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I. RESUMEN

El consumo de dietas ricas en grasas y azicares resulta en una ingesta excesiva de energia que
cursa con la alteracion de la regulacion de multiples procesos metabdlicos como el aumento de
la adiposidad y la desregulacion de los niveles de glucosa y triglicéridos en sangre. Varios
estudios implican que la dieta y el metabolismo son moduladores importantes de la salud
cerebral y se ha sugerido que el aumento del estrés oxidante producido por los efectos del
consumo de dietas ricas en grasas y azucares puede mediar en la patogénesis cerebral y las
alteraciones cognitivas. Debido a la relacion estrecha entre el estrés oxidante y el deterioro
cognitivo, la terapia antioxidante para combatir el estrés oxidante a través de compuestos
activos, como las sustancias fitoquimicas, representa una alternativa terapéutica prometedora.
En este estudio, investigamos el efecto antioxidante de los compuestos mayoritarios de
Callistemon citrinus en el cerebro de ratas alimentadas con una dieta hipercalorica. 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), se dividieron aleatoriamente 48 ratas Wistar
macho en 8 tratamientos de 6 ratas. El grupo 1 fue el control; los grupos 2, 3,4,5,6,7y 8 se
alimentaron con una dieta alta en grasas y sacarosa. Adicionalmente, al grupo 3 se le administro
el extracto etandlico de hoja de Callistemon citrinus (200mg/kg de peso via oral con cénula) y
a los grupos 4, 5, 6, 7y 8, se les administro, por via oral con canula diariamente, d-limoneno
(0.4382mg/kg de peso), acido elagico (0.0743mg/kg de peso), 4cido galico (0.00694mg/kg de
peso), acido p-cumadrico (0.00047mg/kg de peso) y la mezcla de los compuestos a la misma
concentracion, respectivamente. Al final de 23 semanas, los animales fueron sacrificados con
una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sddico (120 mg/kg de peso corporal). El cerebro
fue extraido y se usé para determinar las enzimas del sistema antioxidante CAT, SOD, GPx y
PONI, determinar el contenido de los biomarcadores de estrés oxidante GSH, AOPP, MDA y
4-HNE, asi como para determinar las enzimas involucradas en el proceso proinflamatorio COX-
1 y COX-2, 5-LOX, XO y MPO. Los resultados mostraron que los compuestos y la mezcla de
ellos presentaron efectos positivos diferenciales sobre las actividades de las enzimas
antioxidantes, biomarcadores de estrés oxidante y las enzimas involucradas en el proceso
proinflamatorio en el cerebro de ratas alimentadas con una dieta hipercalorica, lo que sugiere la

importancia de estos compuestos en las actividades de Callistemon citrinus.



Palabras clave: Sistema antioxidante, sustancias fitoquimicas, grasas y azuicares, deterioro

cognitivo.



II. SUMMARY

A diet high in fat and sugar results in excessive energy intake, leading to altered regulation of
various metabolic processes, such as increased adiposity and dysregulation of blood glucose and
triglyceride levels. Several studies suggest that diet and metabolism are important modulators
of brain health. It has been suggested that elevated oxidative stress from high-fat and high-sugar
diets may affect brain pathogenesis and cognitive function impairment. Given the close
relationship between oxidative stress and cognitive impairment, antioxidant therapy to address
oxidative stress through active compounds like phytochemicals is a promising therapeutic
alternative. In this study, we examined the antioxidant effects of the major compounds from
Callistemon citrinus in the brains of rats fed a high-fat-sucrose diet. In accordance with the
Federal Regulation for the care and use of laboratory animals issued by the Mexican Official
Standard (NOM-062-Z00-1999), 48 male Wistar rats were randomly divided into 8 treatments
of 6 rats. Group 1 was the control; groups 2, 3, 4, 5, 6, 7, and 8 were fed a high-fat diet.
Additionally, group 3 received the ethanolic extract of Callistemon citrinus leaf (200 mg/kg of
body weight administered orally via cannula), while groups 4, 5, 6, 7, and 8 were given, also
orally by cannula daily d-limonene (0.4382 mg/kg of body weight), ellagic acid (0.0743 mg/kg
of body weight), gallic acid (0.00694 mg/kg of body weight), p-coumaric acid (0.00047 mg/kg
of body weight), and a mixture of the compounds at the same concentrations respectively. At
the end of 23 weeks, the animals were sacrificed using an intraperitoneal overdose of sodium
pentobarbital (120 mg/kg of body weight). The brain was extracted and used to evaluate the
antioxidant system enzymes CAT, SOD, GPx and PONI1, assess the content of oxidative stress
biomarkers GSH, AOPP, MDA and 4-HNE, as well as the enzymes involved in the
proinflammatory process, including COX-1, COX-2, 5-LOX, XO and MPO. The results showed
that the compounds and the mixture of them presented differential positive effects on the
activities of antioxidant enzymes, biomarkers of oxidative stress and enzymes involved in the
proinflammatory process in the brain of rats fed a hypercaloric diet, suggesting the importance

of these compounds in the activities of Callistemon citrinus.

Keywords: Antioxidant system, phytochemicals, fats and sugars, cognitive impairment.



III. INTRODUCCION
3.1. Radicales libres

Si bien los alimentos de la dieta representan los sustratos esenciales por medio de los cuales las
células pueden garantizar que exista suficiente energia disponible para mantener sus funciones
vitales, un consumo elevado de éstos puede conllevar a una desregulacion de los procesos
metabolicos del cuerpo. En particular, el consumo de dietas ricas en grasas y azlcar, mejor
conocidas por sus siglas en inglés como HFSD (High Fat Sugar Diet), resulta en una ingesta
excesiva de energia que cursa con la alteracion de la regulacion de maultiples procesos
metabolicos como el aumento de la adiposidad y la desregulacion de los niveles glucosa y
triacilglicéridos en sangre. Un elevado sustento dietético puede dar como resultado un
suministro excesivo de sustratos energéticos a las vias metabolicas en las células, lo que a su
vez puede aumentar la produccion de radicales libres, tales como las especies reactivas de
oxigeno, mejor conocidas por sus siglas en inglés como ROS (Reactive Oxygen Species) y
generar un estado de estrés oxidante cronico altamente perjudicial para la salud (McMurray et
al. 2016). Los radicales libres (RL) pueden definirse como moléculas o fragmentos moleculares
que contienen uno o mas electrones no apareados en su orbital atomico externo (Chaudhary et
al. 2023). El nimero impar de electrones de los radicales libres los hace ser moléculas inestables,
de vida corta y reactivas (Martemucci et al. 2022), confiriéndoles la capacidad de reaccionar

con moléculas adyacentes como las principales macromoléculas del cuerpo.
3.2. Especies reactivas de oxigeno

La mayoria de los RL que dafian los sistemas biologicos son radicales libres de oxigeno. Las
ROS involucra no sélo a los RL derivados del oxigeno, sino también a los no radicales derivados
de la reduccidon molecular del oxigeno (como el peroxido de hidrogeno) debido a que también
van a tender a ser especies con reactividad (Rodriguez y Chaverri, 2018). Las ROS incluyen,
entre otras, al anién superoxido (O27), el radical hidroxilo (-OH), el perdxido de hidrogeno
(H202), el acido hipocloroso, el 6xido nitrico (-NO) y el peroxinitrito (OONO-). Pueden
producirse a partir de fuentes exdgenas (radiacion ionizante, luz ultravioleta, tabaco, dieta, iones
de metales pesados como Fe, Cu, Cd y Ni, etc.) o enddgenas (respiraciéon celular,
lipoperoxidacion, actividad enzimdtica exacerbada de oxidasas, lipoxigenasas y

ciclooxigenasas, etc.) (Jomova et al. 2023). En la mayoria de los tipos de células, las
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mitocondrias representan los sitios de generacion mas importantes de ROS (McMurray ef al.
2016). Durante la transferencia de electrones a través de los complejos I, I y III de la cadena
transportadora de electrones en las mitocondrias, pueden existir fugas de electrones que pueden
reducir el oxigeno molecular liberando anién superdxido en la matriz o en el espacio
intermembranoso. Los complejos I y III representan los sitios con mayor contribuciéon en la

generacion de O>~ (Sinenko et al. 2021).

La alteracion del equilibrio entre el aumento de la generacion de ROS y la accion insuficiente
de los sistemas de defensa antioxidante se conoce como estrés oxidante (EO). El estrés oxidante
es un proceso perjudicial para los sistemas vivos que va a interferir en la capacidad de multiples
tejidos para funcionar con normalidad (Pantelis et al. 2023). Las ROS, en un nivel 6ptimo,
desempefian un papel crucial en procesos celulares como la defensa frente a agentes infecciosos,
la comunicacion celular y la maduracion de la estructura celular. Por ejemplo, las ROS pueden
participar en la sefializacion como segundos mensajeros; agentes fisiolégicos como el factor de
necrosis tumoral, factores de crecimiento y citocinas pueden estimular la formacion de ROS. Se
ha asociado a las ROS con un aumento de la actividad de las proteinas cinasas activadas por
mitogenos, mejor conocido por sus siglas en inglés como MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase), ya sea mediante la activacion de tirosina cinasas o la oxidacion-reduccion de residuos
de cisteina. Asimismo, a través de mecanismos como la oxidacion del grupo tiol (-SH) en los
residuos de cisteina, las ROS pueden regular la modificacion postraduccional, la actividad y la
reubicacion celular de las proteinas. En el cerebro, el oxido nitrico puede actuar como
neurotransmisor a través de la regulacion de la actividad sindptica por la S-nitrosilacion de
proteinas (Tauffenberger y Magistretti, 2021). Sin embargo, un nivel elevado de ROS puede
provocar un efecto dafiino en los sistemas bioldgicos, ya que son capaces de reaccionar con otras
biomoléculas como lipidos, proteinas, carbohidratos y &acidos nucleicos (ADN y ARN),
alterando la estructura y funcion de estds macromoléculas y ocasionando, por consiguiente, dafio

a nivel celular y tisular (Singh et al. 2022).
3.3. Obesidad

La obesidad es una enfermedad metabolica multifactorial que se caracteriza por una
acumulacion excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud (OMS, 2024). De acuerdo

a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el desequilibrio entre el ingreso y el gasto de
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calorias es la causa fundamental de la obesidad. El indice de masa corporal (IMC) es un
indicador simple de la relacion entre el peso y la talla de las personas que se utiliza
frecuentemente para identificar la obesidad en los adultos. EI IMC se calcula dividiendo el peso
de una persona en kilos por el cuadrado de su talla en metros (kg/m?). En el caso de los adultos,
la OMS define que existe sobrepeso cuando el IMC es igual o superior a 25 y obesidad cuando
el IMC es igual o superior a 30. Actualmente, la obesidad representa una enfermedad de
preocupacion mundial debido a su alta prevalencia. De acuerdo a estimaciones de la OMS, en
2022, alrededor del 16% de los adultos de 18 anos o mas en todo el mundo tenian obesidad.
Entre 1990 y 2022, la obesidad ha tenido un aumento a nivel mundial de mas del 100%. La
obesidad puede provocar un aumento del riesgo de diabetes de tipo 2 y cardiopatias, asi como
aumentar el riesgo de diferentes tipos de cancer. Asimismo, la obesidad puede influir de manera
importante en la calidad de vida de las personas, ya que puede afectar de manera negativa

factores como el suefio o el movimiento (OMS, 2024).

De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2024), en México, la
prevalencia de obesidad es de 37.1%, cifra que representa un incremento del 57.9% en los
ultimos 23 afios. De acuerdo a la ENSANUT, el mayor incremento de obesidad fue en las
personas adultas, donde la obesidad aumentd 78%. Por su parte, para el caso de la poblacion
escolar y adolescentes en México, la prevalencia de sobrepeso y obesidad es de 37% y de 40%,
respectivamente. México representa uno de los paises con mayor prevalencia de obesidad y se
encuentra entre los primeros lugares en obesidad infantil en el mundo. Dentro de los factores
que se han identificado como responsables de este aumento se encuentran los cambios en la
alimentacion y el estilo de vida saludable, como la disminucion de la actividad fisica. Asimismo,
se ha asociado a las bebidas energéticas industrializadas con la etiologia de la obesidad, ya que

representan una fuente importante de exceso de calorias de rapida digestion (ENSANUT, 2024).

En relacion a la obesidad infantil, se estima que al menos 1 de cada 20 nifios y nifias menores
de 5 afios padece obesidad. Por su parte, la proporcion de nifios y nifias mayores de 5 afios con
sobrepeso u obesidad es de 1 de cada 3, lo que favorece el riesgo de sufrir enfermedades
circulatorias, del corazén y de los rifiones, diabetes, entre otras. Dentro de las causas principales
de la obesidad y el sobrepeso en nifias y nifios se encuentra el consumo de alimentos procesados

con altos niveles de azlicar, grasas trans y sal, asi como de bebidas azucaradas de facil acceso y



bajo costo. Otro factor importante que se ha asociado con la prevalencia de sobrepeso y obesidad
infantil es la cantidad de actividad fisica que realizan los nifios, nifias y adolescentes, la cual se

cree que ha disminuido en los tltimos afios (UNICEF, 2016).
3.4. Obesidad y salud cerebral

Por otro lado, se ha asociado a la dieta y el metabolismo como moduladores importantes de la
salud cerebral. Mas particularmente, se ha inferido que una ingesta caldrica elevada puede
afectar negativamente el rendimiento cognitivo (Lizarbe et al. 2019). Asimismo, se ha implicado
a la obesidad como un mediador de la disfuncion cerebral (Morrison et al. 2010). Sin embargo,
a pasar de que afecciones como el sobrepeso y la obesidad han indicado en diversos estudios ser
mediadores importantes de la disfuncion cerebral, aun no se conoce por completo los efectos de
las alteraciones metabolicas que se cursan durante estas condiciones patoldgicas sobre la salud
cerebral. Se ha sugerido la posibilidad de que la ingesta de dietas ricas en grasas y la ingesta
elevada de hidratos carbono, que conlleva a alteraciones metabolicas como la desregulacion de
la glucosa o la adiposidad, puedan potenciar el deterioro cognitivo. En afecciones como la
obesidad, el consumo de HFSD puede conducir a un aumento del EO y teniendo en cuenta la
relacion bien documentada entre el EO y el deterioro cognitivo, se ha sugerido que el aumento
de éste producido por los efectos del consumo de HFSD puede mediar en la patogénesis cerebral

y las alteraciones cognitivas (Pantelis et al. 2023).
3.5. Vias metabolicas implicadas en la generacion de ROS durante la obesidad

En condiciones de obesidad puede existir un estado de alteracion del metabolismo que puede
manifestarse con niveles de glucosa y triacilglicéridos elevados. Se ha reportado que una
elevacion de los niveles de glucosa puede conducir a un aumento en los marcadores de dafio
oxidativo del ADN, productos de peroxidacion lipidica y productos avanzados de oxidacion de
proteinas (AOPP), junto con una actividad enzimatica antioxidante reducida y una elevacion de
ROS que conduce a la activacion de vias de sefializacion intracelular sensibles al estrés y que
dan como resultado la formacion de productos que inducen dafio celular. La via de los polioles,
la formacion de productos finales de glicacion avanzada (AGEs), la via de la proteina cinasa C
(PKC) y la via de la hexosamina representan las vias metabolicas estudiadas con mayor
implicacion en la generacion de radicales libres. Se cree que estas vias participan directamente

en la sobreproduccion de ROS en condiciones de sobrepeso y obesidad (Singh et al. 2022). Por
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ejemplo, una elevacion en los niveles de glucosa puede conducir a la saturacion de la enzima
hexocinasa y a una mayor concentracion de glucosa libre que puede activar la via de los polioles.
En la via de los polioles la glucosa se reduce a sorbitol por accion de la enzima aldosa reductasa,
que es dependiente de NADPH. Dado que la enzima aldosa reductasa es dependiente de
NADPH, una activacion exacerbada de esta enzima puede generar un desequilibrio entre la
reduccién del NADPH, junto con un nivel elevado de NADH, que puede actuar como sustrato
para que la enzima NADH oxidasa genere ROS. Asimismo, dado que la NADPH es una
coenzima que el glutation requiere para reducirse a partir del glutatiéon oxidado por la enzima
glutation reductasa, el agotamiento de los niveles de NADPH afecta directamente el contenido

de GSH, reduciendo sus niveles celulares (Rigalli et al. 2018).

Por otra parte, se reportado que los ROS pueden desempefiar un papel crucial en la inhibicion
de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) mediante la activacion de la
enzima poli-ADP-ribosa polimerasa-1 (PARP-1). PARP-1 es una enzima que participa en la
reparacion del ADN y se activa mediante la induccion de roturas de hebras en el ADN por accion
de ROS y de especies reactivas de nitrogeno. La activacion de PARP-1 por condiciones de
elevadas de ROS puede conducir a la inhibicion de GAPDH, lo que lleva a la acumulacion de
gliceraldehido-3-fosfato y otros productos glucoliticos en las células. La acumulacion de
gliceraldehido-3-fosfato, junto a condiciones que cursan con niveles de glucosa elevados, puede
conllevar a la activacion de la via de los AGEs mediante la sintesis de metilglioxal a través de
gliceraldehido-3-fosfato y fosfato de dihidroxiacetona o a la produccion de diacilglicerol, que
activa la via PKC. (Singh et al. 2022). Asimismo, una elevacion en la cantidad de fructosa-6-
fosfato da como resultado una regulacion positiva de la actividad de la enzima glutamina
fructosa-6-fosfato aminotransferasa, que es la principal enzima de la via de la hexosamina

(Jubaidi et al. 2022).

Dentro de los muchos efectos nocivos que conlleva la sobreproduccion de ROS vy, por
consiguiente, la generacion de EO en las células, la peroxidacion lipidica de las membranas y
la modificacion oxidativa de las proteinas resultan de los procesos con mayor repercusion y
nocividad para las células. La peroxidacion lipidica es un proceso que ocurre sobre los acidos
grasos poliinsaturados de las membranas y conlleva varias reacciones que incluyen la iniciacion,

la propagacion y la terminacion. Durante la peroxidacion lipidica, un atomo de hidrogeno es



extraido de un 4cido graso polinsaturado mediante la reaccion con una especie reactiva, como
por ejemplo un radical hidroxilo (-OH), formando asi un radical lipidico (L). El radical lipidico
interactia con el oxigeno molecular formando un radical lipidico peroxilo (LOO"). Después, las
especies LOO reaccionan con un atomo de hidrogeno de una molécula de acido graso cercana
para crear un hidroperoxido lipidico (LOOH), que se degrada en productos aldehidos reactivos
como el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-HHE). Como consecuencia de este
proceso, se produce un trastorno de la porcidon principal de lipidos de la membrana celular, lo
que puede provocar cambios en la fluidez y permeabilidad de las membranas, alteracion en los
canales de transporte idnico, asi como en la supresion de diferentes procesos metabdlicos
(Valgimigli ef al. 2023). Se ha reportado que los residuos proteicos de histidina, cisteina o lisina
de las proteinas pueden reaccionar con el 4-HNE para crear aductos de Michael, alterando la
estructura y funcion de las proteinas. Por su parte, el MDA puede reaccionar particularmente
con residuos de lisina para formar bases de Schiff. Tanto el MDA como el 4-HNE conducen a
la oxidacion de las proteinas y a la formacion consiguiente de los AOPP. Asimismo, el MDA y
el 4-HNE pueden conducir a la produccién de AGEs. Se ha vinculado al MDA y al 4-HNE con
el desarrollo de trastornos neuroldgicos relacionados con la edad y el envejecimiento.
Asimismo, se ha demostrado que el 4-HNE puede unirse covalentemente a las membranas de
neuronas, lo que conduce a la formacion y agregacion de ovillos neurofibrilares y, en ultima
instancia, produce disfuncion de las proteinas neuronales, muerte, deterioro cognitivo,

trastornos del lenguaje y otros sintomas neurodegenerativos (Li ef al. 2022).
3.6. Sistemas antioxidantes

Debido a la importancia de mantener las ROS dentro de niveles compatibles con la funcion
celular normal, los organismos han desarrollado mecanismos antioxidantes (Carvajal, 2019).
Estos mecanismos antioxidantes pueden ser generados de forma natural (antioxidantes
endogenos), o bien suministrados externamente a través de los alimentos (antioxidantes
exdgenos). Un antioxidante se define como cualquier sustancia que retrasa, previene o remueve
el dafio oxidante de una molécula blanco (Halliwell y Gutteridge, 2015). Otros autores definen
a los antioxidantes como sustancias que directamente van a eliminar ROS o que van a actuar
indirectamente para regular positivamente las defensas antioxidantes e inhibir Ia

sobreproduccion de ROS (Sotler ef al. 2019). Asi, los antioxidantes retrasan o inhiben el dafio



celular principalmente a través de su propiedad de eliminacion de radicales libres (Lobo et al.
2010). Las principales funciones de los antioxidantes son el neutralizar el exceso de radicales
libres, proteger las células contra sus efectos toxicos y contribuir a la prevencion de
enfermedades. Por parte de los antioxidantes endogenos en las células, éstos se pueden clasificar
como sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Dentro de las enzimas antioxidantes
directamente involucradas en la neutralizaciéon de las ROS se encuentran la superoxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx) (Pham ef al. 2008), mientras

que el principal antioxidante no enzimatico de los organismos es el glutation reducido (GSH).

Por otra parte, los antioxidantes exdgenos son aquellos que se encuentran en los alimentos
naturales, entre estos estdn las vitaminas A, E y C, los B-carotenos, fenoles, terpenos, etc., que
son necesarios para la actividad del sistema enzimatico endogeno (Delgado et al. 2010). En los
ultimos anos se ha incrementado el interés por la busqueda de antioxidantes naturales como una
alternativa para prevenir y contrarrestar las diversas enfermedades asociadas al estrés oxidante
(Viada et al. 2017). En este sentido, las plantas representan un importante centro de estudio
debido a la presencia de metabolitos secundarios (también llamados sustancias fitoquimicas)
con capacidades bioactivas, baja toxicidad y falta de efectos secundarios que normalmente se
encuentran en los medicamentos. Hoy en dia, muchos farmacos se derivan de plantas naturales.
Los terpenos y los fenoles, por ejemplo, son un grupo de metabolitos secundarios a los cuales
se les ha reportado actividades antioxidantes, antinociceptivas, gastroprotectoras,

antiinflamatorias y neuroprotectoras (Mony et al. 2022).
3.7. Callistemon citrinus

En este sentido, Callistemon citrinus es una planta nativa de Australia que pertenece a la familia
Mpyrtaceae y que se le conoce comunmente como cepillo de botella. Es una planta considerada
como un arbol ornamental en México. Sin embargo, en otros paises, esta especie se usa en la
medicina popular (Rios et al. 2019). Durante los tltimos afos se han estudiado las propiedades
de esta planta, encontrando que las diferentes partes de ésta consisten principalmente en
componentes activos, tales como compuestos fendlicos, flavonoides, terpenoides, etc.
(Petronilho et al. 2013). Asimismo, se han reportado propiedades fitoterapéuticas beneficiosas
de C. citrinus como actividad anticancerigena en colon (Lopez ef al. 2019) y en mama (Ahmed

et al. 2019), actividad antiinflamatoria (Radulovi¢ et al. 2015), efecto positivo contra la diabetes
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tipo 2 (Kumar et al. 2011), asi como actividades hepatoprotectoras, hipolipemiantes,

antiflingicas y antibacterianas (Petronilho ef al. 2013).

Por parte de nuestro equipo de trabajo, ya se ha realizado el estudio sobre la toxicidad de la
planta. En el estudio llevado a cabo por Ortega et al. 2022, se realiz la evaluacion de toxicidad
en ratas Wistar tratadas durante 28 dias con una dosis de 1000 mg/kg de extracto de hojas de
Callistemon citrinus. Los resultados mostraron que no se presentaron signos de toxicidad, ni se
observaron signos de dafio en los 6rganos internos ni muerte durante el tratamiento. Asimismo,
no se observaron signos de comportamiento anormal en las ratas tratadas, ni cambios
significativos en el peso de las ratas después de los 28 dias del tratamiento. Por otro lado, nuestro
equipo de trabajo ya ha reportado también el efecto antioxidante del extracto de hoja C. citrinus.
En el articulo de Ortega ef al. 2022, se evalu6 el efecto antioxidante del extracto de hoja C.
citrinus en ratas Wistar que fueron alimentadas durante 15 semanas con una dieta rica en grasas
y fructosa. Los resultados mostraron que el grupo tratado con la dieta hipercalorica + el extracto
de hoja de C. citrinus moduld las enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx, GST y PONI) y
redujo los biomarcadores de estrés oxidante (MDA, 4-HNE y AOPP) en el higado, rifiones,
corazon y estomago de las ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y fructosa. Por tltimo,
nuestro grupo de trabajo ya ha realizado también la evaluacion del efecto antioxidante de los
terpenos mayoritarios de la planta sobre ratas tratadas con una dieta alta en grasa y sacarosa. En
el estudio llevado a cabo por Ayala-Ruiz ef al. 2022, se evalu6 el efecto de los terpenos
mayoritarios de Callistemon citrinus frente al estrés oxidativo durante una dieta hipercaldrica
en ratas Wistar. El estudio mostré que el 1,8-cineol, el d-limoneno y el a-terpineol (terpenos
mayoritarios del extracto de la planta) atenuaron el estrés oxidante al reducir los biomarcadores
de estrés oxidativo como el MDA, 4-HNE y AOPP en el higado de las ratas tratadas con la dieta
hipercalérica durante 15 semanas. Asimismo, el 1,8-cineol, el d-limoneno y el a-terpineol
mostraron un efecto positivo sobre los parametros bioquimicos en suero, reduciendo los niveles

de glucosa y triacilglicéridos en las ratas tratadas con la dieta alta en grasa y sacarosa.
3.8. Compuestos mayoritarios de Callistemon citrinus

Por otro lado, el d-limoneno, de la familia de los terpenos, el acido gélico, el acido elagico y el
acido p-cumarico, de la familia de los polifenoles, han revelado en nuestros estudios de

cromatografia ser los compuestos mayoritarios del extracto de hoja de C. citrinus. A una
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concentracion del extracto de 200 mg/kg de peso, que representa la dosis a la cual nuestro grupo
de trabajo ha encontrado y reportado actividad del extracto, los compuestos mayoritarios se
encuentran presentes a las siguientes dosis: el d-limoneno a 0.4382mg/kg, el acido elagico a
0.0743mg/kg, el acido galico a 0.00694mg/kg y el acido p-cumarico a 0.00047mg/kg. Diferentes
reportes han demostrado que el limoneno tiene una alta capacidad para reducir los
biomarcadores de estrés oxidante como el MDA y para aumentar las actividades del sistema
antioxidante como la SOD, CAT y el GSH en el cerebro de ratas (Eddin ez al. 2021). Asimismo,
existen reportes de propiedades antioxidantes y antiinflamatorias para el acido galico en el
cerebro de ratas isquémicas, con propiedades de restauracion de las actividades enzimaticas del
sistema antioxidante como la SOD y la disminucién de biomarcadores de estrés oxidante como
el MDA (Mirshekari et al. 2020). Por su parte, diferentes ensayos han demostrado que el acido
elagico es un antioxidante eficaz debido a su capacidad eliminacién de radicales superoxido,
eliminacion de peroxido de hidrogeno y actividades quelantes de metales, que pueden minimizar
o prevenir la oxidacion de lipidos (Kilic et al. 2014). Mientras que para el caso del acido p-
cumdrico, los efectos beneficiosos que se han informado incluyen efectos antiinflamatorios,

antihiperlipidémicos, antimicrobianos, antidiabéticos y neuroprotectores (Parvizi et al. 2020).

Con base a lo anterior, C. citrinus es una planta altamente atractiva para el estudio de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidante debido a su gran cantidad de compuestos
bioactivos. Y dado que el estrés oxidante es un estado fuertemente vinculado con la disfuncion
cerebral, el potencial terapéutico para combatir estas condiciones patoldgicas a través de
compuestos con propiedades activas es muy prometedor. En este sentido, el objetivo del presente
trabajo es evaluar el efecto antioxidante de los compuestos mayoritarios de Callistemon citrinus

en el cerebro de ratas alimentadas con una dieta hipercalorica.
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IV. JUSTIFICACION

La obesidad representa una enfermedad multifactorial de gran preocupacion debido a su alta
prevalencia a nivel mundial. Durante esta condicion patoldgica, el consumo de una dieta alta en
grasas y azucares puede conducir a la sobreproduccion de ROS y a la generacion consiguiente
de un estado de estrés oxidante sistémico. Teniendo en cuenta la relacion bien documentada
entre el estrés oxidante y el deterioro cognitivo, se ha sugerido que el aumento de EO producido
por los efectos del consumo de HFSD puede mediar en la patogénesis cerebral. Debido a ello,
se sugiere que la terapia antioxidante representa una via prometedora para el tratamiento de estas
afecciones, por lo que buscar alternativas naturales que puedan utilizarse como una estrategia
terapéutica para modular la capacidad antioxidante y atenuar el dafio por estrés oxidante es de
suma importancia. Si bien se ha demostrado en varios estudios que el extracto de hoja de C.
citrinus tiene efectos antioxidantes sobre el estrés oxidante en animales con obesidad, ningun
trabajo ha evaluado el efecto antioxidante de los compuestos mayoritarios del extracto de esta
planta sobre el estrés oxidante en el cerebro de ratas con obesidad. Por ello, el objetivo del
presente trabajo es evaluar el efecto antioxidante de los compuestos mayoritarios de Callistemon

citrinus en el cerebro de ratas alimentadas con una dieta hipercalérica.
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V. HIPOTESIS

Los compuestos mayoritarios de Callistemon citrinus tienen la capacidad de modular la
actividad antioxidante y atenuar el dafio por el estrés oxidante que se genera en el cerebro de

ratas alimentadas con una dieta hipercaldrica.
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VI. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto antioxidante de los compuestos mayoritarios de Callistemon citrinus en el

cerebro de ratas alimentadas con una dieta hipercaldrica.
6.2. Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de los compuestos mayoritarios de C. citrinus sobre las enzimas

antioxidantes en el cerebro de ratas alimentadas con una dieta hipercaldrica.

2. Determinar el efecto de los compuestos mayoritarios de C. citrinus sobre los biomarcadores

de estrés oxidante en el cerebro de ratas alimentadas con una dieta hipercalorica.

3. Determinar el efecto de los compuestos mayoritarios de C. citrinus sobre las enzimas
involucradas en el proceso proinflamatorio en el cerebro de ratas alimentadas con una dieta

hipercalorica.
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VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

ors

a Determinacion enzimatica:
§ \ CAT, SOD, GPx y PON1

Compuestos mayoritarios Recoleccion y obtencion del _— / —
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indice de Lee e indice de adiposidad glucosa y triacilglicéridos

Fig. 1. Estrategia experimental. Como primer paso se adquirieron los compuestos d-
limoneno, acido galico, acido elagico y acido p-cumdrico. El segundo paso consistio en la
recoleccion y obtencidn del extracto de hoja de Callistemon citrinus. El tercer paso consistio
en la preparacion del alimento alto en grasas y sacarosa. Después, se prosiguid con la
administracion de los compuestos y el extracto de C. citrinus, asi como de la alimentacion
con la dieta hipercaldrica durante 23 semanas. Transcurrido las 23 semanas, se prosiguié con
la medicion de los pardmetros de antropométricos y bioquimicos en suero. Después de la
eutanasia de los ejemplares, se extrajo el cerebro completo y se determinaron las enzimas del
sistema antioxidante, los biomarcadores de estrés oxidante y las enzimas involucradas en el
proceso proinflamatorio.
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VIII. MATERIALES Y METODOS
8.1. Compuestos quimicos

El d-limoneno, el 4cido galico, el 4cido elagico, el 4cido p-cumarico y todos los demas productos

quimicos y reactivos fueron de calidad analitica y se adquirieron en Sigma-Aldrich Company®.
8.2. Recoleccion de plantas y preparacion del extracto etandlico

Se recolectaron hojas de Callistemon citrinus en la ciudad de Morelia, Mich., México en agosto
de 2023. Las hojas frescas se maceraron en una proporcion de 1:10 (1 g de tejido vegetal en
10mL de etanol al 95%). El extracto se dejé reposar a temperatura ambiente en oscuridad
durante 5 dias. Posteriormente, se secé por evaporacion con eliminacion de vacio en un

rotavapor a 45 °C y se almacen6 a 4 °C hasta su posterior utilizacion.

8.3. Animales

Como modelo experimental se utilizaron ratas albino macho de la cepa Wistar con un peso de
200-250 g (8 semanas de edad), las cuales se obtuvieron del bioterio de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Los ejemplares fueron alojados en el bioterio del
Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas de la Universidad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo y fueron criados bajo condiciones estdndar; con un ciclo de 12 horas luz/12 horas
oscuridad, temperatura promedio de 20°C, humedad relativa de 60-70 %, con libre acceso de
agua y alimento balanceado. La manipulacion y experimentacion de los animales se realizo 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) de la Secretaria de Agricultura y

Desarrollo de México.
8.4. Induccion de obesidad

El modelo experimental tuvo una duracion de 23 semanas. Los grupos experimentales quedaron
conformados de la siguiente manera: se dividieron aleatoriamente 48 ratas Wistar macho en 8
grupos (n= 6). El Grupo 1 fue el grupo control, que fue alimentado con una purina de comida
estandar para roedores (Rodent Chow Purina®) y agua ad libitum; el grupo 2 fue el Grupo HFSD
(High Fat Sugar Diet), que fue alimentado con una dieta rica en grasas y sacarosa. La dieta

hipercaldrica contuvo 41.66% del alimento Rodent Chow Purina®, 20.83% de grasa vegetal,
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20.83% manteca de cerdo, 16.66% de sacarosa y agua ad libitum; los demas grupos fueron
alimentados con la misma dieta del Grupo 2. Adicionalmente, al Grupo 3 se le administré el
extracto etanolico de hoja de Callistemon citrinus (200mg/kg de peso via oral con cénula), y a
los grupos 4, 5, 6, 7 y 8, se les administrd, por via oral con canula diariamente, d-limoneno
(0.4382mg/kg de peso), acido elagico (0.0743mg/kg de peso), acido galico (0.00694mg/kg de
peso), acido p-cumarico (0.00047mg/kg de peso), y la mezcla de los compuestos a la misma
concentracion, respectivamente. Al final de 23 semanas, los animales fueron sacrificados con
una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sodico (120 mg/kg de peso corporal). El cerebro

fue extraido y se usé para las determinaciones a evaluar.
8.5. Parametros antropométricos

Al final de las 23 semanas de tratamiento se midieron los siguientes pardmetros
antropométricos: peso corporal final (PCF), con una bascula electronica, longitud nariz-ano
(LNA) y longitud de nariz-cola (LNC) utilizando una cinta métrica. El indice de adiposidad (IA)
se calcul6 de la siguiente manera: IA = (peso total del tejido adiposo (grasa visceral) /PCF) x
100. Ademas, también se determiné el indice de masa corporal (IMC). Para ratas, el indice de
Lee (IL) es similar al IMC en humanos y se calculé de la siguiente manera: IL = (+/PCF/LNA)
% 1000. El indice especifico de aumento de masa corporal se determin6 de la siguiente manera:
ganancia de peso (GP) = dM/M x 100. Donde es dM representa la ganancia de peso corporal
durante dz = 2 — 1 y M representa el peso inicial de la rata (Novelli et al 2007).

8.6. Parametros bioquimicos en suero

Los parametros bioquimicos que se midieron fueron la glucosa y triacilglicéridos, los cuales se

midieron utilizando kits comerciales de la marca SPINREACT de métodos colorimétricos.
8.7. Homogeneizado de tejido cerebral

Se homogeneizo el cerebro completo en buffer de fosfatos 10 mM a 7,4 pH, y se centrifugd a
13,000 rpm durante 20 min a 4 °C. El sobrenadante se recuper6 y se almacend a -80 °C para
estimar los marcadores bioquimicos. La concentracion de proteina del cerebro completo se

estimo por el método de Bradford, 1976. Se us6 albumina de suero bovino como estandar y la
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absorbancia se midid en un espectrofotometro a 590 nm. Se tomé 1 pL del homogenizado del

cerebro completo para determinar la concentracion de proteina de cada individuo.

8.8. Determinaciones de las enzimas antioxidantes y biomarcadores de estrés oxidante en el

cerebro de ratas alimentadas con una dieta hipercalorica

Los experimentos para la determinacion de las enzimas y biomarcadores que fueron medidos se

efectuaron por duplicado.
8.8.1. Catalasa (CAT)

La actividad de la enzima catalasa se midio con base a la desaparicion del peroxido de hidrogeno
usando el método de Aebi, 1984. En celdas de cuarzo se agregaron 920 pL de buffer de fosfato
a una concentracion de 50 mM y pH 7, 30 uL de homogenado del cerebro completo y 50 uL de
peroxido de hidrogeno (H20:2) 30 mM. La mezcla se agitd suavemente e inmediatamente
después se prosiguid a medir la absorbancia en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de

240 nm, registrando la disminucion de ésta durante 3 minutos a intervalos de 30 segundos.
8.8.2. Superoxido dismutasa (SOD)

La actividad de la enzima superoxido dismutasa se determind con base a la generacion de
aniones superoxido que reducen el cloruro de nitroazul de tetrazolio (NTB) a un producto de
formazan, utilizando el método de Giannopolitis, 1997. En dicho método, se agregaron 40 uL
de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (0.1 M), 20 uL de cloruro de nitrotetrazolio azul
(NTB) (1.5 mM), 601 pL de buffer de fosfatos (50 Mm, pH 7.5), 50 uL. de homogenado de tejido
cerebral, 9 pL de riboflavina (0.1 mM) y 0.9 uL. de metionina (10 mM). Las muestras se agitaron
suavemente y se iluminaron a una distancia de 15 cm con una lampara de 40 voltios durante 15
minutos. Finalmente, se midid la absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda

de 560 nm.
8.8.3. Glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de la enzima glutation peroxidasa se determind empleando el método de Prabhu,
2001. En dicho método se prepard una mezcla con un volumen final de 1000 pL que contuvo

10 u. NADPH (0.5 mM), 10 pL glutatiéon reducido (100 mM), 4 uLL de 1 U de la enzima
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glutation reductasa, 901 pL buffer de fosfatos (més EDTA 5 mM) 50 mM pH 7, 50 uLL cumeno
30 mM y 25 pL de homogenado de tejido cerebral. Una vez preparada la mezcla se midid la
absorbancia en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 340 nm durante 5 minutos a

intervalos de 30 segundos.
8.8.4. Paraoxonasa (PONI)

La actividad de la enzima paraoxonasa (PON1) se determind siguiendo el método de Dantoine,
1998. Se prepararo6 un coctel que contuvo buffer Tris-HCI 25 mM pH 8, CaCl2 10 mM y acetato
de 4-nitrofenilo 1 mM. Posteriormente, se tomaron 5 plL. de homogenado de tejido cerebral y se
le adicionarén 1000 pL del coctel preparado. Finalmente, se midi6 la absorbancia a una longitud

de onda de 402 nm en un espectrofotdmetro durante 3 minutos a intervalos de 30 segundos.
8.8.5. Glutation reducido (GSH)

El contenido de glutation reducido (GSH) se cuantificé de acuerdo a la técnica de Sedlak y
Lindsay, 1968. Se agregaron 62.5 puLL de homogenado de tejido cerebral, 187.5 puL de Tris buffer
(0.2 M, pH 8.2) y 12.5 puL de acido 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzoico) (DNTB) (0.01 M). La muestra
se mezclo y se le adicionaron 987.5 pL de metanol absoluto. Posteriormente, las muestras se
colocaron en un agitador de laboratorio a 240 rpm durante 15 minutos y enseguida se
centrifugaron a 3000 rpm a temperatura ambiente durante 15 minutos. Finalmente, se midio la

absorbancia de las muestras en un espectrofotometro a una longitud de onda de 412 nm.
8.8.6. Malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HNE)

La determinacion del malodialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (HNE) se realizo siguiendo el
método de Johnston ef al. 2007. Para el MDA en tubos de eppendorff, se colocaron 0.65 mL de
1-metil-2-fenilindol (10 mM) y 0.2 mL de homogenado de tejido cerebral (adicionado con 10
pL de BHT) y se le agregaron 0.15 mL de HCI 37%. La muestra se mezcld y posteriormente se
incubaron las muestras a 45 °C durante 60 min. Transcurrido el tiempo, se detuvo la reaccion
en un bafio de hielo. Finalmente, se midié la absorbancia en espectrofotémetro a una longitud
de onda de 586 nm. Para la determinacion del 4-hidroxinonenal (HNE) se realiz6 lo mismo a lo
mencionado en el MDA, excepto que el HCI fue remplazado por acido metanosulfonico (15.4

M).
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8.8.7. Productos avanzados de oxidacion de proteinas (AOPP)

Finalmente, el contenido de productos avanzados de oxidacion de proteinas (AOPP) se midi6
de acuerdo a la técnica de Hanasand et al. 2012. Se agregaron 1000 uL de buffer de fosfatos (20
mM, pH 7.4), 50 uL de homogenado de tejido cerebral, 50 puL de yoduro de potasio (KI) (1.16
M) y 100 pL de éacido acético. Las muestras se centrifugaron a 5800 g durante 5 minutos y
posteriormente se incubaron durante 2 minutos. Finalmente, se midio la absorbancia de las

muestras en un espectrofotometro a una longitud de onda de 340 nm.

8.9. Determinaciones de las enzimas involucradas en el proceso proinflamatorio en el cerebro

de ratas alimentadas con una dieta hipercalorica

Los experimentos para la determinacion de cada una de las enzimas evaluadas se efectuaron por

duplicado.
8.9.1. Ciclooxigenasa total (COX-1y COX-2)

La determinacién de la actividad enzimatica total de la ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2) se
determind mediante la técnica descrita por Kumar et al. 2011. Dicha técnica se lleva a cabo
mediante un ensayo colorimétrico que se basa en la oxidacion del diclorhidrato de N,N,N’,N'-
tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD) durante la reducciéon de PGG2 a PGH2, la mezcla de

reaccion se midié a 603 nm.
8.9.2. 5-lipooxigenasa (5-LOX)

La determinacion enzimatica de la 5-lipooxigenasa (5-LOX) se realizé de acuerdo al andlisis
espectrofotométrico establecido por Kumar ef al. 2011. Dicho método se lleva a cabo mediante
la formacion de hidroperdxidos provenientes de la reaccion enzimatica, en la cual se lleva a
cabo la oxidacion del sulfato ferroso a sulfato férrico. Durante la reaccion, el sulfato férrico que
se deriva puede formar un complejo con el xilenol naranja, para formar un complejo (ferrico-

xilenol-anaranjado) que posee un color azul fuerte. La mezcla de reaccion se midié a 590 nm.
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8.9.3. Xantina oxidasa (XO)

La determinacidon enzimatica de la xantina oxidasa se realiz6é de acuerdo a la técnica descrita
por Young et al. 1997. Se agregaron 40 pL de homogenado de cerebro, 880 pL de buffer de
fosfatos 33mM pH 7.5, 100 puL de xantina 0.17 mM. La muestra se mezclo y se incub6 a 37
grados centigrados durante 20 minutos. Después de ese tiempo a la muestra se le agregaron 200
pL de acido tricloroacético (TCA). La muestra se centrifugd a 10,000 g durante 15 minutos y

finalmente se leyo la muestra en un espectrofotometro a 293nm.
8.9.4. Mieloperoxidasa (MPO)

La determinacion enzimatica de la enzima mieloperoxidasa (MPO) se realizo de acuerdo a la
técnica descrita por Suzuki et al. 1983. Se agregaron 425 pulL de PBS 200mM pH 5.5, 10 puL de
H202 15mM y 40 pL de TMB 20mM. La muestra se mezcld y se la afadieron 10 pL de
homogenado de cerebro. La muestra se incubd durante 3 minutos a 37 grados centigrados, para
después colocar la muestra en hielo durante 3 minutos. Finalmente, se afiadié 1ml de acetato de

sodio a 200mM pH 3 y se leyo la absorbancia a 655nm durante 3 minutos.

8.10. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron registrados y procesados con el programa Microsoft Excel 2019. El
analisis estadistico se llevo a cabo mediante el software estadistico JMP version 14.0, en el cual
se realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA) de una via seguido por el procedimiento de
comparacion multiple de la prueba de Tukey. Se considerd un nivel de significancia de *P<0.05
para las pruebas estadisticas realizadas. Finalmente, para la realizacién y obtencion de los

graficos se utilizo el programa GraphPad Prism version 9.0.

22



IX. RESULTADOS

9.1. Parametros antropométricos y bioquimicos en suero

Los resultados para el peso final de las ratas del grupo administrado unicamente con HFSD
mostrd valores de peso estadisticamente superiores respecto al grupo control y el resto de los
tratamientos experimentales, con excepcion del grupo tratado con acido p-cumadrico, quien
presento niveles de peso estadisticamente similares al grupo HFSD (Fig. 2). Por su parte, los
tratamientos con el extracto de hoja de C. citrinus, d-limoneno, acido elagico, acido galico y la
mezcla de los compuestos no mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto al
peso del grupo control, manteniendo niveles de peso similares a pesar del consumo de la dieta

alta en grasas y sacarosa.
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Fig. 2. Peso final. Se muestra el peso en gramos de las ratas de cada uno de los
grupos experimentales al termino de 23 semanas. ANOVA de una via seguido de
Tukey (p <0.05).
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Respecto a la ganancia de masa corporal de las ratas, los resultados mostraron que el grupo
tratado unicamente con HFSD y el grupo HFSD + acido p-cumadrico presentaron valores de
ganancia de masa corporal estadisticamente superiores respecto al grupo control y el resto de
los tratamientos experimentales (Fig. 3). Por su parte, los tratamientos con el extracto de hoja
de C. citrinus, d-limoneno, acido elagico, acido galico y la mezcla de los compuestos no
mostraron diferencias significativas en la ganancia de masa corporal en comparacion a los

valores de ganancia de peso del grupo control.
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Fig. 3. Tasa de ganancia de masa corporal. Se muestra la ganancia de masa
corporal de las ratas para cada tratamiento experimental al termino de 23
semanas. ANOVA de una via seguido de Tukey (p < 0.05).

Por su parte, los resultados para el indice de Lee mostraron que el grupo administrado
unicamente con HFSD present6 valores estadisticamente superiores respecto al grupo control y
el resto de los tratamientos experimentales, con un indice de Lee de 338.01 (Fig. 4). Por su
parte, los tratamientos con acido gélico, acido p-cumarico y le mezcla de los compuestos no
mostraron diferencias respecto al grupo control, mostrando valores del indice de Lee
estadisticamente similares. Por ultimo, los tratamientos con el extracto de hoja de C. citrinus y

d-limoneno presentaron valores del indice de Lee estadisticamente inferiores respecto a los
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niveles del grupo control. Sin embargo, no mostraron diferencias respecto a los valores de la

mezcla de compuestos.
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Fig. 4. Indice de Lee. Se muestra el indice de Lee para cada grupo experimental
al termino de 23 semanas del tratamiento. ANOVA de una via seguido de Tukey

(p < 0.05).

Respecto el indice de adiposidad, los resultados mostraron que el grupo HFSD y el grupo HFSD
+ acido elagico fueron quienes presentaron valores del indice de adiposidad estadisticamente
superiores respecto al grupo control y el resto de los tratamientos. Sin embargo, el grupo de
acido elagico mostré valores de indice de adiposidad similares a los grupos C. citrinus, d-
limoneno, 4cido gélico, 4cido p-cumarico y la mezcla de los compuestos (Fig. 5). Por su parte,
los tratamientos con el extracto de hoja de C. citrinus, d-limoneno, &cido galico, acido p-
cumarico y la mezcla de los compuestos mostraron diferencias significativas en los valores del
indice de adiposidad comparado con el grupo HFSD, presentando valores estadisticamente
inferiores. Sin embargo, también mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto

a los valores del grupo control, que representd el grupo con los valores de indice adiposidad mas

bajos.
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Fig. 5. Indice de adiposidad. Se muestra el indice de adiposidad de las ratas de
cada tratamiento experimental al termino de 23 semanas. ANOVA de una via
seguido de Tukey (p < 0.05).

Por otro lado, los pardmetros bioquimicos en suero mostraron niveles de glucosa y
triacilglicéridos en ayunas significativamente mas altos en el grupo HFSD comparados con los
niveles de glucosa y triacilglicéridos del grupo control y el resto de los tratamientos, con
excepcion de los grupos C. citrinus y 4cido p-cumarico quienes, para el caso de los niveles de
glucosa, mostraron niveles estadisticamente similares al grupo HFSD. Sin embargo, el grupo de
C. citrinus también mostro niveles de glucosa estadisticamente similares al resto de los
tratamientos (Fig. 6). Mientras que los niveles de glucosa en los tratamientos d-limoneno, 4acido
elagico, acido galico y mezcla de compuestos mostraron niveles estadisticamente similares en
comparacion con los niveles de glucosa del grupo control. Por su parte, los tratamientos con
acido elagico, acido galico, acido p-cumarico y mezcla presentaron niveles de triacilglicéridos
estadisticamente similares en comparacion al grupo control, mientras que el grupo de C. citrinus
y d-limoneno presentaron niveles de triacilglicéridos estadisticamente inferiores respecto al
grupo control. Sin embargo, no presentaron diferencias respecto a los niveles de los grupos acido

elagico, acido p-cumarico y mezcla de los compuestos (Fig. 7).
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Fig. 6. Glucosa en sangre. Se muestran los niveles de glucosa sérica en ayunas

de las ratas de cada grupo experimental. ANOVA de una via seguido de Tukey
(p <0.05).
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Fig. 7. Triacilglicéridos en sangre. Se muestran los niveles de triacilglicéridos

séricos en ayunas de las ratas de cada grupo experimental. ANOVA de una via
seguido de Tukey (p < 0.05).
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9.2. Efecto sobre las enzimas antioxidantes y biomarcadores de estrés oxidante

Los resultados para la actividad enzimatica de la enzima catalasa en el cerebro de las ratas
mostraron un decremento estadisticamente significativo en el grupo HFSD en comparacion a
los niveles de actividad de la enzima del grupo control y los diferentes tratamientos
experimentales. Por su parte, los niveles de actividad de la enzima no mostraron diferencias
significativas en los grupos de C. citrinus, d-limoneno y acido p-cumarico respecto al grupo
control. Asimismo, los resultados también mostraron un incremento estadisticamente
significativo en el nivel de actividad de la enzima de los grupos acido elagico, acido gélico y la
mezcla de los compuestos respecto al grupo control. Sin embargo, los niveles de actividad de
los grupos écido elagico y 4cido galico no mostraron diferencias en comparacion a los niveles

de actividad de los grupos C. citrinus, d-limoneno y acido p-cumarico (Fig. 8).
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Fig. 8. CAT. Se muestra la actividad de la enzima catalasa en el cerebro de las
ratas de cada tratamiento experimental. ANOVA de una via seguido de Tukey (p
<0.05).

Por su parte, los resultados para la actividad enzimatica de la enzima superdéxido dismutasa
mostraron un incremento estadisticamente significativo en el grupo HFSD en comparacion a los

niveles de actividad de la enzima del grupo control y los diferentes tratamientos experimentales.
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Asimismo, los niveles de actividad de la enzima no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en los grupos de C. citrinus, d-limoneno, acido elagico, acido galico y acido p-
cumarico y mezcla de los compuestos en comparacion a los niveles de actividad del grupo

control (Fig. 9).
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Fig. 9. SOD. Se muestra la actividad de la enzima superoxido dismutasa en el
cerebro de las ratas de cada tratamiento experimental. ANOVA de una via
seguido de Tukey (p < 0.05).
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Respecto a los niveles de actividad de la enzima glutatién peroxidasa, los resultados mostraron
un incremento estadisticamente significativo en el grupo HFSD en comparacion a los niveles de
actividad de la enzima del grupo control y los diferentes tratamientos experimentales. Por su
parte, los niveles de actividad de la enzima del resto de los tratamientos no mostraron diferencias
significativas respecto al grupo control, manteniendo niveles de actividad de la GPx similares

al grupo control (Fig. 10).
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Fig. 10. GPx. Se muestra la actividad de la enzima glutation peroxidasa en el
cerebro de las ratas de cada tratamiento experimental. ANOVA de una via
seguido de Tukey (p < 0.05).

Por otro lado, los resultados de la actividad de la enzima paraoxonasa 1 mostraron valores
estadisticamente inferiores en el grupo tratado inicamente con HFSD en comparacion a los
valores de actividad del grupo control y de los grupos C. citrinus, d-limoneno, acido elagico
acido p-cumarico y mezcla de compuestos. Asimismo, los resultados mostraron niveles
estadisticamente diferentes en la actividad de la enzima en los grupos d-limoneno, acido elagico,
acido galico y mezcla de los compuestos respecto a los niveles del grupo control. Finalmente,
los grupos de C. citrinus y acido p-cumarico fueron quienes presentaron niveles de actividad
estadisticamente similares a los niveles de actividad de la enzima del grupo control. Sin
embargo, el grupo de acido p-cumdrico no mostrd diferencias significativas respecto a los

grupos d-limoneno, acido elagico y acido galico (Fig. 11).

30



2000- 0
—_ 2 b
g
\g 15004 b b .
o L ]
25 = =
& = 1000- d
A ©
o
£ 5004
2
0- T | | T
A\ 2]
> N ¥ S O O . \o
O SECANIENENER 2
S S TP PP
O‘ \/\ 60 .\é /00
7 o '?S" Q
\a RN
'?\0

Fig. 11. PON1. Se muestra la actividad de la enzima paraoxonasa 1 en el cerebro
de las ratas de cada tratamiento experimental. ANOVA de una via seguido de
Tukey (p < 0.05).

En relacion a los biomarcadores de estrés oxidante en el cerebro de las ratas, los resultados
mostraron que el contenido de glutation reducido decremento significativamente en los grupos
HFSD y d-limoneno en comparacion al contenido de GSH del grupo control. Por su parte, los
grupos C. citrinus, acido elagico, acido galico, acido p-cumarico y mezcla de compuestos
presentaron valores de GSH similares al grupo control. Sin embargo, el grupo de acido galico
no mostrd niveles estadisticamente diferentes respecto a los grupos HFSD y d-limoneno (Fig.

12).
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Fig. 12. GSH. Se muestra el contenido de glutation reducido en el cerebro de las
ratas de cada tratamiento experimental. ANOVA de una via seguido de Tukey (p
<0.05).

Respecto al contenido de productos avanzados de oxidacién de proteinas, los resultados
mostraron un incremento estadisticamente significativo en el grupo tratado solamente con
HFSD en comparacion al grupo control y el resto de los tratamientos experimentales. Por su
parte, los grupos C. citrinus, d-limoneno, &cido elagico, dcido gélico, acido p-cumadrico y mezcla
de compuestos mostraron niveles de contenido de AOPP estadisticamente similares en

comparacion al grupo control a pesar del consumo de la dieta alta en grasas y aztcar (Fig. 13).
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Fig. 13. AOPP. Se muestra el contenido de productos avanzados de oxidacion de
proteinas en el cerebro de las ratas de cada tratamiento experimental. ANOVA
de una via seguido de Tukey (p < 0.05).

En relacion al contenido de malondialdehido, el grupo HFSD mostré6 un incremento
estadisticamente significativo en comparacion con el grupo control y el resto de los tratamientos.
Por su parte, el contenido de MDA de los grupos de los compuestos, la mezcla de éstos y el
grupo del extracto de hoja de C. citrinus mostraron valores similares en comparacion al grupo

control (Fig. 14).
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Fig. 14. MDA. Se muestra el contenido de malondialdehido en el cerebro de las
ratas de cada tratamiento experimental. ANOVA de una via seguido de Tukey (p
<0.05).

Finalmente, el contenido de 4-hidroxinonenal presentd un incremento estadisticamente
significativo en los grupos HFSD, C. citrinus y 4cido galico en comparacion al contenido de 4-
HNE del grupo control y el resto de los tratamientos. Sin embargo, el grupo de acido gélico no
mostro diferencias significativas respecto al grupo control y el resto de los tratamientos. Por su
parte, los grupos d-limoneno, acido elagico, acido p-cumarico y mezcla de compuestos
mostraron niveles de 4-HNE estadisticamente similares al contenido de 4-HNE del grupo

control (Fig. 15).
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Fig. 15. 4-HNE. Se muestra el contenido de 4-hidroxinonenal en el cerebro de
las ratas de cada tratamiento experimental. ANOVA de una via seguido de Tukey
(p <0.05).

9.3. Efecto sobre las enzimas involucradas en el proceso proinflamatorio

En relacion a las enzimas involucradas en el proceso proinflamatorio en el cerebro de las ratas,
los resultados para la actividad de la ciclooxigenasa total (COX-1 y COX-2) mostraron un
incremento estadisticamente significativo en los valores de actividad del grupo HFSD en
comparacion con los niveles de actividad de la enzima del grupo control. Todos los demas
grupos presentaron niveles de actividad estadisticamente inferiores en comparacion con el grupo
HFSD y valores estadisticamente similares en relacion a los valores de actividad del grupo

control (Fig. 16).
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Fig. 16. COX-1 y COX-2. Se muestra la actividad enzimatica de la
ciclooxigenasa total (COX-1 y COX-2) en el cerebro de las ratas de cada
tratamiento experimental. ANOVA de una via seguido de Tukey (p < 0.05).

Por otro lado, los resultados para la actividad de la enzima 5-lipooxigenasa mostraron un
incremento estadisticamente significativo en los niveles de actividad del grupo HFSD en
comparacion a los valores de actividad del grupo control. Por su parte, los grupos C. citrinus 'y
acido gélico, si bien no mostraron diferencias significativas respecto a la actividad de la enzima
en comparacion al grupo HFSD, tampoco presentaron diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo control y el resto de los tratamientos. Finalmente, los grupos d-
limoneno, acido eldgico, dcido p-cumdrico y mezcla de compuestos mostraron valores de
actividad de la enzima estadisticamente similares en relacion a los niveles de actividad del grupo

control (Fig. 17).
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Fig. 17. 5-LOX. Se muestra la actividad de la enzima 5-lipooxigenasa en el
cerebro de las ratas de cada tratamiento experimental. ANOVA de una via
seguido de Tukey (p < 0.05).

Para el caso de la enzima xantina oxidasa, los resultados mostraron un incremento significativo
en el grupo HFSD en comparacion al grupo control y el resto de los grupos experimentales. El
grupo d-limoneno presentd valores de actividad significativamente mayores en relacion a los
niveles de actividad del grupo control y valores significativamente menores respecto al grupo
HFSD. Por su parte, los grupos C. citrinus, acido elagico, acido gélico, acido p-cumarico y
mezcla de compuestos mostraron valores de actividad de la enzima estadisticamente similares

en relacion al grupo control (Fig. 18).
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Fig. 18. XO. Se muestra la actividad de la enzima xantina oxidasa en el cerebro
de las ratas de cada tratamiento experimental. ANOVA de una via seguido de
Tukey (p <0.05).

Finalmente, los resultados para la actividad enzimatica de la mieloperoxidasa mostraron un
incremento estadisticamente significativo en los grupos HFSD, C. citrinus, acido gélico y acido
p-cumarico en comparacion a los niveles de actividad del grupo control. Por su parte, los grupos
d-limoneno, acido elagico y mezcla de compuestos mostraron niveles de actividad
estadisticamente similares en comparacion a los valores de actividad de la enzima del grupo

control (Fig. 19).
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Fig. 19. MPO. Se muestra la actividad de la enzima mieloperoxidasa en el
cerebro de las ratas de cada tratamiento experimental. ANOVA de una via

seguido de Tukey (p < 0.05).
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X. DISCUSION

Nuestro estudio muestra por primera vez el efecto de los compuestos mayoritarios de
Callistemon citrinus sobre el estrés oxidante en el cerebro de ratas inducido por el consumo de
HFSD. El consumo de dietas hipercaldricas puede conducir a la desregulacion de los niveles de
glucosa y triacilglicéridos en sangre y puede aumentar parametros como el peso corporal,
ganancia de masa corporal, indice de Lee y de adiposidad. En este sentido, en el presente estudio
encontramos que las ratas que fueron alimentadas con una dieta alta en grasas y sacarosa durante
23 semanas mostraron un aumento significativo en cada uno de los parametros antropométricos
y bioquimicos medidos en comparacién al grupo control. Estos resultados se relacionan con lo
reportado en estudios previos por parte de nuestro grupo de trabajo, en donde hemos demostrado
el impacto de dietas hipercaloricas sobre el incremento de peso, indice de adiposidad, ganancia
de masa corporal e indice de Lee cuando las ratas son alimentadas con una dieta alta en grasas
y fructosa (Ortega et al. 2022), asi como cuando las ratas son alimentadas con una dieta alta en
grasas y sacarosa (Ayala ef al. 2022). Por su parte, nuestros resultados mostraron que los grupos
C. citrinus, d-limoneno, acido elagico, acido gélico, acido p-cumdrico y mezcla de los
compuestos presentaron efectos diferenciales positivos sobre los pardmetros antropométricos,
manteniendo o reduciendo los valores respecto al grupo control. Ya hemos reportado en trabajos
previos los efectos positivos del extracto de C. citrinus y el d-limoneno sobre estos parametros
en ratas sometidas a dietas con un alto contenido de grasas y azucar (Ortega ef al. 2022) (Ayala
et al. 2022). De todos los tratamientos, los grupos d-limoneno y 4cido elagico fueron quienes
presentaron los mejores resultados, mostrando efecto inhibitorio sobre los pardmetros
antropométricos a pesar del consumo de HFSD. Para el caso del d-limoneno ya hemos
demostrado su capacidad antiobesogénica en ratas alimentadas con HFSD (Ayala et al. 2022).
En relacion al indice de Lee, el cual establece que valores superiores a 310 indican grado de
obesidad en ratas, nuestros resultados mostraron que el grupo tratado tnicamente con HFSD
supero estos niveles, mostrando un valor de 338.01. Mientras que el grupo control y el resto de
los tratamientos mantuvieron valores debajo de 310.

Por otro lado, nuestros resultados mostraron un incremento estadisticamente significativo de los
niveles de glucosa y de los niveles de triacilglicéridos para el grupo HFSD en comparacion con
los niveles del grupo control y el resto de los tratamientos experimentales. En Ayala ef al. 2022,

se reporto el efecto de los terpenos mayoritarios de C. citrinus en ratas con obesidad, reportando,
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en particular, que el tratamiento con d-limoneno redujo los niveles de glucosa y triacilglicéridos
en las ratas tratadas con una dieta alta en grasas y azlcar, mismo resultado reportado en el
presente trabajo. Se ha informado que plantas que contienen d-limoneno pueden estimular la
secrecion de insulina en las células pancreaticas. En este sentido, se ha sugerido que la capacidad
del d-limoneno para reducir los niveles de glucosa en ayunas puede deberse a la potenciacion
de la secrecion de insulina, que aumenta la utilizacién de la glucosa por los tejidos (Murali y
Saravanan, 2012).

El consumo continuado de una dieta alta en grasas y azlcar, junto con un aumento en parametros
como los niveles de glucosa y triacilglicéridos en sangre y el peso corporal, puede exacerbar la
sobreproducciéon de ROS y ocasionar un estado de estrés oxidante/inflamacion sistémica. Todo
lo anterior puede llevar a la desregulacion del sistema antioxidante del organismo, que puede
reflejarse en una actividad aumentada o disminuida de enzimas antioxidantes. En este sentido,
la determinacion de la actividad de la CAT, SOD y GPx representa un pardmetro importante
para la evaluacion del estrés oxidante, ya que estas enzimas representan enzimas antioxidantes
directamente involucradas en la neutralizacion de las ROS (Pham, 2008), por lo que su actividad
puede tomarse como un indicador directo del estado de estrés oxidante del organismo. En este
estudio encontramos una disminucion de la actividad de la CAT en el grupo que fue tratado
unicamente con HFSD. Este resultado se relaciona con lo reportado en el articulo de Uzar et al.
2012, en donde se evaluo el efecto del acido elagico contra el estrés oxidante en el cerebro de
ratas diabéticas inducidas con estreptozocina, reportando que en el grupo de las ratas diabéticas
hubo una disminucion significativa de la actividad de la CAT en el tejido cerebral. Asimismo,
en el articulo de De Mello et al. 2019, se evaluo las alteraciones cerebrales de ratones en un
modelo de obesidad inducida por una dieta rica en grasas, encontrando que los animales del
grupo HFD mostraron una actividad reducida de la enzima CAT en el hipocampo del cerebro de
los ratones. Por otro lado, nuestros resultados concuerdan con lo reportado en dicho articulo, en
donde reportaron un aumento de la actividad de la SOD en el hipotadlamo, hipocampo, la corteza
prefrontal y el cuerpo estriado. En otro trabajo llevado a cabo por Maciejczyk et al. 2018, donde
se evalud el dafio oxidativo en el hipotalamo y la corteza cerebral de ratas con resistencia a la
insulina inducida por una dieta rica en grasas, reportaron un incremento en la actividad de la
SOD-1 en la corteza cerebral de los animales del grupo HFD. El hecho de que nuestros

resultados mostraran una disminucion en la actividad de la CAT junto con un aumento de la
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actividad de la SOD y la GPx nos podria indicar la presencia de un estado de estrés oxidante en
el cerebro de las ratas del grupo HFSD, respaldado por una actividad elevada de SOD y GPx en
respuesta al aumento de la produccion de ROS. Especificamente, en respuesta a un aumento en
la generacion de anion superoxido y el aumento subsecuente, por la actividad de la SOD, en la
generacion de peroxido de hidrogeno, cuya dismutacion se lleva a cabo por la CAT y la GPx.
En este sentido, inferimos que la actividad incrementada de la GPx en el grupo de HFSD se
encuentra relacionada con una mayor actividad de la SOD y con los niveles reducidos de GSH.
Por otro lado, el hecho de que nuestros resultados mostraran niveles de actividad de estas
enzimas similares al grupo control en los grupos tratados con los compuestos mayoritarios de
¢ésta, asi como con la mezcla de éstos, nos indica la importancia de estos compuestos en la
actividad antioxidante de esta planta reportada en trabajos previos (Ortega et al. 2022) (Ayala
et al. 2022).

Este estudio incluy6 la evaluacion de la enzima PON1 debido a su funcién antioxidante y sus
propiedades antiinflamatorias y antiaterogénicas (Francik ef al. 2014). Existen reportes sobre su
posible implicacion en enfermedades neurodegenerativas; se ha reportado que una baja
actividad de la PON1 puede mediar como factor de riesgo en trastornos neurolégicos como la
enfermedad de Alzheimer (Suszynska et al. 2014). En un trabajo llevado a cabo por Francik et
al. 2014, se evalu¢ el efecto neuroprotector del Cornus mas en el tejido cerebral de ratas Wistar,
reportando que una dieta rica en fructosa y una dieta con un alto contenido de grasa disminuian
la actividad de la PON1 en el tejido cerebral de las ratas. Asimismo, en dicho estudio también
se encontrd que la adicion de frutos de cereza cornalina (ricos en polifenoles y vitamina C) a la
dieta incremento la actividad de la PONI1 en el tejido cerebral. Estos resultados concuerdan con
nuestros resultados mostrados, en donde hubo una disminucion de la actividad de la PON1 en
el grupo HFSD, mientras que los grupos del extracto de hoja de C. citrinus y 4cido p-cumarico
mostraron niveles de actividad de la PONI similares al grupo control. Por su parte, los grupos
d-limoneno, acido elagico, acido galico y mezcla de compuestos mostraron niveles
significativamente superiores respecto al grupo HFSD a pesar del consumo de la dieta

hipercalorica.

En nuestro estudio encontramos una disminucion del contenido de GSH y un aumento en el
contenido de AOPP, MDA y 4-HNE en el grupo tratado unicamente con HFSD, lo que refleja

una respuesta favorable en el establecimiento de un estado de estrés oxidante producido por el

42



consumo de una dieta alta en grasas y azicar. Estos resultados concuerdan con lo reportado en
Keshk et al. 2020, en donde encontraron que ratas Wistar que fueron alimentadas con HFD
presentaron una disminucion significativa de GSH y un aumento significativo de los niveles de
MDA en la corteza cerebral de las ratas. Asimismo, en el estudio llevado a cabo por De Mello
et al. 2019, se reportd una disminucion del contenido de GSH en el hipotalamo, hipocampo y el
cuerpo estriado y un aumento de los niveles de MDA en el hipotdlamo e hipocampo de ratones
que fueron sometidos a una dieta alta en grasas. Los diferentes tratamientos experimentales
mostraron efectos diferenciales sobre cada uno de los biomarcadores de estrés oxidante que
fueron evaluados. Para el caso del tratamiento de HFSD + 4acido eldgico, los resultados
mostraron un efecto positivo en la mayoria de los biomarcadores medidos, mostrando valores
similares al grupo control. Ya se ha reportado la capacidad antioxidante que tiene el acido
elagico en el cerebro en diferentes modelos en los que el estrés oxidante se encuentra implicado.
Por ejemplo, en el estudio de Uzar et al. 2012, se reportd que en el cerebro de ratas diabéticas
inducidas con estreptozocina hubo un agotamiento significativo de las actividades de la PON-1
y CAT junto con niveles elevados de MDA en el tejido cerebral de las ratas. Sin embargo, en las
ratas diabéticas tratadas con 4cido eldgico se revirtieron significativamente las actividades de la
PON-1 y CAT vy se redujeron los niveles de MDA. En otro estudio realizado por Aslan ef al.
2020, se investigd el papel neuroprotector del acido eldgico en la lesion cerebral inducida por
tetracloruro de carbono (CCly) en ratas, encontrando que las ratas tratadas con CCls mostraron
una disminucion significativa en la actividad de la CAT y el contenido de GSH, junto con un
aumento en los niveles de MDA en el tejido cerebral de las ratas. Sin embargo, en las ratas
tratadas con CCly + acido elagico la actividad de la CAT y los niveles de GSH aumentaron
significativamente, mientras que los niveles de MDA se redujeron significativamente. Por otro
lado, ya se ha reportado también el efecto del 4cido p-cumarico contra condiciones de estrés
oxidante. Por ejemplo, en el estudio de Sakamula e al. 2018, se evalud el efecto neuroprotector
del 4cido p-cumarico en ratones con lesiones por isquemia-reperfusion cerebral, reportando que
el pretratamiento con acido p-cumadrico redujo de manera significativa los niveles de MDA en
el tejido cerebral de los ratones, ademés de aumentar significativamente la actividad de la CAT
y SOD en el cerebro de los ratones con lesion por isquemia-reperfusion. Por su parte, en un
estudio llevado a cabo por Eddin ef al. 2023, donde se evalu6 el efecto del limoneno en un

modelo de neurodegeneracién dopaminérgica inducida por rotenona en ratas, se encontr6 que el
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tratamiento con limoneno redujo significativamente los niveles de MDA y mejoro
significativamente las actividades de la SOD y CAT, asi como las concentraciones de GSH en
el mesencéfalo de las ratas que recibieron rotenona en comparacion con las ratas inyectadas solo

con rotenona.

Por otro lado, encontramos un aumento en la actividad de la ciclooxigenasa total (COX-1 y
COX-2), 5-lipooxigenasa, xantina oxidasa y mieloperoxidasa en el grupo que fue tratado
solamente con HFSD, por lo que la respuesta inflamatoria en el cerebro de las ratas como
resultado de una dieta alta en grasas y azlicar se puso de manifiesto en el presente estudio. Los
resultados mostraron efectos diferenciales del extracto de hoja de C. citrinus, d-limoneno, acido
elagico, acido galico, acido p-cumadrico y la mezcla de los compuestos sobre las diferentes
enzimas que se evaluaron, siendo los tratamientos de HFSD + acido elagico y HFSD + mezcla
de los compuestos quienes mostraron efectos positivos en cada una de las enzimas. En el articulo
de Keshk et al. 2020, se reportd un aumento significativo en la actividad de la enzima MPO en
la corteza cerebral de ratas Wistar que fueron tratadas con HFD, resultado que se relaciona con
lo reportado en el presente estudio. Asimismo, en el articulo de Eddin ez al. 2023, se reportd que
el tratamiento con limoneno en ratas inyectadas con rotenona produjo una reduccion
significativa en la actividad de COX-2 en el cuerpo estriado del cerebro de las ratas, resultado
que se correlaciona con lo reportado aqui, en donde encontramos una disminucion significativa
de la actividad de la ciclooxigenasa total (COX-1 y COX-2) en el cerebro de las ratas tratadas
con HFSD + d-limoneno. Ya se ha demostrado que el cerebro de roedores que se someten a
dietas ricas en grasas y carbohidratos muestran una homeostasis redox deteriorada, que incluye
una actividad elevada de enzimas que generan radicales libres, como la xantina oxidasa (Lizarbe
et al. 2019) y la mieloperoxidasa. En nuestro estudio encontramos que los tratamientos con
acido elagico y la mezcla de los compuestos disminuyeron significativamente los niveles de

actividad de ambas enzimas a pesar del consumo de HFSD.

La sobreproduccion de ROS puede conducir a procesos como la lipoperoxidacion en donde se
pueden generar a su vez productos reactivos como el caso del MDA y 4-HNE, los cuales pueden
llevar a la oxidaciéon de proteinas para formar AOPP. Asimismo, procesos como la
lipoperoxidacion pueden exacerbar la actividad de enzimas que pueden conducir a la oxidacién

de los lipidos de las membranas, como el caso de las enzimas ciclooxigenasas (COX-1y COX2)

44



y 5-LOX. Todo lo anterior puede conducir al reclutamiento de células relacionadas con los
procesos inflamatorios del organismo, como el caso del reclutamiento de macrofagos o
neutréfilos, que pueden activar enzimas proinflamatorias como la xantina oxidasa para producir
mas ROS, o como el caso de la MPO, cuya actividad exacerbada puede conducir a la
sobreproducciéon de acido hipocloroso, que a su vez puede conducir a la oxidacion de las
lipoproteinas, y con ello conducir a un mayor reclutamiento de células del proceso inflamatorio,
exacerbando el estado de estrés oxidante y de inflamacion sistémica del cuerpo. Aqui,
proponemos una atenuacion de este estado de estrés oxidante/inflamacion través de la
administracion del extracto C. citrinus, d-limoneno, acido elagico, acido galico, acido p-
cumadrico y mezcla de los compuestos en donde se observaron efectos positivos particulares
sobre las enzimas del sistema antioxidante, neutralizando la sobreproduccion de ROS al modular
las actividades de la SOD, GPx, CAT y el contenido de GSH. Asimismo, observamos una
reduccién de los niveles de MDA por parte de los grupos C. citrinus, d-limoneno, acido elagico,
acido galico, acido p-cumadrico y mezcla de los compuestos, una reduccion de los niveles de 4-
HNE por parte del d-limoneno, acido elagico, acido p-cumarico y mezcla de los compuestos,
una reduccion de los niveles de AOPP por parte C. citrinus, d-limoneno, acido eldgico, acido
gélico, acido p-cumarico y mezcla de los compuestos, una reduccion de la actividad de la COX-
1 y COX-2 por parte del C. citrinus, d-limoneno, acido elagico, acido gélico, acido p-cumadrico
y mezcla de los compuestos, asi como una reduccién de la actividad de la 5-LOX por parte del
d-limoneno, 4cido elagico, acido p-cumarico y mezcla de los compuestos. Ademas, observamos
una disminucién de la actividad de la XO por parte de C. citrinus, acido elagico, acido p-
cumarico y mezcla de los compuestos y una reduccion en la actividad de la enzima MPO por
parte del d-limoneno, &cido elagico y mezcla de los compuestos. Por su parte, encontramos un
aumento de la PON1 por parte de C. citrinus y acido p-cumarico. Finalmente, también
encontramos una disminucidn de la glucosa y triacilglicéridos por parte de los tratamientos, asi
como una disminucion de la ganancia de masa corporal por parte de C. citrinus, d-limoneno,

acido elagico, 4acido galico y mezcla de los compuestos (Fig.20).
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XI. CONCLUSION

Los compuestos d-limoneno, acido elagico, acido galico y el tratamiento con la mezcla de los
compuestos mayoritarios mostraron una reduccion en la ganancia de masa corporal y los niveles
de glucosa y triacilglicéridos en sangre. Sin embargo, todos los compuestos y la mezcla de ellos
presentaron efectos positivos diferenciales sobre las actividades de las enzimas antioxidantes,
biomarcadores de estrés oxidante y las enzimas involucradas en el proceso proinflamatorio en
el cerebro de ratas alimentadas con una dieta hipercalodrica, lo que sugiere la importancia de

estos compuestos en las actividades de Callistemon citrinus.
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