica.

3. Cuantificar el efecto del extracto etandlico de hoja de C. citrinus sobre los
marcadores del estrés oxidativo en el higado y corazén en las ratas obesas con
una dieta hipercaldrica.

4. Evaluar el efecto del extracto etandlico de hoja de C. citrinus sobre las actividades
de las enzimas antioxidantes y detoxificantes en el higado y corazon en ratas

alimentadas con una dieta hipercaldrica.
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5. Estrategia Experimental

Para cumplir con los objetivos de la investigacion, la estrategia consistio en la colecta y
preparacion del extracto de hoja de Callistemon citrinus, después se implementé el
modelo in vivo de obesidad por medio de una dieta hipercaldrica, donde se administro el
extracto etandlico de hoja de C. citrinus durante trece semanas, posteriormente al termino
de las trece semanas se midieron los parametros morfométricos y bioquimicos en las
ratas para determinar el efecto que tuvo C. citrinus en estas mediciones. Finalmente se
llevé a cabo los analisis de las actividades enzimaticas en el higado y corazon, asi como
la cuantificacion de los marcadores de estrés oxidativos en los tejidos de interés. La

metodologia completa se explica en la figura 2.

Obtencion del Administracion del
Hojas de Callistemon extracto etanélico extracto modelo in vivo (ratas
citrinus (1 g tejido / 10 mL de (250mg/kg; dosis Wistar)
etanol 95%) diaria)
Control / Modelo de
obesidad en grupos Parametros Pardmetros e
experimentales morfométricos bioquimicos Sacrificio {semana 13)
(dieta hipercaldrica)
Organos Marcadores de estrés Determinaciones
(Higado y corazén) oxidativo enzimaticas

Figura 2. Estrategia experimental llevada a cabo para realizar la presente investigacion.
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6. Resultados
6.1. Capitulo I.
Efecto del extracto de hoja de C. citrinus sobre los parametros morfométricos y

bioquimicos en las ratas alimentadas con una dieta hipercaldrica.

RESUMEN

En el presente estudio se investigd el efecto del extracto etandlico de hojas de C. citrinus
sobre los parametros morfométricos y bioquimicos en ratas alimentadas con una dieta
hipercaldrica. Aleatoriamente 24 ratas Wistar se dividieron en 4 tratamientos de 6 ratas.
El grupo 1 fue control, los grupos 2, 3 y 4 se alimentaron con una dieta alta en grasas,
ademas, el grupo 3 se administré con simvastatina (3 mg/kg de peso corporal/oral
diariamente) y el grupo 4 se administré con extracto de hoja de Callistemon citrinus (250
mg/kg de peso corporal/oral diariamente) durante 13 semanas. A las 13 semanas del
procedimiento experimental, se midieron los parametros morfométricos y se tomé la
sangre para obtener los parametros bioquimicos. Los resultados mostraron que las ratas
tratadas con Callistemon citrinus tenian un peso corporal y parametros morfométricos
significativamente mas bajos que el grupo alimentado con una dieta alta en grasas
(p>0.05). Este estudio sugiere que las hojas de C. citrinus podrian usarse como agente
terapéutico contra la obesidad, debido a la disminucién del peso corporal.

Palabras clave: Obesidad, morfometria, parametros bioquimicos, efecto anti-

obesogénico, Callistemon citrinus.

ABSTRACT

In the present study, the effect of the ethanolic extract of C. citrinus leaves on
morphometric and biochemical parameters in rats fed a hypercaloric diet was
investigated. Randomly 24 Wistar rats were divided into 4 treatments of 6 rats. Group 1
was control, groups 2, 3 and 4 were fed a high fat diet, in addition, group 3 was
administered with simvastatin (3 mg/kg body weight/oral daily) and group 4 was
administered with Callistemon citrinus leaf extract (250 mg/kg body weight/oral daily) for
13 weeks. At the 13 weeks of the experimental procedure, the morphometric parameters
were measured and blood was taken to obtain the biochemical parameters. The results
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showed that the rats treated with Callistemon citrinus had a significantly lower body weight
and morphometric parameters than the group fed a high-fat diet (p> 0.05). This study
suggests that the leaves of C. citrinus could be used as a therapeutic agent against

obesity, due to help the decrease in body weight.

Keywords: Obesity, morphometry, biochemical parameters, anti-obesogenic effect,

Callistemon citrinus.

INTRODUCCION

La obesidad se ha convertido en un grave problema de salud y genera diversos
padecimientos que afectan a la poblacion; en primer lugar, es una enfermedad cronica,
multifactorial que produce alteraciones en el metabolismo de lipidos, en la presién arterial,
afecta la coagulacion, causa fibrindlisis e inflamacion y sensibilidad a la insulina; de igual
forma, es un factor de riesgo para el desarrollo de diversas enfermedades, de las cuales
las enfermedades metabdlicas y cardiovasculares, gastrointestinales. Por lo tanto, puede
ocasionar dislipidemias, enfermedades cardiacas, higado graso, hipertension,
carcinogénesis y diabetes tipo-2 (Amancio-Chassin et al., 2007; Tung et al., 2017).

Los modelos bioldgicos de dietas hipercaldricas en el estudio del sobrepeso y la obesidad
desempefian un papel muy importante en la prevencién y tratamiento de estos
padecimientos (Von-Diemen et al., 2006). De acuerdo con las recomendaciones de AIN-
93M (American Institute of Nutrition, 1993), el consumo diario de lipidos para ratas adultas
debe ser del 4%. El modelo dietético empleado en este estudio fue una dieta alta en
grasas que contenia 37% de grasas saturadas, siendo esta concentracion 9.25 veces
mas alta que la recomendada.

Los extractos etandlicos de hojas de C. citrinus tienen compuestos terpénicos, siendo el
1,8-cineol el mas abundante, ademas, tiene un contenido importante de fenoles y
flavonoides que presenta una importante capacidad antioxidante (Lépez-Mejia, 2018).
Los efectos benéficos de los extractos de Callistemon citrinus (Curtis) Skeels in vitro
sugieren tener efectos anti-obesogénicos como se ha informado previamente (Ahmed y
Rahman, 2016; Sampath et al., 2016; Sampath et al., 2017; Fayemi et al., 2019). En el
presente capitulo se analiza y discute el efecto de la administracion del extracto etandlico
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de hojas de C. citrinus sobre los parametros morfométricos y bioquimicos en ratas

obesas.

METODOLOGIA

Colecta del material biolégico y preparacion del extracto de hoja
Las hojas de Callistemon citrinus (Curtis) Skeels de plantas adultas fueron colectadas en

el mes de febrero del 2018 ubicadas sobre la Avenida Villa Universidad, calle localizada
a uno de los costados de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH)
en la ciudad de Morelia, Michoacan, México. Se realizd la identificacion por la M.C.
Patricia Silva del Herbario del Facultad de Biologia de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo (UMSNH) y se depositdé un duplicado de la planta bajo la referencia
EBUM23538.

Las hojas frescas se maceraron en una proporcion de 1:10 (1 g de tejido vegetal en 10
mL de etanol al 96%) y el extracto se dejo reposar en la oscuridad a temperatura ambiente
durante 5 dias. Posteriormente los extractos de la hoja se llevaron a sequedad utilizando
un rotavapor a una temperatura de 45°C. El extracto concentrado de la hoja se mantuvo

en refrigeracion a una temperatura de 4°C hasta su posterior utilizacion.

Animales

Se utilizaron ratas albino Wistar macho que fueron criadas y mantenidas en condiciones
estandar: en un ciclo de luz y oscuridad de 12:12 h, humedad relativa 60-70 %,
temperatura promedio de 20°C, con libre acceso de agua y alimento balanceado (Rodent
diet®) ad-libitum. Los animales pesaron entre 200-250 g con 8 semanas de edad al
comienzo del experimento y se alojaron en el bioterio del Instituto de Investigaciones
Quimico-Bioldgicas de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Toda la
atencion de los animales durante el procedimiento experimental se realizdé de acuerdo
con el Reglamento Federal para el cuidado y uso de animales de laboratorio emitido por
la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) del Ministerio de Agricultura de México.
Esta investigacion también fue aprobada por el comité de bioética para el uso de animales
de laboratorio de la UMSNH.
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Modelo de dieta hipercalorica

Se empled una dieta hipercaldrica anteriormente usada por Garcia-Berumen et al., (2019)
con ligeras modificaciones. Las ratas fueron alimentadas con una dieta que contenia 63%
de alimento normal (comida de rata marca Rodent diet®), 18.5% de manteca de cerdo y
18.5% de grasa vegetal de maiz, con fructosa al 25%. Se hizo esta dieta cada semana y

se almaceno a -20°C.

Los animales fueron divididos de manera aleatoria en cuatro grupos (con n = 6 por grupo):
grupo control, grupo dieta hipercaldrica (DH), grupo DH mas simvastatina (simv) y un
grupo DH administrado con el extracto de hoja de C. citrinus, todos los grupos tuvieron
libre acceso al agua.

Grupo | (Control): sirvi6 como grupo normal que fue alimentado con comida de rata
(comida estandar o pellet Rodent diet®) ad-libitum durante 13 semanas.

Grupo Il (DH): representd el control negativo en el cual los animales recibieron la DH
preparada ad-libitum por 13 semanas.

Grupo Il (DH + simv): control estandar en el que las ratas recibieron la DH ad libitum
mas simvastatina (3 mg/kg) administrada diariamente de manera oral con canula durante
13 semanas. La dosis de simvastatina se selecciond con base al informe previo de Bais
et al., (2014).

Grupo IV (DH + hoja): Recibieron la DH ad libitum y adicionalmente la administracion
diaria del extracto de hojas de C. citrinus 250 (mg/kg) de manera oral con canula durante
13 semanas. La dosis de extracto de hojas de C. citrinus se selecciond con base a
nuestros estudios previos del efecto hepatoprotector de C. citrinus (Lopez-Mejia et al.,
2016) y el efecto quimiomopreventivo de C. citrinus contra el cancer de colon (Lopez-
Mejia et al., 2019).
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El peso de todos los grupos se midi6 semanalmente. La duracion total del experimento
fue de 13 semanas. Después las ratas fueron sacrificas con una inyeccion intraperitoneal

de pentobarbital sédico (120 mg/Kg).

Sem 1 Pesados serinanalmente Sem 13

Grupo
Control

v

Grupo

*

4

— Eutanasia

v

DH + Simvastatina

*  Grupo
DH + Hoja

Extracto via oral (250 mg/kg)

* Grupo _{H Simvastatina via oral (3 mg/kg)

Figura 3. Imagen del modelo de induccién de obesidad con una dieta hipercaldrica (DH).
Se utilizaron 4 tratamientos con 6 ratas cada grupo, Grupo uno fue control, y los grupos
dos, tres y cuatro se les dio la DH. Los tratamientos 3 y 4 se les dio adicionalmente
simvastatina (3 mg/kg) y extracto etandlico de hojas de C. citrinus (250 mg/kg)

respectivamente. El experimento duro 13 semanas.

Medicidén de pardmetros morfométricos y bioquimicos

Al final de 13 semanas de procedimiento experimental, se midieron los parametros
morfométricos y se recogié la sangre para obtener el suero en el que se determinaron los
parametros bioquimicos, después de las mediciones, los animales se sacrificaron usando
una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sédico (120 mg/kg). El suero se centrifugd
(3000 rpm, 20 min, 4°C), el tejido adiposo total, el higado y el corazén se extrajeron y
pesaron. Los tejidos y el suero se almacenaron a -20°C hasta que se realizaron
posteriores analisis.

Se tomaron los siguientes parametros morfométricos, peso corporal total (BW) con
bascula electronica, longitud de nariz-ano (NAL) y longitud de nariz a cola usando una

cinta métrica. Para determinar el indice de adiposidad (Al) que es una medida del grado
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de grasa corporal que tiende a aumentar gradualmente con la obesidad, se calculé como
Al = (peso total del tejido adiposo / peso corporal final) * 100. Ademas, El indice de masa
corporal (IMC) (IMC = Kg / m?). En ratas, el indice de Lee (LI) es similar al IMC en
humanos, y se calculé con la ecuacion LI = [(3YBW) / NAL] * 10. La ganancia de peso
ganado (D) se calcul6 en el cambio de BW (%) con la ecuacion D = [(BW final - BW inicial)
/ BW inicial] * 100. Se calculd segun lo determinado (Novelli et al., 2007). Los niveles de
los parametros bioquimicos (triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL, VLDL, glucosa,
SGOT y SGPT) se realizaron en un espectrofotometro utilizando kits comerciales de
métodos enzimaticos colorimétricos (SPINREACT®). La proteina en suero se midié como
con el método de Bradford (1976) usando BSA como el estandar de proteina en

espectrofotometro.

Andlisis estadistico

Los seis animales se incluyeron en los tratamientos y los valores se expresaron como
media + error estandar (SEM) o desviacion estandar (SD). Los datos se analizaron
utilizando JMP version 8.0 mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via y para
determinar las diferencias estadisticas para el peso de los animales se utilizé la prueba
post hoc de Dunnett para comparaciones multiples entre el control y los grupos
experimentales. Para los parametros morfométricos y bioquimicos entre los grupos de
control y tratados, se siguio la prueba de comparacion multiple de Tukey. Se considero
que los valores eran indicativos de significancia estadistica *P<0.05. Los graficos se

realizaron en el software GraphPad Prism version 8.0.

RESULTADOS

En este estudio se utiliz6 un modelo de obesidad inducida por una dieta hipercaldrica en
ratas que es reproducible en varios experimentos, esta bien controlado y comparte
muchas caracteristicas con la obesidad humana. Como efecto de la dieta empleada las
ratas DH pesaron mas que los controles, de igual manera, el grupo DH + simvastatina y
DH + hoja mantuvieron un peso similar al grupo control a pesar de la dieta modificada,

por lo cual estos dos grupos mantuvieron este peso ante los cambios en la disponibilidad
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de energia. El estado de obesidad se reflej6 como un aumento moderado y significativo
a partir de la semana 6 del experimento en el peso corporal total.

Como se muestra en la fig. 4, las ratas que fueron alimentadas con una dieta alta en
grasas durante 13 semanas mostraron un aumento significativo del peso corporal a partir
de la sexta semana (15.5%) hasta la decimotercera semana (18%) en comparacién con
el grupo control. Los grupos tratados con simvastatina y C. citrinus en todas las semanas
mantuvieron el peso similar al control. En realidad, la simvastatina y el extracto de hojas
de C. citrinus en ratas alimentadas con DH atenu6 significativamente el aumento de peso
inducido por la DH, en un 14,6% y 22% respectivamente (P<0.05), en la ultima semana.
Estos resultados mostraron que C. citrinus (250 mg/b.w./diariamente) inhibi6é el aumento

de peso a diferencia de las ratas tratadas unicamente con la DH.

PESO SEMANAL

- CONTROL
-~ DH

DH + SIMVASTATINA
% DH + HOJA

O 1 L] 1 L] L] L] L] 1 T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
SEMANA

Figura 4. Peso corporal en ratas control y los diferentes tratamientos experimentales
durante las 13 semanas. Los valores se presentan como media * error estandar (ANOVA
seguido de Dunnett, *P<0.05, n=6).

La tabla 2 muestra los parametros morfométricos en ratas alimentadas con una dieta alta
en grasas al final de las 13 semanas, que indican que se observé una condicidén notable
de obesidad para el tratamiento DH. El grupo de DH tuvo incrementos significativos en la
circunferencia abdominal (14.37%), aumento de peso corporal (casi 50%), IMC (26.37%),

indice de adiposidad (66%) e indice Lee (12.12%) con respecto al control. Sin embargo,
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la hoja de C. citrinus decremento los parametros biométricos que indicaban reducciones
significativas en la circunferencia abdominal (12.21%), aumento de peso corporal
(40.44%), IMC (24.17%), indice de adiposidad (27.63%) e indice de Lee (9.09%)
respectivamente (P<0.05) en comparacion con el grupo DH. Se observaron resultados
similares a los mencionados en el grupo tratado con C. citrinus en ratas con DH mas
simvastatina. En el caso del higado y el corazén en los grupos experimentales no
mostraron cambios relacionados como la apariencia externa y el peso de los érganos en

comparacion con el grupo control.

Tabla 2. Parametros morfométricos, indicadores de la obesidad en ratas y pesos de los
organos analizados.

Parametros CONTROL DH DH + HFD +
morfométricos SIMVASTATINA HOJA
Circunferencia abdominal (cm) | 19.83 +1.60° 2316+ 1.162 20.50 + 1.37° 20.33+1.36 P
Longitud nariz-ano (cm) 25.41+1.20° 24.33+1.502 25.41+0.66 2 24.41+£0.912
Longitud nariz-cola (cm) 4533+ 1.862 4516 +3.322 4550+0.892 4466 +1.632
IMC (Kg/m?) 0.67 £0.02° 0.91+0.122 0.68+0.03b 0.69+0.09°
Ganacica de peso corporal 63.47 £30.37° | 117.53 +17.882 90.75 £ 19.40 &b 70.00 £ 17.64 ©
indice de adiposidad 2.90+0.60°¢ 854+1.842 457 +1.15b.¢ 6.18+0.39°
indice Lee 0.29+0.01° 0.33+0.022 0.30+0.01b 0.30+0.01°P
Peso de higado (g) 14.56 + 3.332 15.89 + 2.86 2 15.98 £+ 1.722 12.04 £ 3.192
Peso de corazén (g) 1.56 +0.432 1.39+0.182 1.34+0.222 1.13+0.202

Los valores son expresados como la media + SD (n=6, ANOVA seguido de Tukey, valores
estadisticamente diferentes (3, ?, °) entre grupos (P<0.05).

Como se muestra en la tabla 3, los tres tratamientos que se alimentaron con una dieta
alta en grasas, no presentaron cambios significativos en los pardametros como
triacilglicéridos, colesterol total, colesterol (HDL, LDL y VLDL), glucosa, proteinas totales,
albumina y las actividades enzimaticas de la transaminasa glutamico-oxaloacética

(SGOT) y transaminasa glutamico piravica (SGPT) en comparacién con el grupo control.
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experimentales.

Tabla 3. Analisis bioquimico de plasma en el grupo control y los diferentes grupos

Determinaciones CONTROL DH DH + HFD +
biogquimicas SIMVASTATINA HOJA
Lipidos

Triacilglicéridos (mg/dL)

119.66 + 59.832

146.16 £+ 64.702

126.16 £+ 45.402

136.33 +66.96 2

Colesterol total (mg/dL)

60.83 + 14.722

58.83 +12.282

53.00 + 17.822

72.00 + 18.922

VLDL (mg/dL)

HDL (mg/dL) 27.33£6372 25.83£5.702 24.00 +7.58° 33.00+8.312
LDL (mg/dL) 9.50£7.682 11.00 £ 7.182 5.00+4.852 11.66 + 7.582
2400+ 11.743 | 29.16+13.02° 25.33£9.022 27.33+13.602

Carbohidratos

Glucosa (mg/dL) ‘ 107.00 £ 9.892 106.50 + 17.67 2 104.00 + 14.142 97.00 +4.242
Proteinas
Proteinas totales (mg/mL) 15.99+2342 12.77 £+5.462 18.96 +0.862 18.50+0.852
Albumina (mg/mL) 3.58+0.522 299+0.682 3.51+0.172 3.10+0.252
SGOT (U/L) 116.66 + 11.552 75.16 £ 19.062 113.66 £+ 64.412 105.00 +62.412
SGPT (U/L) 52.00+9.462 52.66 + 6.53 2 74.83+39.40°2 54.33+13.632

Los valores son expresados como la media + SD (n=6, ANOVA seguido de Tukey, valores
estadisticamente diferentes (3, ?, °) entre grupos (P<0.05).

En una investigacién realizada por Mufioz et al., (2018) encontré que las ratas Sprague-
Dawley bajo una dieta hipercaldrica similar a la que se utilizé en este estudio, presentaron
un aumento de peso corporal y un alto indice de adiposidad, sin embargo, el perfil de
lipidos y las transaminasas no presentaron incrementos con respecto al control como se
observo en nuestro estudio. Auberval et al., (2014) encontrd que ratas Wistar a pesar de
haber tenido una dieta alta en grasas durante 2 meses no demostraron tener cambios en
el nivel del colesterol, resultado semejante a este estudio. En un trabajo realizado por
Huang et al., (2016) reportdé que una dieta alta en calorias con ratas Sprague-Dawley
tuvieron un incremento en el indice de adiposidad (total de tejido adiposo corporal) de

manera similar que en nuestro estudio con las ratas alimentadas con la DH.

DISCUSION
Las dietas ricas en grasas son muy apetecibles e inducen la obesidad, de igual

importancia estas dietas tienen diferentes efectos metabdlicos y moleculares (Buettner et
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al., 2006; Von-Diemen et al., 2006). Los efectos de la obesidad han sido ampliamente
estudiados en animales de experimentacion. Sin embargo, hay poca informacion
disponible sobre las relaciones entre la obesidad y los parametros morfométricos en

ratas, asi como las mediciones morfométricas y el perfil bioquimico (Novelli et al., 2007).

Se ha demostrado que puede darse la condicién de obesidad en ratas, sin embargo,
puede no haber cambios en el perfil lipidico a pesar de las ratas sean alimentadas con
una dieta alta en grasas. Esto puede deberse a que en una etapa temprana del desarrollo
de la alteracion metabdlica, la dieta alta en grasas esta dirigida a la deposicion en el tejido
adiposo que todavia conserva la capacidad de absorcidn de los acidos grasos libres
circulantes que evitan el almacenamiento en el higado y el daio en este érgano, de esta
manera, se encuentra un indice de adiposidad mas alto y un indice de Lee con un
aumento en el peso de las ratas tratadas con una dieta hipercaldrica. (Flatt, 1995; Mufioz
et al., 2018).

Se ha reportado anteriormente que el extracto etandlico de hoja de C. citrinus no suprime
la ingesta de calorias en ratas (L6pez-Mejia et al., 2019). Se ha reportado que el extracto
de la hoja de C. citrinus tiene capacidad inhibidora de la a-glucosidasa por lo cual reduce
la absorcion de carbohidratos y la produccion de glucosa gastrointestinal (Fayemi et al.,
2019). Los tres compuestos mayoritarios en el extracto de hoja de C. citrinus son el
limoneno (9.12%), el 1,8-cineol (14.73 %) y el a-terpineol (5.41%) (Petronilho et al., 2013).
El extracto de Lippia turbinata (Griseb) presenta una composicion quimica similar a C.
citrinus, dicha planta ha demostrado tener una actividad anti-lipasa (Quiroga et al., 2013).
Por lo tanto, el extracto de C. citrinus podrian tener una accion anti-obesogénica al
modular el metabolismo de las grasas y los carbohidratos para una reduccion significativa
del peso corporal como se refleja en los resultados de los parametros morfométricos y la

disminucién de la grasa en el tejido adiposo.

CONCLUSION

El efecto que tuvo el extracto de Callistemon citrinus (Curtis) Skeels contra la obesidad
inducida por una dieta alta en grasas y azucares en ratas Wistar demostrd ser un efecto
anti-obesogénico, debido a que los resultados de este estudio establecieron que la
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suplementacién diaria del extracto de hojas de C. citrinus puede revertir el aumento del
peso corporal, la disminucién de la formacion de tejido adiposo y la prevencién de dafos

hepaticos causados por la obesidad en el modelo in vivo.

LITERATURA CITADA DE CAPITULO I.

Ahmed, F., and Rahman, M. S. 2016. Preliminary assessment of free radical scavenging,
thrombolytic and membrane stabilizing capabilities of organic fractions of
Callistemon citrinus (Curtis.) skeels leaves. BMC complementary and alternative
medicine. 16(1): 247.

Amancio-Chassin O., Ortigoza Ramirez J., Durante Montiel I. 2007. Obesidad. Facultad
de Medicina, UNAM. Sitio web:
http://www.facmed.unam.mx/sms/seam2k1/2007/may_01_ponencia.html. Ultimo
acceso: 22 de enero de 2019.

American Institute of Nutrition (AIN-93M). 1993. Rodent diet. Sitio web:
http://www.zeiglerfeed.com/Literature/Purified%20Rodent%20Diet%20AIN-
93M.pdf. Ultimo acceso: 10 de enero de 2020.

Auberval, N., Dal, S., Bietiger, W., Pinget, M., Jeandidier, N., Maillard-Pedracini, E.,
Sigrist, S. 2014. Metabolic and oxidative stress markers in Wistar rats after 2
months on a high-fat diet. Diabetology & metabolic sindrome. 6(1): 130.

Bradford M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem.
72(1-2): 248-254.

Buettner, R., Parhofer, K. G., Woenckhaus, M., Wrede, C. E., Kunz-Schughart, L. A,,
Schdlmerich, J., Bollheimer, L. C. 2006. Defining high-fat-diet rat models: metabolic
and molecular effects of different fat types. Journal of molecular endocrinology.
36(3): 485-501.

Fayemi, P. O., Ozturk, |., Kaan, D., Ozcan, S., Yerer, M. B., Dokumaci, A. H., Yetim, H.
2019. Bioactivities of phytochemicals in Callistemon citrinus against multi-resistant
foodborne pathogens, alpha glucosidase inhibition and MCF-7 cancer cell line.

Biotechnology & Biotechnological Equipment. 33(1): 764-778.

26



Flatt, J. P. 1995. Use and storage of carbohydrate and fat. The American journal of clinical
nutrition. 61(4): 952S-959S.

Garcia-Berumen, C. ., Ortiz-Avila, O., Vargas-Vargas, M. A., del Rosario-Tamayo, B. A,
Guajardo-Lépez, C., Saavedra-Molina, A., Cortés-Rojo, C. 2019. The severity of
rat liver injury by fructose and high fat depends on the degree of respiratory
dysfunction and oxidative stress induced in mitochondria. Lipids in Health and
Disease. 18(1): 78.

Huang, C. C., Tung, Y. T., Huang, W. C., Chen, Y. M., Hsu, Y. J., Hsu, M. C. 2016.
Beneficial effects of cocoa, coffee, green tea, and garcinia complex supplement on
diet induced obesity in rats. BMC complementary and alternative medicine. 16(1):
100.

Lopez-Mejia A. 2018. Efecto protector del extracto de Callistemon citrinus en un modelo
de cancer de colon inducido en rata. Tesis de Maestria. Facultad de Biologia.
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH). Morelia,
Michoacan, México.

Lopez-Mejia, A., Ortega-Pérez, L. G., Godinez-Hernandez, D., Nateras-Marin, B.,
Meléndez-Herrera, E., Rios-Chavez, P. 2019. Chemopreventive effect of
Callistemon citrinus (Curtis) Skeels against colon cancer induced by 1, 2-
dimethylhydrazine in rats. Journal of cancer research and clinical oncology. 145(6):
1417-1426.

Munoz, S., Méndez, L., Dasilva, G., Torres, J., Ramos-Romero, S., Romeu, M., Medina,
I. 2018. Targeting Hepatic Protein Carbonylation and Oxidative Stress Occurring
on Diet-Induced Metabolic Diseases through the Supplementation with Fish QOils.
Marine drugs. 16(10): 353.

Norma Oficial Mexicana. NOM-062-Z00-1999. 2001. Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Diario Oficial de la
Federacion, 22 de agosto de 2001, (Primera Seccion) 107. Sitio web:
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/203498/NOM-062-ZO0-

1999 220801.pdf. Ultimo acceso: 10 de mayo de 2019.

27



Novelli, E. L. B., Diniz, Y. S., Galhardi, C. M., Ebaid, G. M. X., Rodrigues, H. G., Mani, F.,
Novelli Filho, J. L. V. B. 2007. Anthropometrical parameters and markers of obesity
in rats. Laboratory animals. 41(1): 111-119.

Quiroga, P. R., Grosso, N. R., Lante, A., Lomolino, G., Zygadlo, J. A., Nepote, V. 2013.
Chemical composition, antioxidant activity and anti-lipase activity of Origanum
vulgare and Lippia turbinata essential oils. International Journal of Food Science &
Technology. 48(3): 642-649.

Sampath, S., Kalimuthu, B., Veeramani, V., Janardhanam, S., Baran, M. A., and Chellan,
R. 2016. Evaluation of total antioxidant and free radical scavenging activities of
Callistemon citrinus (Curtis) Skeels extracts by biochemical and electron
paramagnetic resonance analyses. RSC advances. 6(15): 12382-12390.

Sampath, S., Veeramani, V., Krishnakumar, G. S., Sivalingam, U., Madurai, S. L., Chellan,
R. 2017. Evaluation of in vitro anticancer activity of 1, 8-Cineole—containing n-
hexane extract of Callistemon citrinus (Curtis) Skeels plant and its apoptotic
potential. Biomedicine & Pharmacotherapy. 93: 296-307.

Tung, Y-C., Hsieh, P-H., Pan, M-H., Ho, C-T. 2017. Cellular models for the evaluation of
the antiobesity effect of selected phytochemicals from food and herbs. Journal of
Food and Drug Analysis. 25: 100-110.

Von-Diemen, V., Trindade, E. N., Trindade, M. R. M. 2006. Experimental model to induce
obesity in rats. Acta Cirurgica Brasileira. 21(6): 425-429.

28



6.2. Capitulo Il
Efecto del extracto etandlico de hoja de C. citrinus sobre los marcadores del estrés

oxidativo en el higado y corazén de ratas obesas por una dieta hipercalérica.

RESUMEN

El estrés oxidativo como agente causante de la sobreproduccion de especies reactivas
de oxigeno ha sido identificado como principal factor involucrado en la formacion de
productos altamente oxidantes durante el consumo de dietas hipercaldricas. Esto ha
impulsado a la busqueda de estrategias para disminuir los biomarcadores de estrés
oxidativo, mismos que deterioran funciones celulares y a mejorar el estado redox del
glutation, antioxidante que contrarresta el dafio en la célula. El objetivo del estudio fue
investigar el efecto del extracto de hoja de C. citrinus sobre los biomarcadores de estrés
oxidativo en higado y corazén de ratas alimentadas con una dieta hipercaldrica. Las ratas
obesas mostraron un aumento en la carbonilacion de proteinas, una lipoperoxidacion
incrementada y una reduccion en el contenido de glutation en el estudio. El extracto de
C. citrinus ejercio un efecto benéfico al disminuir la formacion de estos productos
oxidativos y mantener el contenido de glutatién en higado y corazon de las ratas.
Palabras clave: Obesidad, lipoperoxidacion, proteinas carboniladas, glutatién reducido,

Callistemon citrinus, antioxidantes.

ABSTRACT

Oxidative stress as the causative agent of the overproduction of reactive oxygen species
has been identified as the main factor involved in the formation of highly oxidizing products
during the consumption of hypercaloric diets. This has prompted the search for strategies
to reduce biomarkers of oxidative stress, which deteriorate cellular functions and improve
the redox state of glutathione, an antioxidant that counteracts cell damage. The aim of the
study was to investigate the effect of C. citrinus leaf extract on biomarkers of oxidative
stress in the liver and heart of rats fed a hypercaloric diet. Our results showed that in the
liver and heart of obese rats had an increase in protein carbonylation, increased

lipoperoxidation products and a reduction in glutathione content
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Meanwhile the extract of C. citrinus exerted a beneficial effect by decreasing the formation
of these oxidative products and maintaining the glutathione content in the liver and heart
of the rats.

Keywords: Obesity, lipid peroxidation, carbonylated proteins, reduced glutathione,

Callistemon citrinus, antioxidants.

INTRODUCCION

El estrés nutricional causado por una dieta alta en grasas y carbohidratos promueve el
estrés oxidativo, como lo evidencian la formacién de productos de peroxidacion lipidica,
la carbonilacion de proteinas y los niveles reducidos de glutation (GSH) (biomarcadores
de estrés oxidativo) en los 6rganos. Estos cambios conducen a la iniciacién y al desarrollo
de varias enfermedades cronicas, tales como diabetes, obesidad y enfermedades
cardiovasculares (Rani et al., 2016). Los extractos etandlicos de hojas de C. citrinus
tienen un contenido importante de compuestos fitoquimicos (terpenos, compuestos
fendlicos y flavonoides) que presenta una alta capacidad antioxidante in vitro por lo que
se recomienda realizar investigacion con fines terapéuticos en enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo (Lépez-Mejia, 2018). El objetivo de este capitulo es
determinar el efecto del extracto etandlico de hoja de C. citrinus sobre los marcadores del

estrés oxidativo en el higado y corazon de ratas obesas por una dieta hipercaldrica.

METODOLOGIA
Modelo experimental de obesidad en rata Wistar por dieta hipercalérica
El cuidado de los animales, la experimentacion y el empleo de la dieta hipercalérica en

las ratas se describe en el capitulo | de la presente tesis.

Preparacién de homogenados de higado y corazén para proteinas carboniladas,
glutatién reducido, malondialdehido y 4-hidroxinonenal.

Se pesd 0.25 gramos de higado o corazédn, después ambos tejidos se homogenizaron en
un mortero agregando 1 mL de buffer de fosfato (10 mM; pH 7.4) y se agregé 5 uL de

BHT (5 mM) para las proteinas carboniladas y productos de lipoperoxidacion, finalmente

30



se centrifugo a 13000 rpm durante 20 minutos a 4°C y se filtré el sobrenadante para su

posterior uso (Magana-Rodriguez, 2018).

Proteinas totales

Las proteinas totales fueron determinadas usando el método de Bradford (1976)
adaptado para cuantificar bajas concentraciones mediante un micrométodo disponible
comercialmente (marca Sigma). Se us6 1 pL de homogenado de higado y corazédn,
después se le adiciond 799 pL de agua destilada, se mezclé y posteriormente se le
agregé 1 mL de reactivo de Bradford, se incubo a temperatura ambiente durante 5
minutos y se midio la absorbancia a 595 nm. Para el blanco solo se agregé 800 L de

agua destilada y el Bradford.

Técnica de malondialdehido y 4-hidroxinonenal

El ensayo de MDA y hidroxialquenos se realizé de acuerdo con el método de Johnston
etal., (2007) con ligeras modificaciones. Para la determinacion MDA en higado y corazén,
se agregaron 650 pL de 1-metil-2-fenilindol 10 mM y 200 pyL de muestra de homogenado
del tejido a tubos de microcentrifuga de 1.5 mL, mezclado con vortex, después de lo cual
se agregaron 150 pL de HCI al 37%. La mezcla de la reaccion se incubo a 45°C durante
60 minutos, luego se coloco en hielo para detener la reaccion y se midié a 586 nm. El
ensayo para el total de hidroxialquenos mas MDA se realizé de acuerdo con el ensayo
de MDA descrito anteriormente, excepto que el acido clorhidrico se reemplazé con el
mismo volumen de acido metanosulfénico al 37%. El blanco unicamente no llevo muestra
de homogenado y el volumen de este fue reemplazado con buffer de fosfatos (10 mM,
pH 7.4). El contenido de estos marcadores se expres6 en mM MDA/g de tejido y mM
HNE/g de tejido.

Técnica de proteinas carboniladas
La determinacion de las proteinas carboniladas permite confirmar el alto grado de estrés
oxidativo derivado de los productos de oxidacion lipidica. Para la determinacién de

proteinas carboniladas se llevé a cabo el método de Levine et al., (1999). El fundamento
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de este método consiste en que la DNPH reacciona con los grupos reactivos carbonilo,
originado la formacién de la 2,4-dinitrofenilhidrazona estable.

Los homogenado de higado y corazén deben tener 1 mg de proteina para ser llevandos
a 200 L de buffer de fosfatos (10 mM, pH 7.4), después se agrego 800 uL de DNPH
(2,4-Dinitrofenilhidrazina) (10 mM disuelto en HCI 2 M) y al mismo tiempo se realizé un
duplicado en el cual se sustituyé la DNPH por HCI (2 M); se mezclé e incubd en
obscuridad a temperatura ambiente durante 15 min, luego se agreg6 250 uL de acido
tricloroacético/agua desionizada (50% v/v), se mezclo con vortex y de nuevo se incubd a
20° C por 30 min. Luego se centrifugd a 5,000 rcf por 7 min y se tir6 el sobrenadante sin
mover el pellet formado, se prosigui6 a lavar el pellet con 1 mL de acetato de etilo/etanol
(1/1 viv) dejando reposar con el solvente de lavado por 10 min (haciendo tres lavados en
total a partir de centrifugar a 5,000 rcf por 7 min); después de centrifugar por tercera
ocasion se dejo secar el pellet y se resuspendié con 1 mL de hidrocloruro de guanidina
(6 M, disuelto en buffer de fosfatos 20 mM con pH 2.3), por ultimo, se centrifugaron a
2,000 rpm por 1 min y posteriormente se midieron las muestras a una absorbancia de
370 nm utilizando como blanco hidrocloruro de guanidina 6 M. La concentracion de PCO
se expres6 como UM usando la ecuacion: [uM PCO] = (10° * (Muestra de absorbancia

versus el coeficiente de extincion molar de 22.000 M- cm™").

Técnica de glutation reducido

Mediante la técnica de Sedlak y Lindsay (1968) se determind el contenido de glutation
reducido (GSH) en higado y corazén de la siguiente forma: en eppendorf se agregaron
62.5 uL de homogenado del tejido, 187.5 pL de Tris buffer (0.2 M, pH 8.2) y 12.5 uL de
acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DNTB) (0.01 M), se mezcld y posteriormente se
adicionaron 987.5 pyL de metanol absoluto, luego se colocaron en un mezclador de
laboratorio (shaker) a 240 rpm durante 15 minutos, después las muestras se
centrifugaron a 3000 rpm a temperatura ambiente durante 15 min. Finalmente, se
desarroll6 el color amarillo de la reaccion y se midid la absorbancia en un

espectrofotometro a 412 nm. Las unidades fueron expresadas como mM GSH/g de tejido.
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Anélisis estadistico

Los valores se expresan como media % error estandar de la media. Las diferencias
estadisticas se determinaron con analisis de varianza (ANOVA) de una via de JMP
version 8.0 seguido de la prueba post hoc de Dunnett para comparaciones multiples con
el grupo de control, se considerd un nivel de significancia de *P<0.05. Los graficos se

realizaron en el software GraphPad Prism version 8.0.

RESULTADOS

Malondialdehido y 4-hidroxinonenal

En cuanto a la concentracion de malondialdehido y 4-hidroxinonenal en higado se
encontré que el tratamiento DH tuvo un incremento significativo en estos productos
(35.64% en MDA 'y 69.49% en HNE) de lipoperoxidacion comparada con el grupo control,
ademas, en los tratamientos DH + simv y DH + hoja no se encontraron cambios en la
concentracion con respecto al control (diferencias del 20.01% vy 20.55%,

respectivamente) (fig. 5).
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Figura 5. Malondialdehido (A) y 4-hidroxinonenal (B) en el higado del grupo control y los
diferentes tratamientos. Los valores se presentan como media + error estandar (ANOVA
seguido de Dunnett, *P<0.05, n=6).

Por otro lado, la concentracion de MDA en corazén de los diferentes grupos
experimentales no se vio se afectada mantenido similitud con el grupo control, no
obstante, en el grupo DH se incremento significativamente (un 79.64%) en el 4-HNE con

respecto al grupo control, y en los grupos DH + simv (diferencia del 15.97% con control)
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y DH + hoja (15.06% con diferencia al control) no se encontraron cambios significativos

en los niveles de concentracién con respecto al control (fig. 6).
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Figura 6. Contenido de malondialdehido y 4-hidroxinonenal en el corazén del grupo
control y los diferentes tratamientos. Los valores se presentan como media + error
estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *P<0.05, n=6).

De acuerdo con nuestros resultados, la simvastatina causé un decremento significativo
del contenido de MDA del 16.7% en higado y para HNE en higado y corazén del 36.16%
y 58%, respectivamente, con relacion al grupo DH. De igual manera con el extracto de
hoja se observd una disminucion significativa de MDA del 15.61% y para HNE del 46%
en el higado, mientras que en el corazén se mostré una disminucion del 61.84% en HNE
con respecto al grupo DH. En cuanto a niveles de MDA en corazén se observd una
tendencia a disminuir del 0.70% para simvastatina y del 29.73% para extracto de hoja en
relacion al grupo DH.
Por lo tanto, la administracion de simvastatina y extracto de hoja presentaron un
decremento en el contenido de MDA y HNE en higado y corazon de las ratas contra el
grupo DH. Sin embargo, los productos de la lipoperoxidacion en estos tratamientos fueron
similares al de las ratas control.
Nuestros resultados estan de acuerdo con lo reportado por Ayala-Ruiz (2019) quien
demostrd una disminucién estadisticamente significativa en MDA y HNE en higado de
rata después de la administracion de simvastatina (3 mg/kg/dia durante 6 semanas) y
Macan et al., (2015) reporté un decremento significativo de MDA en higado (9%) y
corazon (11%) de ratas cuando se les administré simvastatina a 10 mg/kg durante 10
dias. Resultados similares fueron confirmados por experimentos de Magafia-Rodriguez
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(2018) quien comprobd una disminucion de MDA y HNE en higado de rata con cancer de
colon bajo la administracion de hoja de C. citrinus (250 mg/kg/dia durante 21 semanas).
Mnafgui et al., (2015) usando fluvastatina (2 mg/kg/dia) y acido cinamico (30 mg/kg/dia)
por 7 semanas obtuvo un efecto cardioprotector (Mnafgui et al., 2015) y Bais et al., 2014
encontrd un efecto hepatoprotector con extracto de Moringa oleifera (200 y 400 mg/kg/dia

por 7 semanas) en ratas.

Proteinas carboniladas

En el higado y el corazén el contenido de proteinas carboniladas (PCO) tuvo un
incremento significativo en el grupo DH (45.48% en el higado y 58.58% en corazén
comparado con el control), mientras tanto, para ambos 6rganos el grupo DH + simv y DH
+ hoja son semejantes al control (fig. 7), unicamente se presentd una diferencia del 0.55%
en el grupo administrado con simvastatina y del 6.70% en el grupo hoja en el higado con
relacion al control, mientras que en el corazén las diferencias fueron del 0.08% en el

grupo simvastatina y 0.96% con diferencia al control.
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Figura 7. Contenido de proteinas carboniladas en higado (A) y corazén (B) del grupo
control y los diferentes tratamientos. Los valores se presentan como media + error

estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *P<0.05, n=6).

Nuestros resultados estan de acuerdo con los resultados de Noeman et al., (2011) quien
obtuvo datos similares donde el contenido de proteinas carboniladas en el higado y
corazéon aumentan significativamente en ratas alimentadas con una dieta hipercaldrica

en comparacion con ratas normales.
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Glutation reducido

El contenido total de glutatién reducido disminuyo considerablemente en higado (33.16%)
y corazén (12.79%) del tratamiento DH siendo esta una disminucién significativa
comparada con el grupo control, ademas en ambos 6rganos el GSH en los grupos DH +
simvastatina y DH + hoja presentaron concentraciones de GSH similares al grupo control.
En el caso del higado, se presentd una diferencia del 15.19% en el grupo simvastatina y
3.5% en el grupo hoja, ambos grupos comprados con el control, en el corazon para el
grupo administrado con simvastatina y con hoja las diferencias fueron del 3.32% y 2.22%,

respecto a control (fig. 8).
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Figura 8. Contenido de glutatidon reducido en ratas control y los diferentes tratamientos
experimentales en el higado (A) y corazén (B). Los valores se presentan como media *

error estandar (prueba de Dunnett, *P<0.05, n=6).

El aumento de los aductos de proteinas, del MDA y 4-HNE esta correlacionado con la
disminuciéon de los niveles de GSH, este resultado confirma el efecto antioxidante del
GSH sobre los productos de lipoperoxidacion, nuestros resultados son semejante a lo
reportado por Deng et al., (2019) donde en las ratas del grupo DH mostraron
disminuciones significativas en los niveles GSH (P <0.05) en comparacion con el grupo
control. Por el contrario, los niveles de MDA en el grupo DH fueron significativamente

mas altos en comparacion con los del grupo control.
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DISCUSION

Las especies reactivas de oxigeno son capaces de dafar muchas macromoléculas
biolégicas como el ADN, ARN, proteinas y lipidos. Como resultado de este proceso, los
acidos grasos insaturados forman hidroperoxidos, que se descomponen aun mas en
productos de oxidacion secundarios, principalmente aldehidos, tales como el
malondialdehido (MDA) y el aldehido insaturado tal como el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE)
(Fang et al., 2002; Frankel, 2005) El consumo de niveles altos de grasas en la dieta causa
estrés oxidativo en los 6rganos de rata, principalmente en el higado ya que este 6rgano
participa en el metabolismo de los lipidos, por lo tanto, es propenso a un dafio oxidativo

potencial (Lecumberri et al., 2007).

En general, los compuestos carbonilicos formados de forma endogena durante la
peroxidacion lipidica y la glicoxidacion de carbohidratos son precursores de los productos
finales de la glucosilacion avanzada (AGEs) y los productos finales de la peroxidacién
lipidica avanzada (ALEs), que se forman por enlaces cruzados en las proteinas tisulares
(Dalle-Donne et al., 2003; Smit y Lutgers, 2004), de este manera los procesos de
oxidacion cambian las estructuras de las proteinas y, a menudo, se asocian con la
desnaturalizacion de las proteinas y la pérdida de la funcion biolégica (Grune, 2000;
Mehlhase y Grune, 2002).

El aumento de la PCO en el higado y corazén de ratas con obesidad, puede deberse por
el aumento de las ROS generadas durante la obesidad (Uzun et al., 2007) y al dano
generado por el MDA y HNE que estan incrementados en estos 6rganos, cabe mencionar
que el 4-HNE puede reaccionar con residuos de histidina (His), cisteina (Cis) o lisina (Lis)
de las proteinas, lo que lleva a la formacién de aductos de Michael estables con una
estructura hemiacetal (Schaur, 2003), asi mismo, el MDA reacciona con los residuos de
Lis formando bases de Schiff (Esterbauer, 1993).

La inhibicion de la formacién de PCO en higado por accion del extracto de hoja y
simvastatina, involucra el uso de antioxidantes, que bloquean el estrés oxidativo, ya que
parte de este mecanismo puede deberse que previenen de la peroxidacion de lipidos, la
generacion de aldehidos y el uso de eliminadores de carbonilo, que interactian mas
especificamente con aldehidos y neutralizan la formacién de aductos (Peyroux y

37



Sternberg, 2006), como se observa en la igualdad del contenido de PCO, MDA y 4-HNE
en higado y corazon de las ratas de grupo simvastatina y grupo hoja con respecto a
control. Ademas, el sistema no enzimatico esta constituido por una gran variedad de
sustancias antioxidantes, que pueden tener un origen endogeno (GSH) o a través de los
alimentos, entre los que se destacan los compuestos fendlicos (Barbosa et al., 2010). Por
otra parte, las estatinas han sido utilizadas en estudios con ratas obesas a manera de
grupo estandar, ya que esto permite comparar la actividad farmacolégica de las estatinas
con algun compuesto o extracto vegetal de interés, lo cual puede explicar, al menos en
parte, un posible mecanismo por el cual estos extractos o compuestos vegetales son
benéficos para la obesidad (Mnafgui et al., 2015; Bais et al., 2014). Lo que indica que los
efectos antioxidantes pueden contribuir en parte a las propiedades pleiotropicas clinicas
(efectos antiinflamatorios, inmunomodulatorios, antitrombdticos, antiproliferativos vy
antioxidantes) de esta clase de farmacos (Echeverri et al., 2005). De igual manera el
glutation reducido desempefia un papel muy importante en el metabolismo celular, ya que
participa en procesos de destoxificacidon de xendbioticos (a través de reacciones de
conjugacion) y defensa antioxidante (es un compuesto altamente reductor). Por lo cual,
se ha reportado que las disminuciones en el contenido celular de este biomarcador estan
directamente involucradas con dafo por estrés oxidativo (peroxidacion lipidica) (Pérez-
Mora, 2016). El hecho de que el extracto etandlico de hoja de C. citrinus mantenga los
niveles de GSH constantes (0 en algunos casos, aumentarlos) o en niveles normales
sugiere una alta actividad antioxidante de esta planta.

De este modo, el extracto etandlico de hoja de C. citrinus y simvastatina son agentes
antioxidantes que previenen del incremento de la peroxidacién lipidica y proteinas
carboniladas, por lo cual cabe destacar el papel protector del extracto de hoja en la
prevencion del dafo hepatico y cardiaco causado por el estrés oxidativo por una dieta

alta en grasas.

CONCLUSION
El consumo continuo de una dieta con altos niveles en grasas y alta en fructosa generé
estrés oxidativo en ratas: los niveles de proteinas carboniladas, MDA y 4-hidroxinonenal

aumentaron, mientras que los niveles de GSH disminuyeron. Por otro lado, la
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administracién de simvastatina y extracto etandlico de hojas de C. citrinus disminuyeron
la formacion de estos productos oxidativos y se mantuvo el contenido de glutation
reducido de igual manera que las ratas control. Por lo tanto, el equilibrio oxidante-
antioxidante inducido por el extracto de C. citrinus a lo largo de la DH parece evitar la

progresion del estrés oxidativo.
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6.3. Capitulo Il
Efecto del extracto etandlico de hoja de C. citrinus sobre las actividades de las
enzimas antioxidantes y detoxificante en el higado y corazén en ratas alimentadas

con una dieta hipercalorica.

RESUMEN

Durante el consumo de dietas hipercaldricas se da una sobreproduccion celular de
radicales libres, por lo cual, la célula cuenta con sistemas enzimaticos que permiten
contrarrestar el dafio causado por el estrés oxidativo en la obesidad. El objetivo del
presente trabajo fue investigar el efecto del extracto etandlico de hojas de C. citrinus
sobre las enzimas antioxidantes y detoxificantes en el higado y corazén de ratas
alimentadas con una dieta hipercaldrica. Las actividades enzimaticas del sistema
antioxidante (SOD, CAT, GPx, PON1 y GST) en el higado y corazén del grupo tratado
con la dieta rica en grasa (DH) se vieron afectadas. Mientras que en el grupo tratado con
el extracto etandlico de hojas de C. citrinus las actividades enzimaticas se mantuvieron
similar al grupo control. Este resultado sugiere un efecto protector de C. citrinus.
Palabras clave: Obesidad, actividad antioxidante enzimatica, actividad detoxificante

enzimatica, Callistemon citrinus.

ABSTRACT

Consumption of hypercaloric diets can produce an overproduction of free radicals,
however, the cell has enzymatic systems that allow to counteract the damage caused by
oxidative stress in obesity. The aim of this work was to investigate the effect of C. citrinus
extract on antioxidant and detoxifying enzymes in the liver and heart of rats fed a
hypercaloric diet. In this study the enzymatic activities (SOD, CAT, GPx, PON1 and GST)
in the liver and heart were affected in the group fed with high fat diet, meanwhile the
treatment of obese rat with the ethanolic extract of C. citrinus leaves, resulted in a
significant protecting against free radicals, keeping the enzymatic activities (SOD, CAT,
GPx, PON1 and GST) in the liver and heart similar to the control group.

Keywords: Obesity, enzymatic antioxidant activity, enzymatic detoxifying activity,

Callistemon citrinus.
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INTRODUCCION

Las enzimas son cruciales en el metabolismo, debido a que todos los componentes
celulares pueden interactuar con varias enzimas, y en efecto algunas enzimas se
denominan objetivo farmacoldgico (Demir et al., 2016). Naturalmente los antioxidantes se
usan para minimizar algunas enfermedades ocasionadas por el estrés oxidativo. Sin
embargo, las plantas incluyen varios compuestos naturales que pueden ser importantes
para algunos padecimientos de los seres vivos. Por lo tanto, el uso de plantas tiene un
lugar importante en la medicina (Krishnaiah et al., 2011). Callistemon citrinus contiene
gran cantidad de compuestos bioactivos que han demostrado que podrian intervenir en
la induccion de enzimas antioxidantes y de enzimas de fase Il durante procesos de estrés
oxidativo (Kumar et al., 2011; Lépez-Mejia, 2018). Por lo que el objetivo de este capitulo
es evaluar la capacidad de induccion de estas enzimas por el extracto de hoja de C.

citrinus en ratas alimentadas con una dieta hipercalérica.

METODOLOGIA
Proteinas totales
La concentracion de proteinas en los homogenados de higado y corazén se midio con el

método de Bradford (1976) como se menciona en el capitulo Il de la presente tesis.

Determinacion de la Superéxido dismutasa (SOD)

Con el método de Giannopolitis (1977) con ligeras modificaciones se determind la
actividad superéxido dismutasa por la generacién de aniones superoxido que reduce el
NTB (cloruro de tetrazolio nitroblue) a un producto de formazan. Se agregaron 641 uL de
buffer de fosfato (0.067 M) mas 10 uL de homogenados de higado y corazoén, 40 uL de
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (0.1 M) y 20 pL de cloruro de nitrotetrazolio azul
(NTB) (1.5 mM), finalmente se le afiadié 9 pL de riboflavina (0.1 mM), se mezcld
suavemente, y las muestras se iluminaron a una distancia de 15 cm con una lampara de
40 voltios, se expusieron durante 10 minutos y se midieron a 560 nm. El blanco contenia
todos los componentes excepto la muestra de tejido y no se iluming, y un segundo blanco

con homogenado del 6rgano y no se iluminé. La actividad especifica de la SOD se
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expresa como U/mg de proteina, en higado y corazén. Una unidad de actividad de la

SOD se expres6é como la cantidad de enzima que inhibe el 50% de la reduccion de NBT.

Determinacion de la Catalasa (CAT)

La actividad de catalasa se mide en base a la desaparicién del peréxido de hidrogeno
usando el método de Aebi (1984). La mezcla de solucion contiene 950 pL de buffer de
fosfato 50 mM pH 7.0, 25 uL de higado y corazén, y 25 pyL de H202 30 mM como sustrato.
El cambio de absorbancia se registré a 240 nm cada 30 s durante tres minutos. La
actividad enzimatica se expres6é como U/mg de proteina de CAT utilizando un coeficiente

de extincion molar de 43.6 M-' cm™".

Determinacion de la Glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de la enzima glutatién peroxidasa se midi6é por el método de Prabhu et al.,
(2001). La solucion de trabajo contenia NADPH 0.5 mM, glutatién reducido 100 mM, 1
unidad de la enzima glutatién reductasa, buffer de fosfato 50 mM pH 7.0, e hidroperoxido
de cumeno 30 mM. Se toman 975 pL de la solucion de trabajo y 25 yL de homogenado
de higado y corazén. Finalmente, la absorbancia se registré a 340 nm y se midié cada 30
s durante 5 minutos. La actividad de la GPx se expres6 como nmol/min por mililitro,

usando el coeficiente de extincion molar 6.22 mM-' cm™1.

Determinacion de la Glutation-S-transferasa (GST)

La actividad de la enzima glutation S-transferasa se midié de acuerdo a Lépez-Mejia et
al., (2019). Se preparo una solucion de trabajo que contenia: 980 uL de buffer de fosfato
0.1 M pH 6.5, 10 uL de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CNDB) 100 mM como sustrato y 10
ML de glutatién reducido, luego se mezclé ligeramente y se incubd a 30°C durante 15 min.
Se tomo6 1 uL del homogenado de higado y corazén, y se agregaron 999 pL de solucién
de trabajo. La absorbancia se registr6 a 340 nm cada 30 s durante 5 min. La actividad
enzimatica se reporta como nmol de conjugado GSH-CDNB por minuto/mg de proteina,

utilizando un coeficiente de extincidén molar de 9.6 mM~' cm™".

44



Determinacion de la Paraoxonasa (PON1)

La actividad de la arilesterasa o PON1 se determiné segun el método de Dantoine et al.,
(1998). Para cada homogenado se tomaron 5 pL de higado y corazén y 1 mL de solucién
de trabajo que contenia: buffer Tris-HCI 25 mM pH 8.0, CaCl2 10 mM y acetato de 4-
nitrofenilo 1 mM como sustrato y se mezclaron los componentes. Se registré el aumento
de la absorbancia debido a la hidrélisis del sustrato para formar p-nitrofenol y se midié a
402 nm cada 30 s durante 3 minutos, el blanco tenia agua para corregir la hidrdlisis no
enzimatica. La actividad de la PON1 se basé en 1 uM de fenol formado por minuto por

mg de proteina, utilizando el coeficiente de extincién molar 14.000 M-' cm-'.

Andlisis estadistico

Los valores se expresan como media = error estandar de la media. Para las
determinaciones enzimaticas las diferencias estadisticas se determinaron con analisis de
varianza (ANOVA) de una via de JMP version 8.0 seguido de la prueba post hoc de
Dunnett para comparaciones multiples con el grupo de control, se considerd un nivel de
significancia de *P<0.05. Los graficos se realizaron en el software GraphPad Prism

version 8.0.

RESULTADOS

La actividad enzimatica de la SOD en el higado de las ratas del grupo DH mostré un
decremento significativo (P<0.05) (del 42.51%) con respecto al grupo control. En cuanto
a la actividad de la SOD en los grupos DH + simvastatina y DH + C. citrinus, mantuvieron
una similitud con relacién al grupo control (16.12% y 5.97%, respectivamente). Por otro
lado, en el corazén el grupo DH presentd un incremento significativo en la SOD (P>0.05)
(del 22.99%) en comparacion al grupo control, y los grupos administrados con
simvastatina y extracto de hoja de C. citrinus tuvieron una actividad enzimatica de la SOD,

similar al control (con 0.97% y 13.36%, respectivamente) (figura 9).
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Figura 9. Actividad de la enzima superoxido dismutasa en el higado y corazén del grupo
control y los diferentes tratamientos experimentales. Los valores se presentan como
media % error estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *P<0.05, n=6).

La actividad de la catalasa presento un decremento notablemente en el grupo que se
alimentd unicamente con la dieta hipercaldrica (DH) en comparacion al control, en el
higado (menor a 18.18%) y corazén (disminucion del 30.16%) (fig. 10). Con relacién a los
grupos tratados con la dieta hipercalérica mas el extracto de hoja y dieta hipercaldrica
mas simvastatina no tuvieron diferencias significativas en cuanto a la actividad de esta
enzima en estos 6rganos con respecto al control, para simvastatina en higado fue una
diferencia del 12.78% y en el grupo hoja del 11.76%, en el caso del corazon la diferencia

en simvastatina fue del 15.62% y para hoja del 13.96%.
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Figura 10. Actividad de la enzima catalasa en el higado y corazdn del grupo control y los
diferentes tratamientos experimentales. Los valores se presentan como media + error
estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *P<0.05, n=6).
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La actividad de la enzima glutation peroxidasa en el higado disminuyo notablemente
(49.47%) en el grupo DH, en cambio, en el corazdn incremento (un 41.76%) respecto al
grupo control. En el resto de los tratamientos (administrados con simvastatina y hoja) no
hay diferencia estadistica en cuanto a la actividad de esta enzima en ambos érganos (fig.
11), en higado presentd una diferencia del 11.24% por encima del grupo control y en hoja
por abajo del 14.47%, para el corazon las diferencias fueron del 0.24% en simvastatina y

en hoja del 7.78% en comparacion con el control.
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Figura 11. Actividad de la enzima glutation peroxidasa en el higado y corazén del grupo
control y los diferentes tratamientos experimentales. Los valores se presentan como
media + error estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *P<0.05, n=6).

Por otra parte, la actividad de la PON1, se encontro significativamente incrementada en
el grupo DH con respecto a control, en el higado con un 63.08% y en el corazén con un
37.99%. Nuevamente los grupos administrados con simvastatina y extracto de hoja de C.

citrinus se comportaron similar al control en ambos érganos (fig. 12).
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Figura 12. Actividad de la enzima paraoxonasa uno o arilesterasa en el higado y corazon

del grupo control y los diferentes tratamientos experimentales. Los valores se presentan

como media * error estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *P<0.05, n=6).

Por ultimo, la actividad de la enzima GST (fig. 13), en el higado fue menor (p<0.05) (un

49.75%) y mayor en el corazdn (37.12%) en el tratamiento DH a diferencia del grupo

control. En los grupos DH, pero administrados con simvastatina (las diferencias fueron

del 16.77% en higado y del 0.58% en corazén, en comparacion al control) y el extracto

de hoja de C. citrinus (las diferencias fueron del 32.08% en higado y del 18.49% en

corazon, con respecto a control), la actividad de esta enzima no es diferente

estadisticamente para los dos dérganos en comparacion al grupo control en estos

tratamientos experimentales.
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Figura 13. Actividad de la enzima glutation s-transferasa en el higado y corazén del grupo

control y los diferentes tratamientos experimentales. Los valores se presentan como
media * error estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *P<0.05, n=6).
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Nuestros resultados estan de acuerdo con lo reportado por Noeman et al., (2011) quien
encontré danos en los niveles de las actividades de la GPx, GST y PON en corazén y en
higado de ratas administradas con una dieta alta en grasas, estos valores enzimaticos
son similares a las actividades de ambos 6rganos en las ratas alimentadas unicamente
con una dieta hipercalérica como en nuestro estudio. Nuestros resultados también estan
de acuerdo con Jimoh et al., (2018), que observé una reduccién en el estrés oxidativo
durante la obesidad asociada con una dieta alta en grasas en conejos administrados con
resveratrol, que es eficaz como antioxidante, donde se mantuvo la estabilidad de las
actividades de la SOD, CAT y GPx igual que en las ratas administradas con C. citrinus
como se presento en nuestra investigacion.

Otro estudio de Anila y Vijayalakshmi, (2003) ha demostrado que en una condicion
asociada a la obesidad en ratas disminuyen las enzimas SOD, CAT y GPX en higado y
corazoén, sin embargo, los flavonoides de Mangifera indica y Emblica officinalis logran
restaurar via induccion las enzimas del sistema enzimatico en ambos 6rganos de igual

forma que se observo con la administracion de C. citrinus.

DISCUSION

El hecho de que en el higado y el corazén de los grupos administrados con simvastatina
y hoja tengan actividades enzimaticas similares al control, indica que los extractos de C.
citrinus ayudan a mantener la funcion normal de la SOD, CAT, GPx, PON1 y GST. Esto
podria estar relacionado con la disminucion del dafio oxidativo en estos 6rganos del grupo

tratado con el extracto de C. citrinus.

Durante el consumo de dietas hipercaldricas, la -oxidacion mitocondrial y peroxisomal
de acidos grasos son vias metabdlicas clave para la homeostasis energética en 6rganos
como el higado y el corazén. Sin embargo, esta adaptacion metabdlica aumenta la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y los radicales libres, lo cual produce
un estrés oxidativo (Houten y Wanders, 2010; Begriche et al., 2013). La disminucién de
la actividad de las enzimas antioxidantes puede deberse al rapido consumo y al
agotamiento de estas enzimas en revertir el dafio de los radicales libres generados
durante el desarrollo de la obesidad (Noeman et al., 2011), por lo tanto, las ratas tratadas
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con C. citrinus fueron protegidas contra los dafios oxidativos en los érganos analizados,
posiblemente debido a los compuestos mayoritarios que presenta esta planta como son
el 1,8-cineol, limoneno, a-terpineol y a-pineno (Petronihlo et al., 2013; Sampath et al.,
2017) y actuan sinérgicamente para mantener el estado oxidante-antioxidante de las
enzimas SOD, CAT y GPx. Por consiguiente, un aumento de la actividad de la SOD, CAT
y GPx esta asociado a una mayor proteccion contra el estrés oxidativo, por lo que el
hecho de que el extracto de hoja de C. citrinus ayude a elevar la actividad estas enzimas
es altamente significativo (L6épez-Mejia, 2018).

Este efecto podria estar asociado por la inhibicion de la formacion de radicales libres que
modula la actividad de eliminacion de radicales que previene del estrés oxidativo. Estos
fitoquimicos desempenan el papel de antioxidantes para prevenir el estrés oxidativo como
se informo anteriormente en la evaluacion de antioxidantes totales de los extractos de C.
citrinus (Curtis) Skeels (Sampath et al.,, 2016). Al mismo tiempo, C. citrinus tiene
mecanismos potenciales de detoxificacidn-antioxidante mediante la regulacion de las
actividades de la enzima PON1 y la enzima de fase || GST, este efecto podria atribuirse
a la inhibicion de la formacion de moléculas electrofilicas.

En una investigacion realizada por Spitz et al., (1991) demostré que el aumento en el
nivel del GSH y la actividad enzimatica de la GST in vitro tuvieron un incremento en la
detoxificacion del 4-HNE, dado que una mayor actividad de la GST permite una mayor
desaparicion del 4-HNE y la reaccion depende de la concentracion de GSH como sustrato
parala GST, razon por la cual, sus resultados sugieren que el GSH y la GST proporcionan
una via biolégicamente significativa para la proteccion contra el dafio oxidativo por los
subproductos aldehidicos que ocasionan la peroxidacién lipidica de igual forma que en
nuestro estudio. En este sentido, en trabajos previos han sido reportados en C. citrinus
como anticancerigeno (Lépez-Mejia et al., 2019) antioxidante (Sampath et al., 2016),
antiinflamatorio (Radulovi¢ et al., 2015) y antidiabético (Kumar et al., 2011), propiedades
que podrian contribuir a la buena salud de los 6rganos en condiciones de obesidad. Por
lo tanto, C. citrinus mantuvo la concentracion normal de ROS por la alta capacidad
antioxidante (Sampath et al., 2016; Lopez-Mejia et al., 2019) y disminuyé los riesgos de
complicaciones oxidativas en la obesidad (Marseglia et al., 2015) como se observo en
ratas tratadas con C. citrinus. Los resultados obtenidos en el actual trabajo demuestran

50



la efectividad del extracto de Callistemon citrinus ya que ayudan a incrementar vy
mantener los niveles de las actividades enzimaticas durante la obesidad, es un
importante hallazgo como mecanismo de proteccion y prevencion contra el dafio oxidativo

en esta condicion.

CONCLUSION

En el presente estudio se encontré que a pesar de estar en una dieta hipercaldrica las
ratas con la administracion de Callistemon citrinus se logro restaurar las actividades
enzimaticas (SOD, CAT, GPx, PON1 y GST) en higado y corazén, esta podria ser la
razon principal para controlar los niveles basales de MDA, HNE y PCO (ver capitulo Il) y
el potencial de los fitoquimicos antioxidantes de C. citrinus junto con la participacion de
GSH para disminuir las ROS manteniendo un equilibrio redox al interactuar con las ROS
a través de interacciones directas o mediante conjugacion catalizada por las enzimas
GPx y GST, reduciendo asi las ROS que forman productos de peroxidacion lipidica y
posteriormente proteinas carboniladas. Los resultados de este estudio demostraron que
la administracién del extracto de C. citrinus puede prevenir de dafios oxidativos hepaticos
y cardiacos causados por la obesidad. Se recomienda mas investigacion para dilucidar
los mecanismos de los compuestos con propiedades farmacoldgicas de C. citrinus en las

diferentes vias moleculares durante la obesidad.
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7. Discusion General

Los efectos de la obesidad han sido ampliamente estudiados en animales de
experimentacion. Sin embargo, hay poca informacidon disponible sobre los parametros
morfométricos en ratas, el perfil bioquimico y el estrés oxidativo en ratas (Novelli et al.,
2007). De esta forma dentro de los reportes existentes sobre el estudio de la obesidad y
el estrés oxidativo, se analiza en la mayoria de investigaciones los efectos en las enzimas
y biomarcadores de estrés oxidativo en el higado, por lo que existen escasos reportes del

corazén y sus sistemas antioxidantes durante la obesidad.

El presente estudio demostré los efectos anti-obesogénico y antioxidantes del extracto
etandlico de hoja de Callistemon citrinus (Curtis) Skeels en el higado y corazén por la
obesidad inducida por una dieta alta en grasas en ratas Wistar. Se ha mencionado que
el extracto de hoja de C. citrinus no suprime la ingesta de calorias en ratas (L6pez-Mejia
et al.,, 2019). Los compuestos de C. citrinus bioactivos tienen una alta eficacia para
prevenir la obesidad mediante la inhibicion de las enzimas clave y los estimulantes
fitoconstituyentes del extracto frente al estrés oxidativo. La hoja de C. citrinus tiene
capacidad inhibidora de la a-glucosidasa para reducir la absorcion de carbohidratos y la
produccion de glucosa gastrointestinal (Fayemi et al.2019). Quiroga et al., (2013) reporta
que el extracto de Lippia turbinate, presenta una actividad anti-lipasa, cabe mencionar
que la composicidn de los fitoquimicos mayoritarios de L. turbinate es similar a la de C.
citrinus. Por lo tanto, los extractos de C. citrinus podrian tener un efecto sobre las enzimas
clave relacionadas con la obesidad, modulando el metabolismo de las grasas y
carbohidratos para una reduccién significativa del peso corporal como lo confirman
nuestros resultados de los parametros morfométricos, la disminucion significativa del

indice de adiposidad e indice Lee.

Por otro lado, ya se ha mencionado que, durante el consumo de dietas hipercaldricas,
aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y los radicales libres que
inducen al estrés oxidativo (Houten y Wanders, 2010; Begriche et al., 2013). Una cantidad
excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) tiene efectos perjudiciales sobre los
hepatocitos al daiar el ADN, los lipidos y las proteinas, lo que provoca interrupciones en
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la homeostasis celular y agrava las caracteristicas de la obesidad (Kohen y Nyska, 2002;
Matsuda y Shimomura, 2013). Por lo tanto, las ratas tratadas con hoja de C. citrinus
estaban protegieron contra la oxidacion en el higado y corazén. También, los fitoquimicos
como el 1,8-cineol, limoneno, a-terpineol y a-pineno presentes en la hoja de extracto de
C. citrinus (Petronilho et al., 2013; Sampath et al., 2017) actuan sinérgicamente para
mejorar el balance antioxidante con las enzimas SOD, CAT y GPx, este efecto podria
estar asociado por la formacion de inhibicién de radicales libres que modulan la actividad
de eliminacion de radicales que previenen el estrés oxidativo. Estos fitoquimicos
desempefian el papel de antioxidantes para prevenir el estrés oxidativo como se informé
anteriormente en la evaluacion del antioxidante total de los extractos de C. citrinus (Curtis)
Skeels (Sampath et al., 2016). Al mismo tiempo, C. citrinus tiene mecanismos potenciales
de desintoxicacion de antioxidantes al regular las actividades de la enzima PON1 y la
fase Il de la enzima GST, este efecto podria atribuirse a la inhibicion de la formacion de
moléculas electrofilicas. En este sentido, estudios previos se ha reportado que C. citrinus
tiene la capacidad de inducir mecanismos de detoxificacion enzimatica (Lopez-Mejia et
al., 2019) y antioxidantes (Kumar et al., 2011; Sampath et al., 2016), propiedades, que
podrian contribuir a la buena salud del higado y corazén en condiciones de obesidad en
rata. Entonces Callistemon citrinus al restaurar las actividades enzimaticas a niveles
basales, podria ser la razdn principal para controlar los niveles celulares de MDA, HNE y
PCO.

El potencial de los fitoquimicos antioxidantes de C. citrinus junto con la participacion de
GSH para disminuir ROS manteniendo un equilibrio redox al interactuar con ROS, de esta
C. citrinus mantuvo la concentracién normal de ROS por la alta capacidad antioxidante
(Sampath et al., 2016; Lopez-Mejia et al., 2019) y disminuyé los riesgos de
complicaciones oxidativas en la obesidad (Marseglia et al., 2015) como se observo en las

ratas tratadas con C. citrinus
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8. Conclusion General

En conclusion, este estudio demostré la eficacia del extracto etandlico de las hojas de
Callistemon citrinus mediante la atenuacion del aumento de peso corporal, que incluye la
disminucién de los parametros morfométricos (circunferencia abdominal, aumento de
peso corporal, IMC, indice de adiposidad e indice de Lee) que indican obesidad.
Callistemon citrinus tiene una alta actividad antioxidante sobre el estrés oxidativo en
animales con obesidad, restaurando via induccion las actividades enzimaticas (SOD,
CAT, GPx, GST y PON1) y contenido de glutation reducido, asi como la inhibicion de la
formacion de productos altamente oxidativos como MDA, 4-HNE y PCO. Por lo tanto, la
hoja de C. citrinus podria ser una alternativa terapéutica para el tratamiento de esta

afeccion y los procesos relacionados con la obesidad durante el estrés oxidativo.
Se recomienda mas investigacion para dilucidar los mecanismos de los compuestos con

propiedades farmacoldgicas de C. citrinus en las rutas bioquimicas y moleculares en el

proceso de obesidad.
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9. Mecanismo de accién sugerido por Callistemon citrinus en la obesidad

El mecanismo de proteccion del sistema enzimatico antioxidante y ciertos fitoquimicos de

C. citrinus pueden probablemente ayudar a regular las enzimas antioxidantes por medio

de la disminucion de radicales libres.
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Figura 14. Esquema del posible mecanismo de accion del extracto etandlico de hojas de

C. citrinus y sus fitoquimicos mayoritarios en condiciones de obesidad. Elaborado de

acuerdo a los procesos generales descritos para el extracto de hoja de esta planta y sus

compuestos mayoritarios ('Chaudhary et al., 2012; 2Greiner et al., 2013; *Ryu et al., 2014;
4Kim et al., 2015; Lopez-Meijia et al., 2019).
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Ademas, de una posible implicacion del extracto de hoja de C. citrinus y el glutatién en la
neutralizacion de reactivos intermediarios (MDA, HNE y PCO), especies reactivas de
oxigeno (GST y PON1). Por lo que Callistemon citrinus es responsable de ayudar a
mantener el equilibrio redox interactuando directa o indirectamente con las ROS, y
también esta involucrado junto con el GSH en la desintoxicacion de xenobidticos y
promocién del flujo oxidante de lipidos (GST y PON1) ya sea a través de interacciones
directas o mediante una accion concomitante con las enzimas. De esta manera se sugiere
la relacién del extracto de hoja de C. citrinus y la inhibicion del desarrollo patoldgico vy el

papel potencial de los diferentes fitoquimicos (fig. 14).
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11. Anexos

Anexo 1. Curva patron para la cuantificacién de MDA.

Curva patron de MDA
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Anexo 2. Curva patron para la cuantificacion de 4-HNE.
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Anexo 3. Curva patron para la cuantificacion de glutation reducido (GSH).
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