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RESUMEN

Las dietas altas en grasas (DAG) conllevan a un mayor riesgo de desarrollar sindrome
metabdlico, diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares, lo cual incrementa
la mortalidad en individuos con esa condicion. EI aumento de las grasas saturadas
conduce a que se activen varias rutas de sefializacion que promueven un aumento en el
estrés oxidativo teniendo como consecuencia una inflamacion en diferentes tipos
celulares. Se usaron 36 ratas Wistar, divididas en 6 grupos, con una n=6 para cada
grupo. El grupo | fue el control, el grupo Il correspondio a la DAG (63 % de alimento
Purina® Rodent Chow, 41.66% de grasas (vegetal y animal) y 16.66 % de sacarosa).
Los grupos lll, IV, V, VI se alimentaron con la DAG mas la administracion oral diaria
durante 15 semanas de los terpenos (1-8-cineol a 0.88 mg/kg, limoneno a 0.43 mg/kg,
a-terpineol a 0.32 mg/kg, y la mezcla terpénica de todos, respectivamente). Una vez
terminado el modelo experimental, se midieron los parametros morfométricos y los
valores de glucosa, triacilglicéridos y colesterol en sangre. Se sacrificaron los animales
con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico a una concentracion de 120
mg/kg de peso. Se extrajo el higado para determinar los niveles de malodialdehido
(MDA), hidroxialqguenos (HNE), paraoxanasa (PON1), glutation reducido (GSH),
productos de oxidacion avanzada de proteinas (AOPP), factor de necrosis tumoral (TNF-
a), interleucina 6 (IL-6), adiponectina y leptina. Los resultados mostraron que las ratas
administradas con los terpenos mayoritarios de C. citrinus no exhiben diferencias
significativas en el peso de los animales, indice de Lee y colesterol. Sin embargo, tienen
efecto regulador en los niveles de triacilglicéridos, glucosa, indice de adiposidad, ingesta
de comida, MDA, HNE, PON1, AOPP, GSH, TNF-a, IL-6, adiponectina y leptina en
comparacioén del grupo de la DAG (P2 0.05). En conclusion, los terpenos mayoritarios de
C. citrinus tienen potencial como antioxidantes, ademas de tener un efecto
antiobesogénico para ser usados en un tratamiento preventivo contra el estrés oxidativo

generado durante la obesidad.

Palabras clave: Obesidad, estrés oxidativo, compuestos terpénicos, antioxidantes.
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ABSTRACT

High-fat diets (HFD) lead to a higher risk of developing metabolic syndrome, type 2
diabetes mellitus, and cardiovascular diseases, which increases mortality in individuals
with this condition. The increase in saturated fats leads to the activation of various
signaling pathways that promote an increase in oxidative stress that results in
inflammation in different cell types. 36 Wistar rats, divided into 6 groups of rats, with n=6
for each group, were used. Group, | was the control, group Il was the HFD (63% Purina®
Rodent Chow food, 41.66% fat (vegetable and animal), and 16.66% sucrose). Groups lII,
IV, V, VI were fed with the DAG plus the daily oral administration of the terpenes (1-8-
cineol at 0.88 mg/kg, limonene at 0.43 mg/kg, a-terpineol at 0.32 mg/kg, and the terpene
mix of all), for 15 weeks. Once the experimental model was finished, the morphometric
parameters and the values of glucose, triacylglycerides, and cholesterol in blood were
measured. The animals were sacrificed with an intraperitoneal injection of sodium
pentobarbital at a concentration of 120 mg/kg of weight. The liver was extracted to
determine the levels of malondialdehyde (MDA), hydroxyalkenes (HNE), paraoxonase
(PON1), reduced glutathione (GSH), advanced protein oxidation products (AOPP), tumor
necrosis factor (TNF-a), interleukin 6 (IL-6), adiponectin and leptin. The results showed
that the rats administered with the main terpenes of C. citrinus did not show significant
differences in the weight of the animals, Lee index, and cholesterol, however, they
showed a regulatory effect on the levels of triacylglycerides, glucose, food intake, MDA,
HNE, PON1, AOPP, GSH, TNF-qa, IL-6, adiponectin, and leptin compared to the DAG
group (P= 0.05). The main terpenes of C. citrinus showed potential as antioxidants to be

used in preventive treatment against oxidative stress generated during obesity.

Keywords: Obesity, oxidative stress, terpenic compounds, antioxidants.



1. INTRODUCCION GENERAL

Las grasas son una fuente de energia presente en plantas, animal y otros organismos.
Estas proporcionan acidos grasos para la sintesis de membranas, modificaciones de
proteinas, carbohidratos y compuestos de sefializacion (Spector, 1999), sin embargo, las
dietas altas en grasas causan diversos problemas de salud dependiendo de la
composicién de acidos grasos. Se ha reportado que las grasas tienen una respuesta
sobre el estrés oxidativo, por lo que estas se han estudiado formando una amplia gama
de parametros de estrés oxidativo (Beltowski et al., 2000; Folmer et al., 2003). Se ha
determinado que altos niveles de grasas poliinsaturadas en la dieta tales como acidos
de la serie 3 (n-3) conforman la membrana de diversos tipos celulares, los cuales son
susceptibles a la peroxidacién en presencia de radicales libres. Existe una interrogante
sobre estas dietas ¢ Hay una mayor susceptibilidad de las membranas a la peroxidacion
0 una mayor cantidad de peroxidacion lipidica? En este sentido, es importante mencionar
gue los lipidos no son los Unicos compuestos dafiados por los radicales libres, también
existen biomoléculas que pueden dafiarse tales como proteinas, carbohidratos y acidos
nucleicos afectando el funcionamiento celular, existen diversas patologias producidas
por estos, entre las que destacan el cancer, diabetes y enfermedades cardiovasculares
(Walczewska et al., 2010).

En un estudio reciente se evidencié que el extracto de Callistemon citrinus tiene un efecto
modulador del peso y de las enzimas antioxidantes en un modelo de ratas bajo una dieta
hipercaldrica (Ortega-Perez et al., 2020). En otros estudios se ha reportado que
Callistemon citrinus tiene actividad antioxidante en el higado, rifién, corazén y colon
contra el estrés oxidativo generado en un modelo de cancer de colon con 1,2-
dimetilhidrazina (Ortega-Pérez 2017; Lopez-Mejia, 2018; Magafia-Rodriguez, 2018;
Lopez-Mejia et al., 2019). El extracto de esta planta tiene un alto contenido de terpenos,
los terpenos mayoritarios que destacan de este extracto son el 1,8-cineol, limoneno y a-
terpineol, a los cuales se les ha atribuido sus efectos benéficos como una alta capacidad
antioxidante, propiedades antiinflamatorias, analgésicas, hepatoprotectoras, entre otras.
Considerando estos efectos benéficos, los terpenos mencionados se postulan como

buenos candidatos para ser incorporados en un producto natural que tenga un efecto



para controlar el peso corporal y el estrés oxidativo sin efectos secundarios o el menor
riesgo. El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la actividad
antioxidante y antiobesogénica de los terpenos mayoritarios de Callistemon citrinus en

ratas alimentadas con una dieta alta en grasas.



2. ANTECEDENTES

2.1 Produccion de especies reactivas de oxigeno con una dieta alta en grasa

A nivel mundial existen personas con diferentes habitos alimenticios, en algunos paises
se tienen tendencias a consumir alimentos ricos en grasas con bajo valor nutricional. Las
dietas altas en grasas aumentan la ingesta de alimentos y por consecuencia producen
una mayor cantidad de energia, que conllevan a la expansion de tejido adiposo en el
cuerpo habiendo también otras causas multifactoriales para un aumento de tejido
adiposo tales como el estilo de vida sedentario, una mayor urbanizacion y riesgos
psicosociales. Por las causas mencionadas se ha reportado una relacion entre el
aumento del tejido adiposo con la prevalencia de patologias como obesidad, dislipidemia,
enfermedades cardiovasculares, cancer y diabetes mellitus tipo Il (Miller et al., 1990;
Prewitt et al., 1991, Klesges et al., 1992; Kesh et al., 2016).

Las dietas occidentales contienen al menos de 30 a 40 % de grasas, mientras que las
dietas orientales tipicas contienen al menos un 20 % de grasa. En estos porcentajes se
ha determinado que la principal fuente de energia viene de los lipidos de los cuales se
encuentran acidos grasos saturados (AGS) y acidos grasos poliinsaturados (AGP). Las
dietas altas en grasa con un alto contenido de grasa de cerdo o grasa vegetal se
caracterizan por tener altos niveles de acidos grasos saturados (AGS) y acidos grasos
poliinsaturados (AGP), bajos niveles de acidos grasos omega 6 (entre 9y 10%) y niveles
muy bajos de acidos grasos omega 3 (menos del 1%) (Li et al., 2018). Los tipos de
grasas en la dieta determinan la composicion de las biomembranas y los AGP son
sustratos para las reacciones con los radicales libres conduciendo a la lipoperoxidacién
(Mehta et al.,1994; Drége, 2002).

Se ha reportado que la grasa de las dietas es un factor importante que promueve el
exceso de la ingesta de comida y obesidad, en este sentido se ha sugerido que no todas
las grasas pueden tener el mismo efecto sobre una condicion de obesidad. En un estudio

realizado con roedores se demostré que el tipo y la estructura de los lipidos ingeridos



repercuten en el metabolismo de los individuos. Las dietas que contienen un alto
contenido de PUFA inducen un mayor apetito que las dietas altas en AGS lo que se ve
reflejado en el peso. Esto puede deberse a la sustitucion isoenergética de triacilglicerol
en lipidos de cadena media por de cadena larga, ya que los acidos de cadena media se

oxidan, especialmente por el higado, con menor rapidez (Diniz et al., 2004).

2.2 Biomarcadores de estrés oxidativo

Los radicales libres son moléculas altamente reactivas con electrones que se unen
rapidamente a moléculas cercanas, no obstante, las especies reactivas de oxigeno
(ROS) son moléculas que contienen oxigeno que puede tener electrones desapareados
0 no, pero que son altamente reactivas en tejidos. Las principales ROS son anién
superoxido (O2”), peréxido de hidrogeno (H2032), radical hidroxilo (HO-), 6xido nitrico
(NO'). Bajas concentraciones de radicales libres, ROS y otras especies de nitrégeno son
necesarias para una correcta sefializacion celular, asi como un estado redox normal.
Cuando se tienen elevados niveles de ROS y radicales libres sobrepasando los niveles
de antioxidantes en el organismo se genera un estado de estrés oxidativo (Yu, 1994).

Durante un estado de estrés oxidativo se producen dafios irreversibles en las
biomoléculas (proteinas, lipidos y acidos nucleicos), o que causa modificaciones en su
funcion afectando diversas funciones fisiolégicas (Lachance et al., 2001). Los procesos
para cuantificar los radicales libres de manera directa son costosos, entre ellos destacan
la resonancia electrénica, captura de radicales libres en tiempo real, entre otros, por lo
gue se ha optado por implementar técnicas mas simples en las que se cuantifican los
productos finales de los procesos oxidativos mediados por radicales libres para estimar
el dafio oxidativo (Halliwell y Whiteman, 2004).

Existen moléculas que se usan como marcadores de estrés oxidativo e inflamacién, estos
se usan como indicadores biolégicos en patologias asociadas con la obesidad, entre los
mas comunes destacan microARN, biomarcadores inflamatorios, niveles de adipocinas,

microbiota intestinal, valores séricos y niveles de nutrientes (Endalifer y Diress, 2020).



2.2.1 Lipoperoxidacion

Los radicales libres y las ROS reaccionan con diferentes biomoléculas, entre ellas
destacan los lipidos, esto ocasiona dafios en las membranas biolégicas que traen como
consecuencia la alteracion de la fluidez y permeabilidad, ademas de modificar los niveles
de las enzimas, proteinas y canales asociados a estas, repercutiendo en la estructura y

funcion celular (Fainstein y Aguilar-Maldonado, 2008).

En la lipoperoxidacion existen compuestos que actian como indicadores de dafio como
el malondialdehido (MDA), lipidos hidroperéxidos, dienos conjugados, 4-hidroxinonenal
(4-HNE) y los F2-isoprostanos (8-epiPGF2a). Los hidroperdxidos son generados en las
primeras etapas de la peroxidacion de lipidos, mientras que el MDA o F2-isoprostanos
se forman al final de una larga fase oxidativa (Halliwell y Whiteman, 2004). La principal
fuente de MDA en muestras biologicas es la peroxidacion de &cidos grasos
poliinsaturados con dos o méas dobles enlaces, es por esto que la lipoperoxidacion es un
proceso autocatalitico y de propagacion. Fisiologicamente el MDA a pH neutro como
anion enolato tiene baja reactividad, ademas esta molécula es capaz de reaccionar con
los acidos nucleicos formando aductos (pirimido-[1,2-a]purin-10(3H)-ona desoxirribosa),
lo cual ha sido propuesto como mecanismo de mutacion en el DNA. La lipoperoxidacion
se ha dividido para su estudio en 3 fases: iniciacion, propagacion y terminacion (Del Rio
y Pellegrini, 2005).

La iniciacién es un proceso que se desencadena cuando alguno de los residuos de
PUFAS en la membrana lipidica reacciona con una ROS retirando un atomo de
hidrégeno de un grupo metileno. Al terminar esta reaccion el residuo del acido graso
gueda como un radical libre centrado en carbono, este carbono reacciona con oxigeno
molecular formando un radical peroxilo (ROO:). Esta molécula inactiva a algunas enzimas
por la oxidacién de los aminoacidos presentes en ellas (metionina, lisina, cisteinas,
histidina). La propagacion inicia con el radical peroxilo, este reaccionara con los

hidrogenos de los otros lipidos de la membrana lipidica estableciendo una reaccion en



cadena. Este radical también puede reaccionar al encontrarse con un metal de transicion
(Fe o Cu), el cual puede fraccionarse y producir mas radicales peroxilo o un radical
alcoxilo (RO, este ultimo reacciona de manera similar al otro radical propagando la
lipoperoxidacion. En la terminacién culmina el proceso de la lipoperoxidacion alterando
la membrana y sus funciones principales como la fluidez y permeabilidad (Fainstein y
Aguilar-Maldonado, 2008).

2.2.2 Glutatién reducido

El glutation (GSH) juega un papel importante en la detoxificacion celular de las ROS, ya
gue reacciona directamente con los radicales y es donante de electrones para la
reduccion del peroxido por medio de la enzima glutation peroxidasa (GPx). Existe una
relacion entre el glutatién reducido y oxidado, en la célula los niveles de estos son altos,
ya que existe un mecanismo de regeneracion de estos, sin embargo, los bajos niveles
de glutatiéon reducido acttan como un biomarcador de estrés oxidativo (Browne y
Armstrong, 1998).

El GSH es un antioxidante endégeno importante en el metabolismo de diversos tipos
celulares, este tiene un potencial redox normal GSH / GSSG mantiene las funciones de
diversas proteinas y enzimas celulares, incluidas muchas de las que participan en la
muerte celular y las cascadas de supervivencia. En muchas formas de enfermedades
hepéticas, la reserva de GSH hepatico se ve comprometida por el deterioro de la sintesis
y el transporte y/o el consumo excesivo. La alteracion de la homeostasis del GSH en el
higado no solo da lugar a ROS que oxidan las proteinas, ADN Yy lipidos, pero también
altera mdultiples vias de sefalizacibn que afectan el metabolismo intermedio, la
supervivencia y la proliferacion y por tanto contribuye a la patogenia de diversas
enfermedades hepaticas. EI GSH combate el estrés oxidativo en la célula de las ROS
como el anion superoxido (0O27), peroxido de hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo (HO).
Estos surgen en niveles bajos como intermediarios cuando el oxigeno pasa por el
complejo | y el complejo Il de la cadena transportadora de electrones (CTE) en las

mitocondrias. La familia de oxidasas (NOX) produce ROS en niveles basales para llevar



una correcta sefalizacion celular. Sin embargo, el aumento excesivo de ROS surge
comunmente en condiciones asociadas con infeccion, inflamacién, xenobibticos y estrés
intracelular. Por lo que los niveles de glutation reducido tienen una importancia en la

patogénesis de la lesion de las células hepaticas (Yuan y Kaplowitz, 2009).

2.2.3 Paraoxonasa 1l

Existen enzimas antioxidantes que se producen principalmente de manera enddgena en
el higado como la paraoxanasa 1 (PON 1) esta enzima se encuentra en el higado,
corazon, rifidn, intestino pequefio, cerebro y pulmones. Esta es una glicoproteina
hepatica dependiente del calcio (Précourt et al., 2011). La paraoxanasa 1 (PONL1) tiene
una actividad de esterasa y lactonasa asociada a HDL, se ha demostrado que posee
propiedades antiaterogénicas, ya que protege las lipoproteinas y células arteriales contra
la oxidacion, hidrolizando peroxidos de lipidos como ésteres de colesterol y fosfolipidos
oxidados especificos. La PON1 también inhibe la acumulacién de fosfolipidos oxidados
generados por el peroxinitrito, debido a la capacidad para hidrolizar los aldehidos de
fosfatidilcolina (PC) y los isoprostanos de lisofosfatidilcolina (Rozenberg et al., 2003).

Se determind que los niveles de la PON1 sirven como un marcador de dafio hepatico
(Ferré et al., 2002). La PONL1 tiene una alta actividad antioxidante, por lo que esta
involucrada en la inhibicion de la lipoperoxidacién de las LDL y lipoproteinas de alta
densidad (HDL) (Watson et al., 1995; La Du, 1996; Mackness et al., 1996; Aviram et al.,
1999). En varios modelos animales se ha observado que los niveles bajos de la PON1
estan asociados con una gran susceptibilidad a la oxidacién de las LDL lo cual conlleva
a tener un alto riesgo de padecer ateroesclerosis (Shih et al., 1996). En investigaciones
clinicas se ha visto que pacientes que cuentan con una actividad baja de la PONL1 tienen
enfermedades vasculares (Mackness et al., 1996; Aviram et al., 1999), por este motivo
es que se ha considerado que la actividad de PON1 funciona como un marcador de

enfermedades cardiovasculares en etapa temprana (Nguyen y Sok, 2003).

2.2.4 Productos de la oxidacién avanzada de proteinas



Los productos de oxidacion avanzada de proteinas (AOPP) fueron descubiertos por
primera vez en pacientes con insuficiencia renal cronica, desde entonces se ha
determinado que los AOPP pueden desempefiar un papel como biomarcador en
condiciones patolégicas de diversas enfermedades involucradas con un aumento
excesivo de ROS tales como diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, etc.
(Witko-Sarsat et al., 1996; Kalousové et al., 2004). Ademas, los AOPP se han usado para
monitorear el estrés oxidativo en pacientes criticamente enfermos por sepsis 0
insuficiencia cardiaca. Varios estudios han demostrado que la albumina de suero
humano oxidada (oxi-HSA) es el componente principal de AOPP y el 51 % se elimina de
la circulacién por el higado. Por tanto, se ha sugerido que el higado es la principal via de
depuracion plasmatica de oxi-HSA y que a su vez se encarga de la eliminacion de los
AOPP (Liu et al., 2012).

Los AOPP son los productos proteicos entrecruzados que contienen ditirosina formados
durante un estado de estrés oxidativo, por la reaccion entre las proteinas y los oxidantes
clorados. Los AOPP aparecen como marcadores del estrés oxidativo asociado con
cirrosis hepética, asi como un verdadero mediador inflamatorio capaz de amplificar la
activacion de monocitos y neutrofilos, incluido en procesos como el estallido respiratorio.
La union de los AOPP con sus receptores, un ejemplo de ellos son los productos
avanzados de glicosilacion (RAGE), que inducen el estrés oxidativo, la liberacion de

citocinas e inflamacion (Liu et al., 2012).

2.3 Mecanismos de inflamacion ocasionados por dietas altas en grasa

La inflamacién es un mecanismo de defensa normal que protege al organismo de
infecciones y dafio celular. Este proceso ayuda a contrarrestar dafio por patdégenos, esta
implicado en reparacion de tejidos, asi mismo ayuda a restaurar la homeostasis en sitios
infectados o dafados. La inflamacion se caracteriza por un enrojecimiento, hinchazon,
calor, dolor, e implica interacciones entre diversos tipos celulares con una serie de

sustancias quimicas que actuan como mediadores. Los mediadores mas comunes son



las quimiocinas, eicosanoides, moléculas de adhesion y especies reactivas de oxigeno
(Calder, 2011). La autorregulaciéon de la respuesta inflamatoria implica la activacion de
mecanismos de retroalimentacidn negativa como la secrecion de adipoquinas
antiinflamatorias (adiponectina, interleucina 4, 6, 10, 11 y 13), cascadas de sefializacion
proinflamatorias inhibidas, desprendimiento de receptores para mediadores inflamatorios
y activacion de macrofagos. Las respuestas inflamatorias reguladas son esenciales para
mantener la homeostasis en el organismo y mantener un correcto funcionamiento. Sin
embargo, la inflamacion patolégica implica una pérdida de tolerancia y/o de procesos
regulatorios en la que pueden producirse dafos excesivos e irreparables en los tejidos y
por consecuencia patologias. Estas enfermedades se caracterizan por tener
concentraciones elevadas de marcadores inflamatorios, activadores de células
inflamatorias en el sitio del dafio tisular y en circulacion sistémica los ejemplos de estas
patologias incluyen la artritis reumatoide inflamatoria, enfermedades intestinales y asma.
No obstante, cuando existe una inflamacion crénica se encuentran concentraciones
elevadas de marcadores inflamatorios en via sistémica. Se ha reportado que la
inflamacion crénica esta relacionada con patologias como la obesidad, el sindrome

metabdlico y la enfermedad cardiovascular (Calder et al., 2009).

Los eicosanoides son un grupo de moléculas que se forman a partir de la oxidacion de
PUFAs de 20 carbonos, estos son mediadores y reguladores de la inflamacién. Estas
moléculas se generan a partir del &cido araquidénico por diversos procesos metabdlicos
y estos dan origen a prostaglandinas (PG), tromboxanos, leucotrienos (LT) y a otros
derivados oxidados. Los eicosanoides estan involucrados en modular la intensidad y
duracion de las respuestas inflamatorias (Lewis et al., 1990; Tilley et al., 2001), asi como
estimulos especificos y con frecuencia tienen efectos opuestos. Por lo tanto, el resultado
fisiopatoldgico dependera de las células presentes, la naturaleza del estimulo, el tiempo
de generacién del eicosanoide, las concentraciones de estos y la sensibilidad en las
células y tejidos diana de los eicosanoides generados. Debido a la cantidad relativamente
alta de acido araquidonico en la membrana de las células, los fosfolipidos estan

involucrados en el proceso de inflamacion (Levy et al., 2001; Gewirtz et al., 2002).



2.3.1 Marcadores de inflamacién en la obesidad

El tejido adiposo es un érgano que tiene como funcién primaria el almacenamiento de
los triacilglicéridos, liberar acidos grasos libres y glicerol durante el ayuno, ademas tiene
la funcién de actuar como un 6rgano endocrino que cumple diversas funciones por las
proteinas (adipocinas) que secreta, ya que actian como hormonas (Vendrell et al., 2004;
Makki et al., 2013). Se ha determinado en estudios que las personas delgadas
preferentemente secretan adipocinas antiinflamatorias como la adiponectina, factor de
crecimiento transformante beta (TGF), interleucina (IL) -10, IL-4, IL-13, antagonista del
receptor de IL-1 (IL-1Ra), entre otras. Por el contrario, el tejido adiposo en personas
obesas libera principalmente adipocinas entre las que se encuentran el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), IL-6, leptina, resistina, angiotensina Il, adiponectina, grelina y
vitasfatina. (Ouchi et al., 2011).

El TNF-a es una adipocina proinflamatoria de 157 aminoacidos se identifica como un
producto proinflamatorio del tejido adiposo que se induce en modelos de diabetes y
obesidad, proporcionando evidencia de un vinculo funcional entre la obesidad y la
inflamacion. Se ha reportado que la expresién de TNF-a aumenta en el tejido adiposo en
modelos de obesidad y diabetes tipo 2 con animales. La inhibicion de la sefializacion
inducida por TNF-a en animales obesos produce una mejora en la sensibilidad a la
insulina en los tejidos musculares y adiposos. El TNF-a es secretado por células del
sistema inmune como monocitos, macroéfagos, linfocitos T y B, células NK y leucocitos
polimorfonucleares, ademas es secretado por otro tipo de células como los adipocitos
(Hotamisligil et al., 1993; Chen y Goeddel, 2002).

La leptina fue identificada como una proteina que es secretada especificamente por el
tejido adiposo, que tiene como funcion regular el gasto energético y la ingesta de
alimentos de forma endocrina (Zhang et al., 1994). La leptina es estructuralmente similar
a la familia de citocinas helicoidales que incluyen IL-2, hormona del crecimiento 1. Se ha
reportado que tiene actividades proinflamatorias ya que esta aumenta la produccién de

TNF-ay IL-6 por monocitos. Los niveles de leptina estan correlacionados con la cantidad
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de tejido adiposo, en grandes cantidades de tejido adiposo existe un aumento de estrés
oxidativo e inflamacion que activan la transcripcion de genes para las proteinas PTP1B,
SOCS3, LEPRB y TCPTP las cual evitan la activacion de los receptores de leptina
desencadenando una resistencia y una hiperleptinemia (Friedman y Halaas, 1998;
Coppari y Bjgrbaek, 2012). En los monocitos la leptina estimula la produccién de ROS,
promueve la proliferacion celular y las respuestas migratorias. Los niveles de leptina en
el suero y tejidos adiposo aumentan la respuesta a estimulos proinflamatorios, incluidos
TNF-a y lipopolisacaridos (LP). De acuerdo con estos hallazgos, la deficiencia de leptina
protege contra el dafio hepatico en modelos de hepatitis mediada por células TH1 (Ouchi
et al., 2011).

La IL-6 es una adipoquina proinflamatoria que esté involucrada con la resistencia a la
insulina relacionada con la obesidad. Los niveles plasmaticos de IL-6 se relacionan con
la cantidad de tejido adiposo en las poblaciones humanas, de modo que se observan
niveles elevados de IL-6 en sujetos obesos y la pérdida de peso conduce a una
disminucién en los niveles de IL-6 (Fried et al., 1998; Ziccardi et al., 2002; Esposito et al.,
2003). Los niveles plasmaticos de IL-6 aumentan en pacientes con diabetes tipo 2, y los
niveles elevados de IL-6 son predictivos del desarrollo de diabetes tipo 2. Se estima que
aproximadamente un tercio de la IL-6 circulante total es producida por los tejidos
adiposos, y es posible que el aumento de la secrecion de IL-6 en condiciones de
obesidad contribuya a la disfuncién metabdlica (Fried et al., 1998; Pradhan et al., 2001).
Por otro lado, la administracion de IL-6 en ratones elimina la capacidad de la insulina
para suprimir la produccion de glucosa en el higado. Por el contrario, la deficiencia de IL-
6 exacerba la resistencia a la insulina hepatica y la inflamacién en ratones alimentados

con una dieta alta en calorias (Kim et al., 2004; Matthews et al., 2010).

La adiponectina es sintetizada exclusivamente por los adipocitos y esta presente en
niveles elevados en la sangre. Los niveles de adiponectina en el plasma y el tejido
adiposo estan disminuidos en los individuos obesos en comparacion con los delgados.
De acuerdo con lo anterior, la produccion de adiponectina por los adipocitos es inhibida

por factores proinflamatorios como TNF-a e IL-6, asi como por hipoxia y estrés oxidativo
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(Ryo et al., 2004; Hosogai et al., 2007). En diversos estudios clinicos revelan una relacion
entre los niveles de adiponectina y la disfunciobn metabdlica ligada a la obesidad. Los
niveles bajos de adiponectina plasmatica se correlacionan con la acumulacién de grasa
visceral y estan disminuidos en pacientes con diabetes tipo 2, no obstante, los niveles
altos de adiponectina se asocian con un menor riesgo de desarrollar diabetes tipo 2. Por
lo tanto, la adiponectina se expresa en niveles altos en organismos delgados con
adipocitos funcionales, pero su expresion se ve reducida cuando existen adipocitos
disfuncionales asociados con patologias como la obesidad (Ryo et al., 2004; Ouchi et al.,
2011).

2.4 Compuestos antioxidantes y antiinflamatorios de origen vegetal

En la actualidad existe un importante nimero de compuestos que son obtenidos de
productos naturales, no obstante, se ha intentado buscar plantas que presenten
compuestos con propiedades bioldgicas para ser usado en el desarrollo de nuevos
farmacos, complementos o aditivos alimentarios para proveer proteccion frente a
diferentes enfermedades, incluyendo el cancer (Arredondo-Espinoza, 2011). Se han
reportado extractos de plantas con actividad antioxidante en modelos animales (Cuadro
1).
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Cuadro 1. Ejemplos de plantas con capacidad antioxidante.

Especie de planta Resultados Referencia

Camellia sinensis Protege contra el estrés Rodriguez et al., 2015
oxidativo en el musculo
esquelético en un modelo de
dieta alta en grasas.

Ocimum basilicum Capacidad antioxidante y Umar et al., 2012
efecto hipolipidémico en un
modelo de dieta alta en
grasas.

Thymbra spicata L. Capacidad antioxidante y Akkol et al., 2009
var. spicata hipocolesterolémico en un
modelo de dieta alta en
grasas.

Opuntia ficus-indica Efecto antihipertensivo, el Imane Harrat et al., 2019
antidiabético, antioxidante,
hipocolesterolémico en un
modelo de dieta alta en
grasas.

Rosmarinus officinalis Efecto antiobesogénico y Ibarra et al., 2011
hipocolesterolémico en un
modelo de dieta alta en
grasas.

Averrhoa Carambola Actividad antioxidante y Aladaileh et al., 2019
hipolipidémica en un modelo
de dieta alta en grasas.

2.5 Callistemon citrinus

Callistemon citrinus es una planta que ha sido empleada en la medicina tradicional de
Australia y paises del sur de Asia. En los udltimos afios han sido evaluadas las
propiedades farmacoldgicas de esta planta corroborando su actividad antiinflamatoria,
antidiabética, hipolipidémica y antioxidante, entre otras (Kumar et al., 2007). A pesar de
estas propiedades, en México su Unico uso es el ornamental, por lo que son recientes
las investigaciones bioldgicas y farmacologicas realizadas para esta planta en nuestro

pais.
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Los estudios realizados por Lopez-Mejia en el 2015 han demostrado que el extracto de
C. citrinus contienen un alto potencial antioxidante in vitro, que no poseen toxicidad
aguda y subaguda a dosis de 1000 mg/kg durante 28 dias. Ademas, se ha observado
gue tiene un efecto hepatoprotector y antioxidante in vivo por lo que es una buena
candidata para su estudio en enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Lopez-
Mejia, 2015; Pérez-Mora, 2016). En el 2020, Ortega-Pérez determiné el efecto del
extracto del C. citrinus en ratas obesas, se demostré el efecto antioxidante y anti-
obesogénico del extracto, no obstante, se desconoce el compuesto que induce este
efecto. El extracto de C. citrinus demostré tener un alto nimero de compuestos
terpénicos algunos de ellos de interés farmacoldgico como el 1,8-cineol, limoneno y a-

terpineol (Petronilho et al., 2013).

2.5.11,8-Cineol

El 1,8-cineol conocido comunmente como eucaliptol, es un monoterpeno biciclico que se
encuentra presente en las plantas del género Eucalyptus, asi como en menor cantidad
en plantas odoriferas como el romero, tomillo, salvia, laurel e incluso en algunos
extractos de frutos (Azerad, 2014). Debido al olor similar al del mentol este compuesto
es usado para aromatizar alimentos, cosméticos y limpiadores domésticos, al igual que
con otros terpenos, el 1,8-cineol se ha usado en productos farmacéuticos para tratar tos,
bronquitis y dolores musculares. De igual manera se le han atribuido propiedades
analgésicas, antiinflamatorias y hepatoprotectoras, asi como de ayudar en la colitis
aguda inducida por acido trinitro-bencenosulfénico en ratas y en un modelo inflamatorio
intestinal (Santos y Rao, 2000). En otro estudio se observé que presenta una actividad
antioxidante y disminucion de colesterol en el pez cebra (Cho, 2012). También se ha
visto que incrementa los niveles de las enzimas GPX, CAT Y SOD en higado de ratas

inducidas a un estrés oxidativo (Santos et al., 2004).

Por otro lado, se han determinado propiedades antiinflamatorias del 1,8-cineol en varios
modelos animales de lesién pulmonar aguda, asma e inflamacion del colon y sindrome

de dificultad respiratoria aguda. La administracion intragastrica de 100 mg/kg de 1,8-
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cineol redujo de 40 a 50 % el namero de neutréfilos y macréfagos en comparacion con
el grupo control (Bastos et al., 2011). Ademas, se ha reportado que los niveles de las
citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-18 y NF-kB en el tejido pulmonar se redujeron en un
50 % en ratones administrados con 1,8-cineol a una concentracion de 0.5 mg/kg (Brown
et al., 2017).

Se ha reportado el uso de 1,8-cineol en estudios farmacocinéticos en analisis in vivo e in
vitro. Usando una concentracion oral de 200 mg/kg en conejos dio como resultado que
la duracién de la concentracion plasmatica de este compuesto fue de 1 hora, por lo que
se tiene una buena absorcién intestinal de este compuesto. En otro estudio con un
modelo de roedores se determiné que el 1,8-cineol se somete a modificaciones
oxidativas, lo cual da como resultado la produccién de 2-hidroxi-1,8-cineol y 3-hidroxi-
1,8cineol (Miyazawa et al., 2001; Bhowal y Gopal, 2015).

2.5.2 Limoneno

Ellimoneno es un compuesto con una estructura basica de isopreno, un estudio en aceite
esencial de apio indic6 que contiene 74.6 % de limoneno mostrando una alta actividad
inhibitoria hacia el malonaldehido (MDA) (Wei, 2007). En otros estudios se ha visto que
el limoneno presenta propiedades analgésicas en el aceite de Dracocephalum Kotschyi
(Golshani et al., 2004). El limoneno present6 una actividad antioxidante en un ensayo de
DPPH atrapando radicales libres y se demostré que en concentraciones bajas (entre 10
y 50 mg/ml) aumenta la actividad de la catalasa y glutatibn peroxidasa, mientras que a
concentraciones altas (100 mg/ml) presento un aumento en la actividad de la enzima

superoxido dismutasa (Roberto et al., 2010).

2.5.3 a-Terpineol

El a-terpineol es uno de los monoterpenos principales usados como componentes
guimicos de los aceites esenciales de las plantas medicinales con propiedades
terapéuticas, estos compuestos cuentan con diversas propiedades farmacolégicas como

antidepresivos, anticonvulsivos, sedantes (Oliveira et al.,, 2012). También se ha
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observado que modula los niveles de 6xido nitrico (NO) como un marcador importante
de estrés oxidativo (Ribeiro et al., 2010). Se ha reportado que a-terpineol tiene un efecto
antinociceptivo debido a la inhibicidén de la enzima ciclooxigenasa-2, asi mismo interviene
en la produccion de mediadores inflamatorios como citocinas, prostaglandinas EZ2,
interleucina-1f3 y factor nuclear kappa B (NF-KB) (Held et al.,2007; Hassan et al., 2010;
Quintans et al., 2011; de Oliveira et al., 2012).

En la figura 1 se observa una ruta por la cual los terpenos mayoritarios de C. citrinus
podrian tener un efecto antioxidante. El 1,8-cineol y limoneno incrementan los niveles de
las enzimas GPX, CAT Y SOD en ratas inducidas a un estrés oxidativo en el higado de
ratas. Por otro lado, el a-terpineol cuenta con una actividad antioxidante contra los
radicales peroxilo en un ensayo DPPH por lo que pudiera estar actuando sobre los
radicales hidroxilo. Ademas, se ha determinado que el limoneno tiene una alta actividad
inhibitoria hacia el malondialdehido (MDA) por lo que pudiera inhibir la formacién de
compuestos de la lipoperoxidacion de lipidos (Golshani et al., 2004; Santos et al., 2004;
Held et al.,2007; Hassan et al., 2010; Roberto et al., 2010; Quintans et al., 2011; de
Oliveira et al., 2012).
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Figura 1. Mecanismos de accién de los terpenos mayoritarios de C. citrinus propuesto con conforme a lo
reportado en la literatura (Golshani et al., 2004; Santos et al., 2004; Held et al.,2007; Hassan et al., 2010;

Roberto et al., 2010; Quintans-Junior et al., 2011; de Oliveira et al., 2012).
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3. JUSTIFICACION

Las dietas altas en grasa se caracterizan por ocasionar un aumento del tejido adiposo y
presencia de estrés oxidativo que da como resultado un estado de inflamacion. En
estudios previos se ha demostrado el efecto antioxidante del extracto de C. citrinus, sin
embargo, no se conoce el efecto de los terpenos mayoritarios del extracto, por lo que
determinar el efecto antioxidante de estos terpenos puede generar alternativas para
revertir el dafio oxidativo generado durante la ingesta de una dieta alta en grasas.

4. HIPOTESIS

Los terpenos mayoritarios de C. citrinus son los responsables de la actividad antioxidante

durante la ingesta de una dieta alta en grasas.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antioxidante de los terpenos mayoritarios de C. citrinus en ratas

Wistar alimentadas con una dieta alta en grasas.

5.1 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de 1,8-cineol, limoneno, a-terpineol y la mezcla de estos sobre
los parametros morfométricos y valores séricos de triacilglicéridos, glucosa y
colesterol de las ratas alimentadas con una dieta alta en grasas.

2. Evaluar el efecto de 1,8-cineol, limoneno, a-terpineol y la mezcla de estos sobre los
biomarcadores de estrés oxidativo en el higado de las ratas alimentadas con una
dieta alta en grasas.

3. ldentificar el efecto de 1,8-cineol, limoneno, a-terpineol y la mezcla en el tejido
hepatico mediante cortes histologicos en las ratas alimentadas con una dieta alta en
grasas.

4. Determinar el efecto del 1,8-cineol, limoneno, a-terpineol y la mezcla sobre los
marcadores de inflamacion (TNF-a, IL-6, adipocinas y leptina) en el higado de las

ratas alimentadas con una dieta alta en grasas.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7. RESULTADOS

7.1 CAPITULO|. Efecto de los terpenos mayoritarios de Callistemon citrinus sobre
los parametros morfométricos y valores de glucosa, colesterol y
triacilglicéridos en ratas alimentadas con una dieta alta en grasas

RESUMEN

Las dietas altas en grasas (DAG) conllevan a desarrollar patologias relacionadas con una mala
alimentacion como obesidad y enfermedad cardiovascular. Callistemon citrinus es una planta a
la que se le han atribuido diversas actividades bioldgicas, en un modelo de dieta hipercalérica
en ratas mas la administracion oral diaria con el extracto de hoja a una concentracion de 250
mg/kg mostré una diminucion del peso en los individuos. En la composicion de este extracto se
ha determinado un alto contenido de terpenos (1,8-cineol, a-terpineol y limoneno). En este
estudio se determind el efecto de los terpenos sobre los valores séricos y parametros
morfométricos (indice Lee y de adiposidad) en ratas alimentadas con una dieta alta en grasas.
Se usaron 6 grupos de ratas con una n=6 para cada grupo, el grupo | fue el control, el grupo II
fue la DAG (63% de alimento Purina® Rodent Chow, 41.66% de grasas y 16.66% de sacarosa).
Los grupos llI, VI, V, VI se alimentaron con la DAG mas la administracién oral diaria de los
terpenos (1-8-cineol a 0.88 mg/kg; limoneno a 0.43 mg/kg; a-terpineol a 0.32 mg/kg y la mezcla
terpénica de todos, respectivamente). Los resultados obtenidos mostraron que la dieta alta en
grasa que se les dio a los animales, no contribuyé a aumentar los niveles de colesterol y peso.
Sin embargo, otros parametros si se modificaron. Los terpenos mayoritarios de C. citrinus
disminuyeron la ingesta de alimento, los niveles de triacilglicéridos y glucosa en sangre.
Solamente el 1,8-cineol fue el Unico terpeno que no tuvo efecto sobre el indice de Lee y de

adiposidad, a diferencia del limoneno, a-terpineol, asi como la mezcla terpénica.

Palabras clave: Compuestos naturales, radicales libres, antioxidantes
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ABSTRACT

High-fat diets (HFD) lead to the development of pathologies related to poor nutrition such
as obesity and cardiovascular diseases. Callistemon citrinus is a plant to which various
biological activities have been attributed, in a hypercaloric diet model in rats plus daily
oral administration with the leaf extract at a concentration of 250 mg/kg showed a
decrease in weight in individuals. A high content of terpenes (1,8-cineol, a-terpineol, and
limonene) has been determined in the composition of this extract. In this study, the effect
of terpenes on serum values and morphometric parameters (Lee index and adiposity) in
rats fed a high-fat diet was determined. 6 groups of rats were used with n=6 for each
group, the group | was the control, group Il was the DAG (63% Purina® Rodent Chow
feed, 41.66% fat and 16.66% sucrose). Groups lll, 1V, V, VI were fed with the DAG plus
the daily oral administration of the terpenes (1-8cineol at 0.88 mg/kg, limonene at 0.43
mg/kg, a-terpineol at 0.32 mg/kg, and the terpene mix of all). The results obtained showed
that the high fat diet given to the animals did not contribute to increasing cholesterol levels
and weight. However, other parameters were modified. The main terpenes of C. citrinus
decreased food intake, triacylglyceride levels, and blood glucose. 1,8-Cineol was the only
terpene that had no effect on the Lee index and adiposity, unlike limonene, a-terpineol,

and the terpene mixture.

Keywords: Natural compounds, free radicals, antioxidants
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INTRODUCCION

El indice Lee es un parametro morfométrico que se ha usado en ratas con el fin de
conocer la relacion que existe entre el peso y la longitud, que se usa con el fin de indicar
obesidad en ratas (Simson y Gold, 1982). Por otro lado, existen otros indices orientados
a la cantidad de tejido adiposo abdominal que poseen las ratas como el indice de
adiposidad. Esta medida proporciona una estimacion de la cantidad de grasa abdominal
total de la rata respecto al peso mismo, lo cual abre un panorama amplio al momento de

saber el estado de salud de los animales (Novelli et al., 2007).

La alimentacién excesiva por las DAG conlleva a un aumento de acidos grasos, los
cuales pueden causar hipertrigliceridemia a la que se le ha reportado con patologias
como obesidad y resistencia a la insulina, por lo que los niveles de la concentracion
plasmatica de triacilglicéridos y glucosa son indicadores de las patologias ya
mencionadas (Unger et al., 2014). Por otro lado, se ha determinado que la correlacion
entre los valores de triacilglicéridos, glucosa y colesterol, son determinantes para
tomarse en cuenta en diagnostico para patologias como resistencia a la insulina,
obesidad y diabetes en humanos (Hernandez-Vite et al., 2015). El objetivo del presente
trabajo fue determinar el efecto de los terpenos mayoritarios (1,8-cineol, limoneno y a-
terpineol) de C. citrinus sobre los parametros morfométricos y valores de glucosa,

colesterol y triacilglicéridos en ratas alimentadas con una dieta alta en grasas.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, mantenidas en condiciones ambientales
controladas (12 horas de luz/12 horas oscuridad, humedad relativa ente 60-70 %,
Temperatura de 20°C, con libre acceso a comida y agua). Los animales fueron
mantenidos en el Bioterio del Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas de la

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. El control de los animales y el
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proceso experimental se llevaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 062 (NOM-

062-Z00-1999).

Modelo experimental

Se utilizé el modelo experimental de Ortega-Perez et al., (2020) con algunas

modificaciones. Se usaron 36 ratas Wistar (Rattus norvegicus), divididas en 6 grupos con

una n=6 para cada grupo, con un peso inicial de 200-250 gramos y se usaron a las 8

semanas desde su gestacion. La duracion del modelo experimental fue de 15 semanas

y los grupos experimentales fueron conformados de acuerdo con el cuadro 2.

Cuadro 2. Modelo experimental

Nombre del
grupo

Tipo de alimentacion

Nombre y concentracion del
compuesto

Grupo control

Rodent Chow Purina® y
agua ad libitum.

Sin  administracion de ningudn
compuesto

Grupo DAG (dieta
alta en grasas)

63% del alimento
Rodent Chow Purina®,
20.84% de grasa
vegetal, 20.84%
manteca de cerdo,
16.66% de sacarosa Yy
agua ad libitum.

Sin administracion de ningudn
compuesto

Grupo 1,8-cineol

Dieta alta en grasas y
agua ad libitum.

1,8-cineol a 0.88 mg/kg de peso
por via oral diariamente.

Grupo a-terpineol

Dieta alta en grasas y
agua ad libitum.

a-terpineol a 0.32 mg/kg de peso
por via oral diariamente.

Grupo limoneno

Dieta alta en grasas y
agua ad libitum.

Limoneno a 0.43 mg/kg de peso
por via oral diariamente.

Grupo mezcla

Dieta alta en grasas y
agua ab libitum.

Mezcla terpénica (0.43 mg/kg de
limoneno, 0.32 mg/kg de a-
terpineol y 0.88 mg/kg de 1,8-
cineol) por via oral diariamente.

En cada uno de los grupos, diariamente se peso y midio el consumo del alimento y agua,

mientras que el peso de los animales fue semanalmente.
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Determinacion de los valores de glucosa, triacilglicéridos y colesterol

Al término del experimento, se determinaron los niveles de triacilglicéridos y glucosa con
un monitor sanguineo Accutrend Plus® utilizando tiras de la misma marca, mientras que
para el colesterol total se usaron kits comerciales de métodos enzimaticos colorimétricos
SPINREACT®.

RESULTADOS Y DISCUSION

PARAMETROS MORFOMETRICOS

Peso corporal

Durante las 15 semanas se llevd un registro semanal del peso de los animales con el
objetivo de observar la ganancia de peso obtenida en los animales de estudio. En la
figura 2 referente a las medias de los tratamientos respecto a la ganancia de peso no se
mostraron diferencias significativas, por lo que la dieta alta en grasas no aumento el peso
de los individuos. En la figura 3 se cuantificé la cantidad de alimento a lo largo del
experimento, se observaron diferencias significativas en todos los grupos respecto al
grupo control, la DAG aumenté el consumo de alimento, mientras los terpenos

disminuyeron la ingesta de alimento.

Debido a lo anterior, se sugiere que los terpenos ayudaron a disminuir el apetito en los
animales. En otro estudio realizado durante 10 semanas con una dieta alta en grasas
(40%), se determiné que no hubo cambios significativos en el peso de los individuos,
pero si en la ingesta de alimento (Harris y Kor, 1992). Aunque, en otro modelo de dieta
alta en grasas (22.5%) que tuvo una duracion de 20 semanas, no se observaron
diferencias respecto al grupo control, aun agregando sacarosa al 25% en el agua con la
dieta antes mencionada y no se mostraron cambios en el peso de los animales (Moreno-
Fernandez et al., 2018).
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Por lo tanto, las dietas altas en grasas no han mostrado tener un cambio en el peso de
los individuos, pero no significa que no repercutan en la salud de los individuos, por lo
gue se deben de tomar otros parametros y variables para determinar un analisis robusto.
Sin embargo, en otros estudios se han observado que existen variables que afectan el
peso de los individuos como variaciones genéticas o cambios conductuales (Buettner et
al., 2006). En otros trabajos usando a-terpineol a una concentracién de 25, 50 y 100
mg/kg de peso, en un modelo de dieta alta en grasas (35%), se determind la correlacion
con una baja ingesta de alimento y hacen énfasis en que posiblemente de deba a una
modulacion del apetito en regiones como el hipotdlamo a través del eje del intestino-
cerebro (de Sousa et al., 2020), por lo antes mencionado en el presente estudio se

propone que los terpenos estén actuando de la misma manera.

5001
+ + ® Control
400+ . ® Di
. o '#H\f”:h H* hﬂ» Dieta alta en.grasas

S 300d. " :“l? »e DAG + 1,8 Cineol
o rﬁt‘ﬁ' + DAG + Limoneno
S 200+ ¢ DAG + Mezcla

1004 * DAG + a-Terpineol

0

12 3 456 7 8 9101112131415
Semanas

Figura 2. Peso corporal durante 15 semanas de las ratas control (no tratadas) y en tratadas con DAG
(dieta alta en grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracion de terpenos). No hay
diferencias significativas entre los tratamientos. Los valores se representan con media * error estandar
(ANOVA de dos vias, seguido de Dunnett, *p < 0.05, n=6).
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Figura 3. Ingesta de comida de las ratas control (no tratadas) y en tratadas con DAG (dieta alta en grasas)
con los diferentes tratamientos experimentales (administracion de terpenos), a las 15 semanas del
experimento. Los valores se representan con media £ error estandar (ANOVA de dos vias, seguido de
Dunnett, *p < 0.05,).

indice Lee y de adiposidad

En el cuadro 3, se muestra el indice de Lee y el de adiposidad de los animales respecto
al modelo de induccidn de dieta alta en grasas implementado en el presente estudio. En
el indice de Lee no se observaron diferencias significativas entre los grupos
experimentales. En el indice de adiposidad existen diferencias significativas entre las
medias de los grupos DAG, control y limoneno lo cual indica que en el grupo DAG existe
un alto porcentaje de tejido adiposo respecto a los grupos control y limoneno, por lo que
el limoneno esta ayudando a tener una reduccion del tejido adiposo reflejado en el peso.
No obstante, esto se relaciona con otro trabajo en el cual se utilizé6 D-limoneno a una
concentracion de 5000 mg/kg en un modelo de dieta hipercaldrica y se encontré que el
D-limoneno ayuda a reducir el tamafio de los adipocitos blancos y cafés (Jing et al.,

2013), por lo que el limoneno puede estar disminuyendo la cantidad de tejido adiposo de
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los animales. Por otro lado, se ha reportado que el indice de Lee es una medida que
puede dar una estimacion sobre la relacion del peso y la longitud del individuo, no
obstante, es necesario tener otros marcadores e indices para tener certeza sobre el
estatus de salud en los individuos, ya que existen variables genéticas y metabdlicas que

juegan un papel importante (Stephens et al., 1980; Buettner et al., 2006).

Cuadro 3. indice de Lee y adiposidad en ratas control (no tratadas) y en tratadas con DAG (dieta alta en
grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracion de terpenos), a las 15 semanas del
experimento. Los valores se representan con media + error estandar (ANOVA, seguido de Dunnett, *p <
0.05,).

Control DAG 1,8-Cineol a-Terpineol Limoneno Mezcla

indice de Lee 33.56+2.02 35.03£1.30 33.56+1.94 31.14+1.66 30.36+1.84 32.35+0.86

indice de 3.76+0.36 10.18+0.68* 9.97+2.87* 7.15+1.06 5.95+1.16 6.88+1.33
adiposidad

Determinacion de los niveles de glucosa, triacilglicéridos y colesterol

En la figura 4 se presenta la concentracion plasmatica de triacilglicéridos en sangre, en la cual
existen diferencias significativas entre las medias de los tratamientos. Los niveles de
triacilglicéridos del grupo DAG estd aumentado respecto al grupo control, mientras que los
grupos tratados con 1,8-cineol, limoneno, a-terpineol y la mezcla terpénica, se comportan
similarmente al grupo control. Esto sugiere que el 1,8-cineol, limoneno, a-terpineol y la mezcla
terpénica son responsables de que ocurra una disminucion de los triacilglicéridos en sangre. Los
valores de los niveles de glucosa se muestran en la figura 5, en la que se observan cambios
entre las medias de los tratamientos. Existen diferencias entre las medias de los grupos DAG y
control, lo que confirma que los niveles de glucosa aumentaron por el consumo de la DAG. Los
grupos de ratas tratados con 1,8-cineol, limoneno, a-terpineol y la mezcla terpénica se
comportan similar al grupo control, sugiriendo que estos tienen un efecto sobre la disminucion
de los niveles de glucosa en sangre. En la figura 6 se observan los resultados de la

concentracion plasmatica de colesterol en sangre, en la cual no existen diferencias significativas
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entre las medias de los tratamientos, ya que los niveles de colesterol no se incrementaron

durante la alimentacion de la DAG.

de Sousa et al. (2020) reportaron que al administrar a-terpineol a una concentracion de 25, 50 y
100 mg/kg de peso en un modelo de dieta alta en grasas (35%) durante 12 semanas, este
produjo un efecto en la disminucion de los niveles de triacilglicéridos y colesterol por lo que los
terpenos mayoritarios de C. citrinus, podrian estar actuando de la misma manera. Sin embargo,
la dieta no contenia colesterol por lo que no se observaron cambios en los niveles para cada
uno de los grupos experimentales. En otro trabajo en el cual se usé un modelo de DAG (39%)
durante un periodo de 8, 16 y 24 semanas, se determind un aumento de los triacilglicéridos en
sangre (Liu et al., 2016).

Respecto a los niveles de glucosa, en diversas investigaciones se demuestra que con una
alimentacion diaria con una DAG (16%), ocurre un aumento en los niveles de glucosa en sangre
en ratas (Chen et al., 2010). Como lo reportado por Xu et al. (2016), quienes observaron niveles
altos de glucosa durante la alimentacién con una DAG (10%) en ratones durante 4 semanas.
Los niveles de glucosa también se han reportado aumentados en modelos de DAG (60%) en
ratones, con una duracion de 8 semanas. Debido a los trabajos anteriores, la DAG aumenta los
niveles de glucosa de manera similar. Sin embargo, los terpenos de C. citrinus revierten el
aumento de glucosa generado por la dieta. Dentro de los terpenos que se usaron en este trabajo,
se ha reportado que el limoneno tiene una actividad antihiperglucémica, inhibiendo ciertas
enzimas del metabolismo de azlcares (Murali y Saravanan 2012), los resultados obtenidos de
este estudio sugieren que el 1,8-cineol y el a-terpinol podrian estar regulando los niveles de

glucosa en la sangre.
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Figura 4. Concentracion plasmatica de triacilglicéridos en sangre de ratas control (no tratadas) y en
tratadas con DAG (dieta alta en grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracién de
terpenos), a las 15 semanas del experimento. Los valores se representan con media + error estandar
(ANOVA de dos vias, seguido de Dunnett, *p < 0.05, n=6).
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Figura 5. Concentracion plasmatica de glucosa en sangre de ratas control (no tratadas) y en tratadas con
DAG (dieta alta en grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracion de terpenos), a
las 15 semanas del experimento. Los valores se representan con media + error estdndar (ANOVA de dos
vias, seguido de Dunnett, *p < 0.05, n=6).
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Figura 6. Concentracién plasmatica de colesterol en sangre ratas control (no tratadas) y en tratadas con
DAG (dieta alta en grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracion de terpenos), a
las 15 semanas del experimento. Los valores se representan con media + error estandar (ANOVA de dos
vias, seguido de Dunnett, *p < 0.05, n=6).

CONCLUSION

El 1-8-cineol, limoneno, a-terpineol y la mezcla terpénica reducen los niveles de triacilglicéridos
y glucosa en sangre bajo una DAG; sin embargo, la DAG no mostro tener un aumento en los
niveles de colesterol.
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7.2 CAPITULO II. Efecto de los terpenos mayoritarios de Callistemon citrinus sobre
los biomarcadores de estrés oxidativo en el higado de las ratas
alimentadas con una dieta alta en grasas

RESUMEN

Callistemon citrinus es una planta perteneciente a la familia Myrtaceae, a la cual se le
han atribuido diversas actividades biolégicas. En este estudio se investigo el efecto de
los terpenos mayoritarios de C. citrinus (1-8-cineol, limoneno y a-terpineol) sobre los
biomarcadores de estrés oxidativo en un modelo de dieta alta en grasas durante 15
semanas. Altos niveles de los biomarcadores del estrés oxidativo: Malondialdehido
(MDA), 4-hidroxinonenal (HNE) y los productos avanzados de la oxidacion de las
proteinas (AOPP) se encontraron en el grupo de la dieta rica en grasa en comparacion
a grupo control. Mientras que los niveles de los biomarcadores en los grupos con el 1,8-
cineol, a-terpineol y limoneno mas la dieta rica en grasa, presentaron una disminucién
de estos parametros a valores semejantes al grupo control. Sin embargo, la actividad de
la paraoxonasa (PON1) solo estuvo incrementada en los grupos con el a-terpineol y la
mezcla terpénica mas la dieta rica en grasa. No obstante, los niveles de glutatién
reducido (GSH) se vieron disminuidos en todos los grupos, en comparacion al grupo
control. Cabe destacar que el grupo con la mezcla de los terpenos mas la dieta rica en
grasa tuvo un comportamiento distinto, ya que la actividad de la PON1 no cambid y los
niveles de los productos de la lipoperoxidacion se incrementaron a valores semejantes
al grupo con la dieta rica en grasa. Mientras que los niveles de AOPP y GSH
disminuyeron ligeramente a diferencia de los grupos con la dieta rica en grasa. Con estos
resultados se concluye que el 1,8-cineol, limoneno y el a-terpineol mostraron tener un
efecto antioxidante ya que redujeron los niveles de los productos de la lipoperoxidacion,
asi como los AOPP.

Palabras clave: Biomarcadores, terpenos, Callistemon citrinus
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ABSTRACT

Callistemon citrinus is a plant belonging to the Myrtaceae family, to which various
biological activities have been attributed. In this study, the effect of the major terpenes of
C. citrinus (1-8-cineol, limonene and a-terpineol) on oxidative stress biomarkers in a fed
high-fat diet animal model for 15 weeks was investigated.

High levels of the oxidative stress biomarkers: malondialdehyde (MDA), 4-hydroxy-2-
nonenal (HNE) and advanced oxidation protein products (AOPP) were observed in the
HFD treated group when compared to control group. While the levels of the three
biomarkers in the 1,8-cineol did not change during all HFD treatment. However, the MAD
and HNE levels in the a-terpineol and limonene plus HFD groups did not changes.
Instead, the AOPP levels in each group was decreased to values similar to the control
group. Paraoxanase (PONL1) activity was increased only in the a-terpineol and the
terpenic mixture groups. Meanwhile, reduced glutathione (GSH) levels showed a
decreased in all the groups compare to the control group. It should be noted that the
group with the terpenic mixture plus HFD had a different behavior since the PONL1 activity
did not changes and the values of the lipiperoxidation products increased to similar values
to the HFD group, while AOPP and GSH levels decreased slightly unlike the groups with
the HFD. In conclusion, 1-8-cineol, limonene and a-terpineol possesses the capability of

attenuate the oxidative stress in a HFD.

Keywords: Biomarkers, terpenes, Callistemon citrinus
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INTRODUCCION

Los biomarcadores de estrés oxidativo dan un panorama del dafio causado a las
principales biomoléculas como ADN, lipidos, proteinas y carbohidratos. En las dietas
altas en grasas se ha reportado que existe un aumento de estrés oxidativo por lo que
usar biomarcadores en modelos animales da una idea del estatus oxidativo de estos,
algunos de estos biomarcadores son MDA, HNE, GSH, AOPP, PONL1, etc.

En la lipoperoxidacion existen compuestos que actian como indicadores de dafio como
el malondialdehido (MDA), lipidos hidroperoxidos, dienos conjugados, 4-hidroxinonenal
(HNE) y los F2-isoprostanos (8-epiPGF2a). Los hidroperoxidos son generados en las
primeras etapas de la peroxidacion lipidos, mientras que el MDA o F2-isoprostanos se
forman al final de una larga fase oxidativa (Halliwell y Whiteman, 2004). La principal
fuente de MDA en muestras bioldégicas es la peroxidacion de acidos grasos
poliinsaturados con dos o mas dobles enlaces, es por esto que la lipoperoxidacién en

lipidos es un proceso autocatalitico y de propagacion (Del Rio y Pellegrini, 2005).

El GSH es un antioxidante end6geno importante en los hepatocitos, este tiene un
potencial redox normal GSH / GSSG mantiene las funciones de muchas proteinas y
enzimas celulares, incluidas muchas de las que participan en la muerte celular y las
cascadas de supervivencia. En muchas formas de enfermedades hepéticas, la reserva
de GSH hepético se ve comprometida por el deterioro de la sintesis y el transporte y/o el
consumo excesivo. La alteracién de la homeostasis del GSH en el higado no solo da
lugar a las especies reactivas de oxigeno que oxidan las proteinas, ADN y lipidos, pero
también altera multiples vias de sefializacion que afectan el metabolismo intermedio, la
supervivencia y la proliferacion y por tanto contribuye a la patogenia de diversas

enfermedades hepaticas (Yuan y Kaplowitz, 2009).

Los productos de oxidacion avanzada de proteinas (AOPP) fueron descubierto por
primera vez en pacientes con insuficiencia renal cronica, desde entonces se ha

determinado que los AOPP pueden desempefar un papel como biomarcador en
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condiciones patolégicas de muchas enfermedades involucradas con un aumento
excesivo de las especies reactivas de oxigeno como diabetes mellitus, enfermedades

cardiovasculares, etc. (Witko-Sarsat et al., 1996; Kalousova et al., 2004).

La paraoxonasa (PON1) es un enzima antioxidante estrechamente asociado con las
lipoproteinas de alta densidad. Es una esterasa calcio-dependiente, que desintoxica los
peroxidos de lipidos y se distribuye en muchos tejidos incluidos el higado, el cerebro, los
pulmones, el corazon, los rifiones y el intestino delgado (Senti et al., 2003). En el
presente capitulo se evaluaron los niveles de los principales biomarcadores de estrés
oxidativo en un modelo de dieta alta en grasas con la administracion oral diaria de los
terpenos mayoritarios de C. citrinus, durante 15 semanas. El objetivo del presente
capitulo fue determinar el efecto de los terpenos mayoritarios (1-8-cineol, limoneno y a-
terpineol) de C. citrinus sobre los biomarcadores de estrés oxidativo en el higado de las
ratas alimentadas con una dieta alta en grasas.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, mantenidas en condiciones ambientales
controladas (12 horas de luz/12 horas oscuridad, humedad relativa ente 60-70 %,
Temperatura de 20°C, con libre acceso a comida y agua). Los animales fueron
mantenidos en el Bioterio del Instituto de Investigaciones Quimico-Biolégicas de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. El control de los animales y el
proceso experimental se llevaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 062 (NOM-
062-Z00-1999).

Modelo experimental

Se utilizé el modelo experimental de Ortega-Perez et al., (2020) con algunas
modificaciones. Se usaron 36 ratas Wistar (Rattus norvegicus), divididas en 6 grupos con

una n=6 para cada grupo, con un peso inicial de 200-250 gramos y se usaron a las 8
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semanas desde su gestacion. La duracion del modelo experimental fue de 15 semanas
y los grupos experimentales fueron conformados de acuerdo con el cuadro 2. En cada
uno de los grupos, diariamente se pes6 y midio el consumo del alimento y agua, mientras

gue el peso de los animales fue semanalmente.

Preparacién de los homogenados de higado y determinacién de proteinas totales

El higado se homogenizé en un mortero usando 2 ml de buffer salino de fosfatos a 50
mM pH 7.4. Al término de esto, los homogenados fueron centrifugados a 10,000 rpm,
durante 15 minutos a 4°C. Al sobrenadante se le cuantificé el contenido de proteinas
totales mediante la técnica de Bradford, en la cual se usé 1 yL de homogenado de
higado, después se le aflade 799 uL de agua destilada, se mezcl6 y se le agregé 1 mL
de reactivo de Bradford, se dejé reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos y se
midié a una longitud de onda 595 nm.

Determinacién de la PON1

Se agreg6 100 pl de homogenado diluido (1:5) a tubos eppendorff y se afiadié 1900ul
del sustrato (1.2 mmol/L paraoxon (O, O-dietil-O-p-nitrofenil fosfato) en 0.26 mml/L Tris-
HCL, pH 8.5, 25 mm/L CaCL2y 0.5 mol/L NaCL. Se mezcl6 e inmediatamente se registro
la lectura a 405 nm para establecer el tiempo cero, y después se realizaron lecturas cada
30s minutos durante 3 min (Kudchodkar et al., 2000).

Determinacion de MDA y HNE

Para la determinacion del malodialdehido (MDA) en un tubo eppendorff, se coloc6 0.65
ml de 1-metil-2-fenilindol y 0.2 ml de la muestra o del estandar, 100 uM tetraetoxipropanol
se le afladié 0.15 ml de HCI 37%, se mezclé y se puso a incubar a 45°C durante 60
minutos. Después se enfriaron las muestras durante 5 min, una vez frias se centrifugaron
a 10000 rpm durante 10 min a 4°C. Finalmente se registro la lectura a una longitud de

onda de 586 nm. Para la determinacion del 4-hidroxinonenal (HNE) + (MDA) se realizé
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de igual manera a lo anteriormente descrito, excepto que el HCI es remplazado por acido
metasulfénico (15.4 M) (Johnston et al., 2007).

Determinacion de glutation reducido

Mediante la técnica de Sedlak y Lindsay (1968) se determiné el contenido de glutatién
reducido (GSH) de la siguiente forma: en tubos de ensayo se agregdé 20 pL de
homogenado de tejido, 480 uL Tris buffer (0.2 M, pH 8.2) y 25 pL de cloruro de
nitrotetrazolio azul (DNTB) (0.01 M), se mezcld y posteriormente se adiciono 1975 yL de
metanol absoluto. El blanco se preparé Unicamente sin la muestra. Los tubos de ensayo
se taparon con papel parafiim y se incubaron con agitacion de un mezclador de
laboratorio (shaker) durante 5 minutos, después se centrifugaron a 3000 rpm a
temperatura ambiente durante 15 min. Finalmente, la absorbancia se registr6 a una

longitud de onda de 412 nm.

Determinacion de los productos avanzados de la oxidacion de las proteinas
(AOPP)

Para la determinacién de las AOPP se uso el protocolo de Hanasand M. (2012) el cual
consistié en agregar a un tubo eppendorff 1ml de buffer de fosfatos (20mM, pH 7.4), 50
pL de homogenado, 50 yL de yoduro de potasio (1.16M) y 100 yL de &cido acético.
Después se centrifugaron las muestras a 5800g por 5 minutos y se dejaron incubar
durante dos minutos. Finalmente, la absorbancia se registré una longitud de onda de 340
nm.

RESULTADOS

Concentracién en los niveles de MDA

La concentracion de los niveles de MDA en los diferentes grupos experimentales se
muestra en la fig. 7. En esta se observan diferencias significativas entre las medias de

los tratamientos, el grupo DAG vy el de la mezcla terpénica alcanzaron niveles altos de
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MDA, mientras que el grupo 1,8-cineol, a-terpineol y limoneno se comportaron de manera

similar al grupo control.
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Figura 7. Niveles de MDA en higado de ratas control (no tratadas) y en tratadas con DAG (dieta alta en
grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracion de terpenos), a las 15 semanas del
experimento. Los valores se representan con media + error estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *p <
0.05, n=3).

Concentracién de los niveles de HNE

La concentracion de los niveles de HNE en los diferentes grupos experimentales se
presenta en la figura 8. En esta se observan diferencias significativas entre las medias
de los tratamientos, el grupo DAG (Dieta alta en grasas) y el de la mezcla terpénica
alcanzaron niveles altos de HNE, mientras que el grupo 1,8-cineol, a-terpineol y limoneno

se comportaron de manera similar al grupo control.
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Figura 8. Niveles de HNE en higado de ratas control (no tratadas) y en tratadas con DAG (dieta alta en
grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracion de terpenos), a las 15 semanas del
experimento. Los valores se representan con media + error estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *p <
0.05, n=3).

Niveles de glutatién reducido (GSH)

Los niveles de GSH en los grupos experimentales se muestran en la figura 9. Los
resultados indican diferencias significativas entre las medias de los tratamientos DAG,
mezcla terpénica, 1,8-cineol, a-terpineol y limoneno. Estos se comportan diferente al
grupo control, todos los grupos experimentales a excepcion del grupo control muestran

niveles reducidos de GSH.
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Figura 9. Niveles de GSH en higado de ratas control (no tratadas) y en tratadas con DAG (dieta alta en
grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracion de terpenos), a las 15 semanas del
experimento. Los valores se representan con media + error estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *p <

0.05, n=3).
Niveles de la enzima paraoxanasa 1 (PON1)

Los niveles de PONL1 en los diferentes grupos experimentales se muestran en la figura
10. En esta se observan diferencias significativas entre las medias de los tratamientos
DAG, 1,8-cineol, y limoneno. Estos se comportan diferentes al grupo control por lo que
presentan niveles bajos de la enzima PON1. Sin embargo, el grupo a-terpineol y la

mezcla terpénica tienen niveles de esta enzima similares al control.
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Figura 10. Niveles de PON1 en higado de ratas control (no tratadas) y en tratadas con DAG (dieta alta en
grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracion de terpenos), a las 15 semanas del

experimento. Los valores se representan con media + error estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *p <

0.05, n=3).
Productos de oxidacion avanzada de proteinas (AOPP)

En la figura 11 se presentan los niveles de los AOPP en los grupos experimentales. Se
observan diferencias significativas entre las medias de los tratamientos DAG y control,
en la DAG hay mayores niveles de AOPP. Sin embargo, el 1,8-cineol se comporta similar
al grupo control, mientras que los grupos con la mezcla terpénica, a-terpineol y limoneno

tienen niveles aln mas bajos que el grupo control.
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Figura 11. Niveles de AOPP en higado de ratas control (no tratadas) y en tratadas con DAG (dieta alta en
grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracion de terpenos), a las 15 semanas del
experimento. Los valores se representan con media + error estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *p <
0.05, n=3).

DISCUSION

La DAG incrementé los niveles de lipoperoxidacién de lipidos, ya que los niveles de MDA
y HNE se vieron incrementados en este grupo, no obstante, los terpenos mayoritarios de
C. citrinus (1,8-cineol, a-terpineol y limoneno) disminuyeron los niveles de
lipoperoxidacién. Respecto al grupo de la mezcla terpénica, se observan niveles
elevados de MDA y HNE, esto puede deberse a una inhibicién generada al combinar los
terpenos. En otros modelos de dieta alta en grasas (45 % grasas) durante 6 semanas,
se reportaron niveles de MDA y HNE altos respecto al grupo control en el hipocampo de
ratas (Park et al., 2010).

En otro estudio donde se us6 una dieta alta en grasas (50 % grasas) durante dos meses,
encontraron los niveles de MDA aumentados en el higado de ratas respecto a su grupo
estandar (Folmer et al., 2003), siendo similar al efecto de la DAG. Por otro lado, se han
hecho estudios con aceites esenciales con Thymus zygis en los que se ha reportado

tener compuestos mayoritarios (carvacrol, timol, p-cimeno y y-terpineno) que ayudan a
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disminuir los niveles de MDA (Miguel et al., 2010), ademés se han hecho estudios con
aceite esencial de apio que contiene 74.6 % de limoneno y en el cual se determiné una
alta actividad inhibitoria hacia el malonaldehido (MDA) (Wei, 2007). Por lo que se sugiere
gue los terpenos tienen una participacion importante contrarrestando el estrés oxidativo

generado en la lipoperoxidacion.

Los niveles bajos de GSH han demostrado ser biomarcadores de estrés oxidativo, por lo
gue con la DAG se producen radicales libres y las especies reactivas de oxigeno en los
diferentes tratamientos. En el caso de los terpenos se han hecho estudios con los
sesquiterpenos costundlido y lactona-dehidrocostus, reportdndose en un estudio hecho
con células THP-1 que estos redujeron los niveles de GHS intracelular significativamente,
sin afectar el equilibrio redox que existe entre el glutation oxidado (Butturini et al., 2011).
Debido a lo anterior los terpenos mayoritarios de C. citrinus se comportan de manera
similar. Otro de los biomarcadores de estrés oxidativo es la PONL1, los niveles de bajos
de esta enzima actian como marcador de dafio hepéatico. En los grupos DAG, 1,8-cineol
y limoneno se observan bajos niveles de PON1, mientras que en el grupo de la mezcla
terpénica se observa un incremento en los niveles de esta, debido a que tuvo un efecto
protector que evitd la oxidacion de las LDL, HDL y VLDL. Se ha reportado que al oxidarse
estas, se activan receptores como CD36 y SR-A que activan a los macrofagos formando

células espumosas (Rozenberg et al., 2003).

Los AOPP se han visto involucrados como biomarcadores en diversas patologias como
arterosclerosis, insuficiencia renal, diabetes tipo Il, entre otras. En el grupo DAG se
observa un aumento en los niveles de AOPP respecto al grupo control, mientras que en
los terpenos y la mezcla se reducen los niveles de estos y por lo tanto, los resultados
sugieren que estos compuestos evitan la oxidacion de proteinas (Kaneda et al., 2002;
Piwowar et al., 2007; Mert et al., 2016).

CONCLUSION

Los terpenos mayoritarios de Callistemon citrinus (1,8-cineol, a-terpineol y limoneno)

mostraron tener un efecto antioxidante regulando los niveles de los biomarcadores de
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estrés oxidativo (MDA, HNE, AOPP), sin embargo, el a-terpineol y la mezcla terpénica
solo aumentaron los niveles de la PON1. Ademas, los niveles GSH se vieron disminuidos
con todos los terpenos.
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7.3 CAPITULO Ill. Efecto de los terpenos mayoritarios de Callistemon citrinus sobre
la deposicion de grasay los niveles de IL-6, TNF-a, adiponectina
y leptina en el higado de las ratas alimentadas con una dieta alta
en grasas

RESUMEN

Un exceso de tejido adiposo provocado por las dietas altas en grasa tiene como
consecuencia el desarrollo de enfermedades como obesidad, diabetes tipo 2,
enfermedades cardiovasculares entre otras. El aumento de tejido adiposo tiene como
consecuencia una respuesta proinflamatoria en la que ciertas adipocinas son expresadas
por este como IL-6, TNF-a y leptina, por lo que buscar compuestos naturales que
reduzcan los niveles de inflamacion sin tener efectos secundarios es lo idoneo. En el
presente estudio se determiné el efecto de los terpenos mayoritarios de Callistemon
citrinus sobre los niveles de IL-6, TNF-a, leptina y adiponectina, asi como en la
deposicion de grasa mediante cortes histolégicos. Se usaron 6 grupos de ratas con una
n=6 para cada grupo, el grupo | fue el control, el grupo Il fue la DAG (63% de alimento
Purina® Rodent Chow, 41.66% de grasa vegetal INCA®, 41.66% de manteca de cerdo
y 16.66% de sacarosa). Los grupos lll, VI, V, VI se alimentaron con la DAG mas la
administracion oral diaria de los terpenos (1-8-cineol a 0.88 mg/kg, limoneno a 0.43
mg/kg, a-terpineol a 0.32 mg/kg, y la mezcla terpénica de todos). Los resultados
obtenidos demostraron que los terpenos mayoritarios de C. citrinus tienen un efecto
antiinflamatorio sobre los niveles de los biomarcadores de inflamacién (IL-6, TNF-a,
leptina y adiponectina), ademas mostraron tener un efecto sobre la deposicién de grasa

en el higado.

Palabras clave: Compuestos naturales, inflamacién, adipocinas.
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ABSTRACT

An excess of adipose tissue caused by high-fat diets has as a consequence the
development of diseases such as obesity, type 2 diabetes, cardiovascular diseases,
among others. The increase in adipose tissue results in a pro-inflammatory response in
which certain adipokines are expressed by it, such as IL-6, TNF-a, and leptin, so looking
for natural compounds that reduce inflammation levels without having side effects would
be the ideal. In the present study, the effect of the major terpenes of Callistemon citrinus
on the levels of IL-6, TNF-q, leptin, and adiponectin, as well as on the deposition of fat
through histological sections, was determined. 6 groups of rats were used with n = 6 for
each group, the group | was the control; group Il was the DAG (63% Purina® Rodent
Chow food, 41.66% INCA® vegetable fat, 41.66% butter pork and 16.66% sucrose);
Groups I, 1V, V, VI fed the DAG plus daily oral administration of terpenes: 1-8-cineol at
0.88 mg/kg, limonene at 0.43 mg/kg, a-terpineol at 0.32 mg/kg, and terpenic mix. The
results obtained showed that the majority of terpenes of Callistemon citrinus have an anti-
inflammatory effect on the levels of adipokines (IL-6, TNF-a, leptin, and adiponectin), and
also showed to affect the deposition of fat in the liver.

Keywords: Natural compounds, Inflammation, Adipokines.
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INTRODUCCION

La alimentacién con dietas altas en grasa (DAG) puede inducir diversas patologias como
obesidad y trastornos metabdlicos en roedores que se asemejan al sindrome metabdlico
humano. Se ha discutido ampliamente sobre las dietas usadas para simular el deterioro
metabdlico observado en la obesidad humana siendo las DAG unas de las mas
propuestas (Buettner et al., 2007). Debido a lo anterior, los investigadores han optado
por usar este tipo de dietas para generar modelos de roedores obesos, solo que se han
utilizado una multitud de diferentes DAG con diferentes composiciones de grasa que
varia de un entre 20% y 60% de energia en forma de grasa, ademas la grasa varia segun
organismo, por ejemplo, es diferente la composicion de la manteca de cerdo o sebo de

res gque los aceites vegetales, etc. (Oakes et al., 1997; Buettner et al., 2007).

Por lo antes mencionado, las DAG suelen ser buenos modelos para inducir obesidad o
patologias relacionadas a esta, ya que la respuesta inflamatoria se desencadena por un
aumento exacerbado del tejido adiposo durante la obesidad (Wellen y Hotamisligil, 2003).
La produccion alterada de moléculas proinflamatorias (adipocinas) por el tejido adiposo,
se ha visto relacionada con complicaciones metabdlicas en la obesidad, en comparacion
con el tejido adiposo de las personas delgadas, el tejido adiposo de las personas obesas
expresa un aumento de la cantidad de adipocinas proinflamatorias como TNF-a y IL-6
(Hotamisligil et al., 1995; Fried et al., 1998).

Las adipoquinas proinflamatorias juegan un papel crucial en el metabolismo celular, el
TNF-a disminuye directamente la sensibilidad a la insulina y aumenta la lipolisis en los
adipocitos, mientras que la IL-6 ocasiona una hipertrigliceridemia al estimular la lipélisis
y secrecidn de triacilglicéridos hepaticos (Nonogaki et al., 1995; Zhang et al., 2002). Por
otro lado, existen otras adipoquinas relacionadas con la obesidad como la leptina, esta
desempeiia un papel importante en la homeostasis energética. En humanos con
obesidad se ha determinado que existe un estado de resistencia a la leptina que conduce

a la ingesta de mas calorias, por lo que se pierde el efecto de tener una pérdida de peso
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debido a la leptina, incrementando la probabilidad de tener enfermedades asociadas a la
obesidad (Izquierdo et al., 2019). No obstante, existen adipocinas antiinflamatorias como
la adiponectina que ha tenido un gran avance en el entendimiento del desarrollo de la
resistencia a la insulina y enfermedades relacionadas con la obesidad (esteatosis
hepética, enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2 y dislipidemia). Los bajos niveles
de adiponectina se relacionan con patologias como ateroesclerosis, diabetes tipo 2, entre
otras. Ademas, se ha reportado que la adiponectina aumenta la expresion de moléculas
involucradas en el transporte de acidos grasos como CD36, también en el metabolismo
de acidos grasos en la acil-CoA oxidasa y en las proteinas desacoplantes (UCP 2),
debido a lo anterior se demostré que estos cambios condujeron a una disminucion del
contenido de triacilglicéridos en el musculo esquelético (Kadowaki y Yamauchi, 2005;
Yamauchi et al., 2014). El objetivo del presente capitulo es determinar el efecto del 1,8-
cineol, limoneno, a-terpineol y la mezcla sobre los niveles de TNF-a, IL-6, adipocinas y
leptina, asi como en el contenido total de triacilglicéridos en el higado de las ratas
alimentadas con una dieta alta en grasas.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, mantenidas en condiciones ambientales
controladas (12 horas de luz/12 horas oscuridad, humedad relativa ente 60-70 %,
Temperatura de 20°C, con libre acceso a comida y agua). Los animales fueron
mantenidos en el Bioterio del Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. El control de los animales y el
proceso experimental se llevaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 062 (NOM-
062-Z00-1999).

Modelo experimental

Se utilizé el modelo experimental de Ortega-Perez et al., (2020) con algunas

modificaciones. Se usaron 36 ratas Wistar (Rattus norvegicus), divididas en 6 grupos con
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una n=6 para cada grupo, con un peso inicial de 200-250 gramos y se usaron a las 8
semanas desde su gestacion. La duracion del modelo experimental fue de 15 semanas
y los grupos experimentales fueron conformados de acuerdo con el cuadro 2. En cada
uno de los grupos, diariamente se peso y midié el consumo del alimento y agua, mientras

gue el peso de los animales fue semanalmente.

Estudio histologico

Se colocaron pequefios trozos de un 1g aproximadamente de tejido hepético en frascos
con formaldehido al 10% durante 48 horas. Despues las muestras fueron embebidas en
parafina, posteriormente se realizaron cortes transversales de 5 um en un micrétomo.
Una vez obtenidos los cortes se realiz6 una tincion de hematoxilina-eosina para su

observacion en el microscopio.

Preparacion de los homogenados de higado para los ELISAS

Se lavaron los tejidos con PBS (1X, pH 7.4) para remover el exceso de sangre y se coloco
0.1 g de tejido en tubos eppendorf a -80°C. Afiadimos 500 ul de buffer de extraccion (100
mM Tris, pH 7.4; 150 mM NaCl; 1mM EGTA; 1mM EDTA; 1% Triton X-100, 0.5%; 0.5%
de desoxicolato de sodio). Se homogenizaron las muestras e inmediatamentes se afiadio
un coctel de inhibidores de fosfatasas y proteasas (PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo
a 1mM)). Se agitaron los homogenados a 320 r/minuto durante una hora y media a 4°C,
despues se centrifugaron las muestras a 10,000 g por 5 minutos y se recuperé el

sobrenadante.

Determinacion de los niveles de IL-6, leptina, adiponectinay TNF-a

La determinacion de los niveles de IL-6, TNF-q, leptina y adiponectina fue cuantificado
para homogenados por kits de ELISAS sandwich para homogenados de la marca
SIGMA-ALDRICH ®. El cual consistio en afiadir 100 pl del homogenado en cada pozo e

incubar durante 2.5 horas a temperatura ambiente con agitacién a 100 r/minuto, después
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se descarto la solucion y realizaron 4 lavados con 300 pl de buffer por pozo usando una
pipeta multicanal. Después se afiadieron 100 pl de anticuerpo biotinilado y se dejé
incubar durante 1 hora en agitacion suave, al término se descarto la solucion y se
realizaron lavados. Se colocaron 100 pl de estreptavidina-HRP para cada pozo y se
incubd durante 45 minutos en agitacién suave. Se realizaron lavados, se agregd 100 pl
de TMB y se incub6 durante 30 minutos en obscuridad. Afladimos 50 pl HCI en cada

pozo y se leyé la placa a 450 nm en un lector de ELISA marca Biorad ®.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados y procesados utilizando el programa JMP 13y el
programa GraphPad Prism 8.0 para Windows. Fueron comparados mediante un analisis
de varianza de una via (ANOVA), asi como una prueba post hoc de Dunnett, con un valor
de significancia *P<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Acumulacién de lipidos en el higado

Con el estudio histologico que se realizo figura 12, se observé que las ratas alimentadas
con comida rodent chow Purina® (grupo control) mostraron tener una morfologia tisular
normal en forma de cordones (C), las células estan alineadas, cuentan con un citoplasma
delimitado entre cada nucleo y con nucleo redondeado de cromatina compacta (D). Por
otro lado, en la dieta alta en grasas (DAG) se observa una acumulacion excesiva de
lipidos en el citoplasma de los hepatocitos (microvesicular) (A) y fuera una acumulacion
de grasa macrovesicular (B), ademas de la pérdida de la arquitectura celular. La ingesta
diaria via oral de los terpenos mayoritarios de C. citrinus demostraron tener un efecto en
la deposicion de grasa del citoplasma de los hepatocitos, de los cuales el limoneno y la
mezcla resultaron ser los mejores para evitar la acumulacion de lipidos en el higado, ya
gue la estructura del tejido es similar al del grupo control, no obstante, el 1,8-cineol y el

a-terpineol demostraron tener una acumulacién de lipidos microvesicular y
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macrovesicular en el tejido hepatico, pero no de la misma manera que en el grupo de la

DAG, por lo que tuvieron un efecto en la acumulacién de lipidos, pero en menor magnitud.

Figura 12. Estudio histolégico en higado de ratas control (no tratadas) y en tratadas con DAG (dieta alta
en grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracion de terpenos), a las 15 semanas
del experimento. Se administré limoneno a 0.43 mg/kg, a-terpineol a 0.32 mg/kg y 1,8-cineol a 0.88 mg/kg
y en la mezcla terpénica (0.43 mg/kg de limoneno, 0.32 mg/kg de a-terpineol y 0.88 mg/kg de 1,8-cineol).
Las secciones histoldgicas se tifieron con hematoxilina y eosina. Aumento de 40X. A: deposicion
microvesicular de grasa, B: deposicion macrovesicular de grasa, C: morfologia tisular normal en forma de

cordones y D: nucleo redondeado de cromatina compacta.

En trabajos recientes se ha reportado que la administracion oral del a-terpineol durante
12 semanas a concentraciones de 25, 50 y 100 mg/kg en modelos de dieta alta en grasas
(37%), disminuye la deposicion de grasa en el citoplasma de los adipocitos. En la
presente investigacion se encontré un efecto similar usando este terpeno a una
concentracion de 0.88 mg/kg (de Sousa et al., 2020). En otro estudio en que se usoé
limoneno al 2% durante las Gltimas cuatro semanas en un modelo de dieta alta en grasas
(42.2%), se determin6 que disminuy6 la acumulacion de lipidos en el higado (Santiago
et al., 2012), por lo que se observa este efecto con una a una administracion oral del

limoneno a una concentracion de 0.43 mg/kg de peso, no obstante, se determind un
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efecto similar con el grupo de la mezcla terpénica, esto pudo darse porque esta mezcla

contenia limoneno.

Determinacion de los niveles de IL-6, leptina, adiponectinay TNF-a

Los niveles de la determinacion de las adipoquinas se observaron en las figuras 13, 14
y 16. La IL-6, leptina y TNF-a mostraron un incremento en los niveles de estas
adipoquinas, en el grupo DAG mientras que los terpenos mayoritarios de C. citrinus
redujeron los niveles de estas adipocinas a niveles inferiores al del grupo control. En la
figura 15 se observaron los niveles de adiponectina en los diferentes tratamientos, se
encontré que la DAG disminuy® los niveles de esta adipocina, mientras que el 1,8-cineol,
a-terpineol, limoneno y la mezcla terpénica aumentaron los niveles de adiponectina y se

comportaron de manera similar al grupo control.

En algunos trabajos se determinaron los niveles de las adipocinas en modelos de dietas
altas en grasas. En uno de ellos con una dieta de 35% grasas con una duracion de 12
semanas, usando a-terpineol a diferentes dosis (25, 50 y 100 mg/kg), se determind que
la dieta aumentaba los niveles de las adipocinas IL-6 y TNF-a. Sin embargo, el a-terpineol
a todas esas concentraciones disminuyo los niveles de IL-6 y TNF-a (de Sousa et al.,
2020), dado que en este estudio se uso6 a-terpineol a una concentracion de 0.32 mg/kg
se encontraron resultados similares en los niveles de la IL-6 y TNF-a por lo que los otros
terpenos pudieran estar actuando de la misma manera.

En otros estudios con diversas patologias se reportaron actividades antiinflamatorias con
otros terpenos como el 1,8-cineol, el cual probé en concentraciones de 2.5, 5y 10 uM en
células PC12 B-amieloide (células nerviosas de importacia para la enfermedad de
Alzheimer) y se observé que disminuian los niveles de IL-6 y TNF-a (Khan et al., 2014),
tambien se utiliz6 este terpeno a una dosis de 10mg/kg en ratones expuestos a humo de
cigarro (12 cigarros por dia) durante 5 dias y se vié una disminucion del 80% en los
niveles de IL-6 y TNF-a (Kennedy-Feitosa et al., 2016). Por otro lado en un trabajo en el
gue se uso limoneno a 10 mg/kg en un modelo de estrés por inmovilizacién cronica

durante 8 semanas se demostré que el limoneno reducia la expresion de genes que
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codifican para la IL-6 y TNF-q, en los resultados obtenidos se observo una reduccion de
estas adipoquinas por lo que es posible que este efecto sea ocasionado por el limoneno
(Son et al., 2019).

Para los niveles de la leptina se observé un aumento en los niveles con la DAG, esto se
reportd en diversos trabajos ya que cuando existe una mala alimentacion por dietas altas
en grasa o hipercaloricas se induce una hiperleptinemia (Morales y Carvajal, 2010). Los
altos niveles de leptina estan relacionados a la obesidad alimentaria, debido a que en
altas cantidades de tejido adiposo existe un aumento de estrés oxidativo e inflamacion
gue activan la transcripcion de genes para las proteinas PTP1B, SOCS3, LEPRB y
TCPTP las cual evitan la activacion optima de los receptores de leptina desencadenando

una resistencia (Coppari y Bjgrbaek, 2012).

La resistencia a la insulina predispone a los animales a una obesidad exacerbada tras la
introduccién posterior de una dieta tipo occidental. Por otro lado, se ha observado en
animales alimentados con dietas altas en grasas con poca palatabilidad disminuye la
ingesta energética, por lo que no se induce el consumo excesivo de alimentos
(hiperfagia), aumento de peso y resistencia a la leptina (Shapiro et al., 2011). En nuestro
estudio se demostré que la DAG si induce una hiperfagia al momento de comparar la
ingesta de comida y los niveles de leptina con el grupo control, ademas se demostré que
los terpenos mayoritarios de C. citrinus ejercen una actividad biologica con los niveles de
leptina, esta puede ser debido a un aumento en sintesis de receptores de leptina,
revirtiendo los dafios de la insensibilidad hipotalamica, no obstante, al no haber reportes
de los niveles de leptina con el uso de terpenos se desconoce la ruta que pudiera
provocar este efecto bioldgico, también al haber una disminucién de la ingesta con estos
terpenos pudiera ser que revirtieran los dafos ocasionados por una hiperfagia y de esa

manera no inducir una resistencia a la leptina.

La adiponectina es una adipocina con propiedades antiinflamatorias, en diversos
estudios se ha observado que en ratas alimentadas con una dieta alta en grasas (22%)
durante 7 semanas mostraron tener niveles bajos en la expresion de adiponectina

(Barnea et al., 2010). Existen otros reportes en los que los niveles de adiponectina se
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ven disminuidos con la alimentacién de una dieta alta en grasas (20%) durante 15
semanas (Ha et al., 2011). También se ha reportado que los niveles altos de adiponectina
se asocian con un riesgo reducido de infarto de miocardio en hombres (Pischon et al.,
2004). Ademas, niveles bajos de adiponectina sérica se han determinado en individuos
con patologias como obesidad, hipertension, enfermedad de las arterias coronarias y
diabetes tipo 2 (Pi-Sunyer, 2006).

En los resultados obtenidos, los niveles de adiponectina disminuyeron en el grupo de las
ratas alimentadas con la DAG por lo que la alimentacién con esta dieta esta provocando
un aumento en la inflamacion, aunque en todos los grupos tratados con los terpenos
mayoritarios de C. citrinus, se observa un incremento de la adiponectina en comparacion
al grupo DAG. En los grupos con DAG mas los terpenos, los niveles de la adiponectina
son similares al del grupo control, por lo que los terpenos pudieran estar sintetizando
niveles de adiponectina por el efecto antiinflamatorio que se observa, por otro lado,
puede ser que también los niveles de adiponectina se observen aumentados por la poca

ingesta de comida que desarrollaron estos grupos.

2000
*
1500
_ 1
e
S 10004
o % * *
* T L
500
0 T T T
AN AN \N
C L L /\5}%
& F & E ¢
P © & KN
Lo} \(Q &Q/
M A9 o

Figura 13. Niveles de IL-6 en higado de ratas control (no tratadas) y en tratadas con DAG (dieta alta en
grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracion de terpenos), a las 15 semanas del
experimento. Los valores se representan con media * error estandar (ANOVA, seguido de Dunnett, *p <
0.05, n=6).
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Figura 14. Niveles de leptina en higado de ratas control (no tratadas) y en tratadas con DAG (dieta alta en
grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracién de terpenos), a las 15 semanas del

experimento. Los valores se representan con media + error estdndar (ANOVA, seguido de Dunnett, *p <
0.05, n=6).
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Figura 15. Niveles de adiponectina en higado de ratas control (no tratadas) y en tratadas con DAG (dieta
alta en grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracion de terpenos), a las 15

semanas del experimento. Los valores se representan con media + error estandar (ANOVA, seguido de
Dunnett, *p < 0.05, n=6).
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Figura 16. Niveles de TNF-a en higado de ratas control (no tratadas) y en tratadas con DAG (dieta alta en
grasas) con los diferentes tratamientos experimentales (administracién de terpenos), a las 15 semanas del
experimento. Los valores se representan con media £ error estandar (ANOVA, seguido de Dunnett, *p <
0.05, n=6).

CONCLUSION

Los terpenos mayoritarios de Callistemon citrinus demostraron tener un efecto
antiinflamatorio en los niveles de las adipocinas (IL-6, TNF-a, adiponectina y leptina). Sin
embargo, el limoneno y la mezcla terpénica fueron los mejores grupos en los que se
observo una menor deposicion de grasa en los hepatocitos, no obstante, el a-terpineol y
el 1,8-cineol también tuvieron una menor deposicién de grasa en comparacion con el

grupo de la DAG.
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8. DISCUSION GENERAL

La mala alimentacion por dietas altas en grasa (DAG) ha representado una gran
problematica en los ultimos afios debido a las patologias asociadas por una mala
alimentacion. Por lo anterior, se han hecho estudios experimentales con animales
simulando las DAG para inducir patologias relacionadas por una mala alimentacion
(Buettner et al., 2007). Existen trabajos de modelos de DAG en los que se miden
biomarcadores de estrés oxidativo como MDA, HNE, catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPX), entre otros (Noeman et al., 2011). Sin embargo, no hay existe mucha
informacion reciente acerca de los parametros morfométricos (indice de Lee y

adiposidad) en modelos de DAG.

Con el estudio realizado se determind el efecto antioxidante de los compuestos
mayoritarios del extracto de C. citrinus en el higado de ratas alimentadas con una DAG.
1-8-Cineol, a-terpineol y limoneno se les ha atribuido tener propiedades antinflamatorias
y antioxidantes, no obstante, existen muy pocos estudios realizados en el higado en
modelos de DAG. No existen reportes de que estos compuestos tengan una capacidad
inhibitoria hacia la a-glucosidasa; sin embargo, se determind una disminucion de glucosa
en sangre con la administracion oral de estos compuestos. En otras investigaciones se
ha encontrado que con el extracto de C. citrinus existe una capacidad inhibitoria a esta
enzima, ya que esta tiene funcion en la absorcién de carbohidratos y de glucosa
gastrointestinal (Fayemi et al., 2019). Otro posible mecanismo de accion de estos
terpenos es por la reduccion en la ingesta de alimento, en la cual se observan niveles
bajos de glucosa y triacilglicéridos. Ademas, de una disminucién en el indice de

adiposidad por parte del limoneno, a-terpineol y la mezcla terpénica.

Por otro lado, los biomarcadores de estrés oxidativo juegan un papel crucial en el estatus
oxidativo generado por las dietas altas en grasa, un desbalance de grasas y estrés
oxidativo en el higado puede generar dafos perjudiciales en las biomoléculas de los

adipocitos, lo que genera cambios en el funcionamiento y homeostasis celular de estos
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(Kohen y Nyska, 2002; Matsuda y Shimomura, 2013). Los terpenos mayoritarios de C.

citrinus demostraron tener una actividad antioxidante en algunos de ellos.

Para los niveles de HNE y MDA, en diversos trabajos se ha visto un aumento de estos
en patologias como la obesidad, esteatosis hepatica, entre otras. El 1,8-cineol, a-
terpineol y limoneno demostraron bajar los niveles de estos compuestos toxicos, hay
reportes de que el 1,8-cineol y limoneno incrementan las actividades enzimaticas de la
superoéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx) (Santos et al.,
2004; Roberto et al., 2010). Al incrementar los niveles de estas enzimas antioxidantes se
estad evitando la formacion del radical hidroxilo, este mecanismo puede ser el
responsable de disminuir los niveles de MDA y HNE, ademas el a-terpineol puede
atenuar o estabilizar los radicales hidroxilo por la estructura quimica por la que cuenta;
sin embargo, no existen reportes sobre la actividad antioxidante de este compuesto en
la formacién de MDA y HNE.

Para los niveles de AOPP no existe algun reporte de algun estudio en los que se usaran
los terpenos mayoritarios de C. citrinus, no obstante, estos compuestos demostraron
evitar la oxidacién de proteinas, el mecanismo posible por el cual estén actuando es que
debido a los reportes en el aumento de los niveles de las enzimas SOD, CAT y GPx se
esté produciendo una menor cantidad de peréxido de hidrogeno (Santos et al., 2004;
Roberto et al., 2010), el cual reacciona con la mieloperoxidasa para producir acido
hipocloroso y este Ultimo es el responsable de ocasionar el dafio a las proteinas.

En los niveles de glutation reducido en todos los grupos con los terpenos mayoritarios de
C. citrinus se observd una disminucion en los niveles, esto se debié a que el estrés
oxidativo de la dieta descompensa el estado redox de este sustrato, pero se tendrian que
hacer estudios posteriores midiendo la actividad de la GPx y la glutation-S-transferasa
de esta manera se tendria un panorama mas amplio sobre el mecanismo de accién de
los terpenos y la DAG. Sin embargo, no existen reportes con el 1,8-cineol ni el a- terpineol
acerca de un posible mecanismo, con el limoneno se han hecho estudios en modelos de

diabetes en los cuales se ha demostrados que los niveles de GSH y GPx con una
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administracion a una concentracion de 50 mg/kg de peso durante 45 dias se encontraron
niveles bajos, no obstante, se determin6 un aumento en la enzima glutation-S-

transferasa (Bacanl et al., 2017).

En los niveles de la PON1 se determiné que en el grupo del a-terpineol y la mezcla
terpénica aumentan los niveles de esta enzima encargada de prevenir la oxidacion de
lipoproteinas, se ha reportado que el extracto de C. citrinus ayuda a incrementar los
niveles de la PON1 en el higado de ratas alimentadas con una dieta hipercaldrica
(Ortega-Pérez, 2020). Debido a que el a-terpineol es uno de los compuestos mayoritarios
de este extracto puede ser que este sea uno de los compuestos responsables de

incrementar la sintesis de la PONL1.

En cambio, en el estudio de los cortes histologicos se pudo observar una menor
deposicion de grasa en todos los tratamientos de los terpenos mayoritarios de C. citrinus,
esto posiblemente se deba a que ingirieron una menor cantidad de alimento por accién
de todos los terpenos, existen estudios con el a-terpineol a una concentracion de 25, 50
y 100 mg/kg en donde se observé de la misma manera una disminucién en la ingesta de
alimento en un modelo de DAG (de Sousa et al., 2020).

Asimismo, se determind los niveles de los marcadores de inflamacion (IL-6, TNF-q,
leptina y adiponectina), por lo que se sugiere que los terpenos mayoritarios de C. citrinus
tienen un efecto antiinflamatorio. Existen trabajos en los que se usa el limoneno a una
concentracion de 50 y 100 mg/kg de peso durante 7 dias en un modelo de colitis y
determinaron que la expresion en los niveles de IL-6 y TNF-a disminuye. Ademas, se
han encontrado reportes de que el a-terpineol ayuda a disminuir los niveles de TNF-a
evitando la acumulacion de lipidos en el higado por medio de una disminucién en la
ingesta de alimentos, por lo que este puede ser el mecanismo de accion de este
compuesto (de Sousa et al., 2020). No obstante, el 1,8-cineol puede que esté actuando

de la misma manera que los otros terpenos mayoritarios de C. citrinus.
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En la figura 18 se propone un mecanismo por el cual los terpenos mayoritarios de C.
citrinus podrian estar actuando como compuestos antioxidantes y antiinflamatorios con

base en los experimentos realizados en el presente trabajo.

TR, NADPH
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Figura 18. Propuesta del mecanismo de accion de los terpenos mayoritarios de C. citrinus en un modelo
de DAG (Dieta alta en grasas). En 1,8-cineol, limoneno y a-terpineol disminuyen la produccion de MDA,
HNE, AOPP, IL-6, TNF-a, glucosa, triacilglicéridos, leptina, ingesta de alimento e indice de adiposidad,
ademas incrementan los niveles de Adiponectina durante la alimentacion de una DAG, sin embargo, solo

el a-terpineol incrementan los niveles de la PONL1.

9. CONCLUSION GENERAL

Los terpenos mayoritarios de C. citrinus demostraron tener un efecto antioxidante y
antiinflamatorio, asi como brindar una defensa contra el dafio oxidativo y la deposicién

de grasa en el higado generada por un modelo de DAG.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Curva patron para la cuantificacion de MDA.

Abs 586 nm

Anexo 2. Curva patron para la cuantificacion de 4-HNE.
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Anexo 3. Curva patron para la cuantificacion de AOPP.
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Anexo 4. Curva patron para la cuantificacion de GSH.
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Anexo 5. Curva patron para la cuantificacion de TNF-a.

TNF-a y = 11197 + 2679.7x - 65.972
R?=0.9997
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Anexo 6. Curva patron para la cuantificacion de IL-6.
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R2 = 0.9992
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Anexo 7. Curva patron para la cuantificacion de Adiponectina.
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Anexo 8. Curva patrén para la cuantificacion de Leptina.
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Anexo 9. Curva patron para la cuantificacion de proteinas totales.
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