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1. RESUMEN

La obesidad es una enfermedad crénica, compleja y multifactorial en la que estan
involucradas aspectos genéticos, ambientales y cambios en los estilos de vida (aumento
excesivo de nutrientes y falta de actividad fisica), que condicionan una acumulacion
excesiva de tejido adiposo. La obesidad es el principal factor de riesgo para desarrollar
enfermedades crénicas como: diabetes mellitus, hipertension, dislipidemias, enfermedades
cardiovasculares, higado graso no alcohélico y algunos tipos de cancer.

En este contexto, actualmente se estan buscando nuevas alternativas terapéuticas
a partir de productos naturales, que garanticen su eficacia y su seguridad, con el fin de
prevenir o demorar las complicaciones que genera la obesidad. En el presente trabajo se
utilizaron ratas macho de la cepa Wistar para obtener el modelo de obesidad con dieta de
cafeteria, los cuales fueron divididos en dos grupos y fueron sometidos a una dieta
especifica por 135 dias; grupo CE (grupo alimentado con dieta estandar) y el grupo CAF
(grupo alimentando con dieta hipercalérica: “dieta de cafeteria”), asi mismo, durante el
periodo de experimentacion se evaluaron los parametros somatométricos (peso,
circunferencia abdominal e IMC), monitoreo glucémico (glucemia en ayunas y CTG: “curva
de tolerancia a la glucosa”), mostrando cambios significativos con respecto al grupo CE,
ademas de cuantificar gramos y calorias consumidas durante el proceso. Una vez obtenido
el modelo de obesidad con dieta de cafeteria, se decidio evaluar la mezcla de crisina y
naringenina (50:50) en un periodo de 20 dias. La administracion permitié establecer el
efecto antiobesidad, insulino sensibilizador y su relacién con los parametros bioquimicos e
inflamatorios, al mostrar cambios significativos en les esos parametros.

En conclusién, la dieta de cafeteria mostré ser un modelo 6ptimo para la generaciéon
de obesidad enrata, ya que se ven alterados los pardmetros somatométricos y bioquimicos,
que podria ser utilizado como modelo para la evaluacién de nuevas biomoléculas con
potencial efecto antiobesidad y enfermedades concomitantes. La mezcla crisina y
naringenina en animales sometidos a la dieta de cafeteria, produjo cambios significativos
en el metabolismo de lipidos, al disminuir Tg, VLDL y LDL, y su acumulacién en TAy en
higado; también hubo cambios en el monitoreo glucémico y en insulinemia, lo que la
condiciona como potencial candidato para su investigacion en distintos ensayos que
sustenten su eficacia en la actividad antiobesidad, en sus alteraciones bioquimicas e

inflamatorias.
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2. ABSTRACT

Obesity is a chronic, complex and multifactorial disease involving genetic,
environmental and lifestyle changes (excessive increase in nutrients and lack of physical
activity), which lead an excessive accumulation of adipose tissue. Obesity is the main risk
factor for developing chronic diseases such as: diabetes mellitus, hypertension,

dyslipidemias, cardiovascular diseases, non-alcoholic fatty liver and some types of cancer.

Therefore, new therapeutic alternatives are being sought based on natural products,
which guarantee their efficacy and safety, in order to prevent or delay the complications
generated by obesity. In current work, male rats of the Wistar strain were used to obtain the
obesity model with a cafeteria diet, which were divided into two groups and subjected to a
specific diet for 135 days; CE group (group fed with standard diet) and CAF group (group
fed with hypercaloric diet: "cafeteria diet"), as well as somatometric parameters (weight,
abdominal circumference and BMI), glycemic monitoring (fasting blood glucose and OGTT
“oral glucose tolerance test”) were recorded during experimental period, showing significant
changes with respect to CE group, in addition to counting grams and calories consumed
during the process . Once the cafeteria diet obesity model was obtained, it was decided to
evaluate the mixture of chrysin and naringenin (50:50) in a period of 20 days. The mixture
administration allowed to identify the anti-obesity effect, insulin sensitizer and its relationship
with biochemical and inflammatory parameters, by showing significant changes in those

parameters.

In conclusion, the cafeteria diet showed to be an optimal model for the generation of
obesity in rats, since the somatometric parameters are altered and could be used for the
evaluation of new biomolecules with potential antiobesity effect and their concomitants. As
for the treatment with the mixture of chrysin and naringenin, it produced significant changes
in the metabolism of lipids, diminished Tg, VLDL and LDL, as well as its accumulation in
adipose tissue and in liver; also it was observed changes in the glycemic monitoring and in
insulinemia. Results suggest that the mixture of chrysin:naringenin (50:50) could be used
for development of potential antiobesity drug and related diseases, this because its

effectiveness in anti-obesity activity, biochemical and inflammatory alterations.
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3. INTRODUCCION

México se ha declarado en emergencia sanitaria por la epidemia de obesidad y
diabetes. En 2016, 72.5% de los adultos tuvieron sobrepeso y obesidad, la cual ha sido
mayor entre las mujeres en edad reproductiva y los residentes de zonas rurales (ENSANUT
MC 2016). La obesidad es una enfermedad crbénica multifactorial en la que estan
involucrados aspectos genéticos, ambientales y de estilo de vida, que condicionan una
acumulacién excesiva de grasa corporal. Los principales factores de riesgo identificados
son: la falta de actividad fisica, el sedentarismo, la ingesta de alimentos con alta densidad
energética y en grandes porciones, el consumo de refrescos y bebidas azucaradas, y una
frecuente ingesta de alimentos entre comidas. Asi mismo, esta representa altos costos
médicos, en 2014 se estimaron $151,894 millones de pesos, la cual equivale al 34% del
gasto publico de salud y causa una pérdida de productividad estimada en $71,669 millones
de pesos (0.4% del PIB) por afio (Rivera-Dommarco et al., 2018).

Aunque se han desarrollado una variedad de terapias, estos tratamientos a menudo
presentan efectos secundarios adversos o una limitada eficacia. Por lo tanto, existe la
necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas para prevenir o tratar la obesidad y

sus concomitantes (Cui & Chen, 2017).

El presente trabajo tiene como objetivo, estudiar el efecto antiobesidad de la mezcla
crisina y naringenina 50:50 en un modelo de obesidad (en ratas macho de la cepa Wistar),
alimentadas con dieta de cafeteria (una dieta con alto contenido calérico, que asemeja al
consumo actual de la poblacién occidental). Con relacién a crisina y naringenina, existen
diversidad de estudios previos que relacionan a ambas moléculas con efectos
farmacoldgicos dirigidos a tratar la obesidad, la diabetes, la hipertension y enfermedades
concomitantes (Torres-Piedra et al., 2010; Pushpavalli et al., 2010; Veerappan et al., 2014;
Karima et al., 2018), y como ejemplo podemos mencionar los estudios realizados por
Ramirez-Espinosa et al., 2017 (crisina 50 mg/kg) y Ortiz-Andrade et al., 2008 (50 mg/kg)
demostrando efectos antihiperglucémico y antidiabético en modelos experimentales. Sin
embargo, no se han realizado estudios conducentes a estudiar la eficacia de la mezcla
crisina y naringenina en modelos experimentales de dieta de cafeteria y que involucre
alteraciones metabdlicas, cardiovasculares e inflamatorias, entre otras, que permita
proponer dicha mezcla como un nuevo tratamiento integral para la obesidad y sus

concomitantes.

4. ANTECEDENTES
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4.1. Obesidad

La obesidad es una condicion comun pero a menudo subestimada de importancia
clinica y de salud publica en muchos paises del mundo, la cual ha alcanzado dimensiones
epidémicas en el mundo occidental actual, sin embargo, el fenémeno es conocido desde la
antigliedad. Los antiguos griegos fueron los primeros en reconocer la obesidad como un
trastorno metabdlico, Hipocrates (456 - 375 a.C.) declar6 que "la muerte sUbita es mas
frecuente en aquellos individuos que son naturalmente gordos, que en las personas
delgadas". En la época actual (1975 al 2016), la prevalencia mundial de la obesidad se ha
triplicado, segun datos de la organizacién mundial de la salud (OMS) y la ha descrito como
un riesgo epidemiolégico en el mundo. Desde entonces la incidencia ha aumentado
constantemente, convirtiéndose en un problema de salud publica. La adopcion de los estilos
de vida occidentales, que incluye cambios drasticos en el consumo excesivo de los
alimentos vy la falta de actividad fisica han contribuido al incremento de la prevalencia de
factores de riesgos cardiometabolico (figura 1), favoreciendo un incremento rapido en las
enfermedades cronicas asociadas a la obesidad (OMS, 2018; NOM-008-SSA3-2010;
Apostolopoulos et al., 2016; Jung & Choi, 2007).

Enfermedades
cardiovasculares

Higado
graso no
alcoholico

Hipertension

Diabetes Dislipidemias

mellitus 2

RESISTENSIAA LA
INSULINA
INFLAMACION

= B
1 INGESTA DE ENERGIA OBESIDAD | GASTO DE ENERGIA

Figura 1. La obesidad causa resistencia a la insulina y un estado de inflamacion de bajo grado.

Ambas contribuyen al desarrollo de varios trastornos metabdlicos (adaptado de Jung & Choi, 2007).

4.2. Alteraciones bioquimicas en la obesidad
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En personas sanas, el tejido adiposo representa el 20% de la masa corporal en los
hombres y el 30% en las mujeres, por el contrario, en personas con obesidad mérbida se
expande enormemente hasta 50% de la masa corporal. La dislipidemia esta vinculada con
la obesidad, se caracteriza por hipertrigliceridemia, que predispone al higado graso
(actividad sérica elevada de ALT, alanina aminotranferasa) y acidos grasos libres en
plasma, niveles reducidos de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y de composicion
anormal de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (figura 2); el factor que contribuye mas a
la dislipidemia en la obesidad es la liberacion incontrolada de &cidos grasos del tejido
adiposo, especialmente el tejido adiposo visceral, a través de la lipdlisis, lo que aumenta el
suministro de acidos grasos al higado y la sintesis de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL). Por otra parte, la obesidad se asocia con la insulina, ya que el tejido adiposo es
uno de los tejidos sensibles a la insulina y esta estimula el almacenamiento de triglicéridos
en el tejido adiposo e incluye la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos, aumenta la
captaciéon de glucosa y de acidos grasos derivados de lipoproteinas circulantes, aumenta
la lipogénesis e inhibe la lipolisis; sin embrago, la resistencia se asocia con muchas
anomalias (Sikaris, 2007; Jung & Choi, 2007).

OBESIDAD
Higado Dislipidemias RESISIHNER
graso alainsulina
- Elevacion de Elevacion de Elevacion de
E'“Z‘G‘}“ de triglicéridos insulina glucosa

° Bajo HDL

Figura 2. Cambios bioquimicos ocasionados por la obesidad (adaptado de Sikaris, 2007).

El exceso de lipidos de la dieta o de la obesidad esta asociada con aumento en la
liberacion de acidos grasos libres y de triglicéridos en torrente sanguineo, que excede la
capacidad de almacenamiento y de oxidacién, provocando que los acidos grasos y otros
(acido linoleico, diacilglicerol, acido fosfatidico, acido lisofosfatidico y ceramidas) actlen

como inductores de resistencia a la insulina (figura 3). Los triglicéridos almacenados en los
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adipocitos son metabolizados (lipdlisis) para liberar &cidos grasos libres en circulacion y que
sean transportados a otros tejidos para ser utilizados como fuente de energia. Los acidos
grasos libres circulantes en exceso pueden acumularse ectopicamente en tejidos sensibles
a la insulina (higado, muasculo esquelético, corazon y células B pancreaticas) y afectar la
accion antilipolitica de la insulina, aumentando la liberacion de acidos grasos en la
circulacion (Morigny et al., 2016; Vazquez-Jiménez et al., 2017).

Acidos
grasos

Receptor de
insulina

"ng.
o-......-..
e TS

e,
s T "0-
"'-ono..
aq
.,

B —>

PIP3
PDK1

Diacilglicerol

Ceramidas ..___’@

Figura 3. Diacilglicerol y ceramidas como mediadores de la resistencia a la insulina por acidos
grasos. Ambos mecanismos inhiben la actividad de AKT, alterando la regulacién de las vias

metabolicas de la insulina (adaptado de Vazquez-Jiménez et al., 2017).

4.3. Clasificacion del sobrepeso y obesidad
Existen técnicas que permiten clasificar el grado de obesidad y el riesgo a desarrollar
enfermedades cardiovasculares, a estas técnicas se les conoce como medidas

antropomeétricas.

La técnica mas utilizada y simple es el indice de masa corporal (IMC) comun tanto
en hombres como en mujeres, esta se obtiene del peso de una persona en kilogramos (kg)
dividido por el cuadrado de la talla en metros (m?). Una persona con un IMC 2= 25 es
considerada con sobrepeso y obesa con un IMC = 30 (tabla 1); sin embargo, el IMC no es
un buen indicador viable, particularmente en personas mayores y jovenes, ya que esta

medida no refleja la grasa intraabdominal (visceral), la cual estd relacionada con el
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sindrome metabdlico y riesgos cardiovasculares. Sin embargo, la medicion antropométrica
utilizada para la estimacion de la grasa intraabdominal es la circunferencia de la cintura
(CC), la federacién internacional de la diabetes (IDF) ha propuesto un umbral para
considerar que el paciente se encuentra en riesgo (tabla 2) (OMS, 2016; Mohamed et al.,
2014; IDF, 2006; NOM-043-SSA2-2005).

Tabla 1. Clasificacion de sobrepeso y obesidad segun el IMC (OMS, 2018; NOM-043).

Clasificacién por IMC de acuerdo con la OMS y la NOM-043

Bajo Obesidad
Fuente Normal Sobrepeso
peso Grado | Grado Il  Grado Il
OoMS <185 185-249 25-29.9 =30 - >35- =240
34.9 39.9
25-29.9 =30
NOM-043 - -
=23 -<25* > 25

*Baja talla = estatura menor a 1.50 metros en las mujeres adultas y menor de 1.60 metros
para el hombre adulto.
Tabla 2. Clasificacion de la circunferencia de cintura (IDF, 2006 y a la NOM-043).

Circunferencia de cintura de acuerdo con los criterios de la IDF y la NOM-043

Genero IDF* NOM-043
Hombre =295cm > 102 cm
Mujer =280cm >88cm

*CC para grupos étnicos de Centroamérica y Sur

Otro método muy utilizado para la clasificacién de la obesidad y su distribucion de
grasa es (Aburto-Lopez et al., 2018):

e Obesidad androide: Conocida como obesidad abdominal, la cual se presenta en su
mayoria en varones. La cual se caracteriza por el acimulo de grasa por encima de la
cintura. Se trata de un factor que predispone para enfermedades como: hipertension
arterial, enfermedades cardiovasculares, colelitiasis, hiperinsulinismo y diabetes
mellitus.

e Obesidad ginecoide: Presenta mayor frecuencia en mujeres que en varones. Se
caracteriza por la acumulacién de grasa en bajo vientre, caderas y musculo.

e Obesidad de distribucion homogénea: Aquella en la que el exceso de grasa no

predomina en ninguna zona del cuerpo.
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4.4. Prevalencia del sobrepeso y obesidad a nivel internacional y en México

De acuerdo con la actualizacion de la Obesity Update (Obesity Update, 2017),
lanzada por la organizacion para la cooperacién y el desarrollo econdmicos (Organization
for Economic Cooperation and Development, OCDE por sus siglas en inglés), muestra un
aumento constante en el indice de obesidad hasta el 2030 (figura 4). Los niveles de
obesidad son particularmente altas en los Estados Unidos (47%), México (39%) e Inglaterra
(35%), y se prevé que sean mas obesos en el 2030. Por el contrario, se espera que el
aumento sea mas débil en Italia (13%) y Corea (9%).

50%
Estados Unidos

45% -+

40% -

35% -

30% -

25%

Espaia

20% -

Francia

Tasa de obesidad

15% - =

_Suiza

10%

5% +

0% T ‘ T T T

1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030
Ao

Fuente: Analisis de la OCDE de datos de encuestas nacionales de salud.*Obesidad definida como

indice de masa corporal (IMC) 230 kg/m2. Las proyecciones de la OCDE asumen que el IMC

continuara aumentando como una funcion lineal del tiempo.

Figura 4. indice previsto de obesidad (OECD, 2017).

Por su parte, la encuesta nacional de salud y nutricion de medio camino (ENSANUT
MC 2016), muestra aumento en la prevalencia del sobrepeso y obesidad en nifios,
adolescentes y adultos. En la poblacién adulta mayor de 20 afios de edad, la prevalencia
combinada de sobrepeso y la obesidad pas6 de 71.2% en 2012 a 72.5% en 2016, este
aumento es de 1.3% sin diferencia significativa. Al categorizar por sexo en la ENSANUT
MC 2016, se observa que la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en mujeres
adultas es de 75.6% y en hombres la prevalencia combinada es 69.4% en 2016, lo que
sugiere que la poblacion femenina tiene mayor posibilidad de sufrir enfermedades

asociadas al sobrepeso y obesidad (figura 5).
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Sobrepeso Obesidad | Obesidad Il Obesidad Il
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Fuente: ENSANUT 2012 y ENSANUT MC 2016. *Clasificaciéon de IMC descrita por la OMS: sobrepeso = 25.0-29.9 kg/m2,
obesidad grado | = 30.0-34.9 kg/m?2, obesidad grado Il = 35.0-39.9 kg/m?2, obesidad grado Ill > 40.0 kg/m2.

Figura 5. Prevalencia del sobrepeso y obesidad en poblaciéon de 20 o mas afios de edad, en la
ENSANUT 2012 y ENSANUT MC 2016.

4.5. Tratamiento del sobrepeso y obesidad

La norma oficial mexicana NOM-008-SSA3-2010, para el tratamiento integral del
sobrepeso y la obesidad, establece que las medidas terapéuticas para el sobrepeso y
obesidad, deben incluir un tratamiento integral, por un médico, nutriélogo, psicélogo,
régimen de actividad fisicay, si se requiere, tratamiento farmacol6gico o quirdrgico,
orientado a lograr cambios en el estilo de vida, y a disminuir o erradicar los riesgos para la
salud y mejorando la calidad de vida del paciente. Cuando exista falta de respuesta al
tratamiento dietoterapéutico (actividad fisica, ejercicio y dieta) en un periodo de, al menos,
tres meses en pacientes con IMC de = 30 kg/m2 o mas, se debera prescribir-tratamiento

farmacoldgico.

En la actualidad el tratamiento farmacoldgico de la obesidad se puede clasificar en

tres grupos, basados en diferentes mecanismos de accion (Li et al., 2009):

e Farmacos que reducen la ingesta de alimentos (v. gr. Fentermina y sibutramina).
e Farmacos que interfieren con la absorcion de grasa (v. gr. Orlistat).
e Otros farmacos que no fueron disefiados para la obesidad, pero han mostrado reduccion

de peso (v. gr. Metformina).

El tratamiento actual y emergente para el control de la obesidad en México se
describe en la tabla 3, de acuerdo con la guia de préactica clinica prevencion, diagndstico y

tratamiento del sobrepeso y la obesidad exégena.
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Tabla 3. Farmacos utilizados para el tratamiento de la obesidad, México.

FARMACO MODO DE ACCION DOSIS
. . 120 mg antes
Orlistat Inhibidor de,lg lipasa de cada
pancreatica .
comida
425 a 500 mg
Metformina  Antihiperglucemiante  c/12 h durante
6 meses

EFECTO ADVERSO
Heces blandas y escurrimiento
anal. Reduce absorcién de
vitaminas liposolubles
Diarrea, nauseas, vomito,
flatulencia. Tiene el menor
indice de acidosis lactica

Un estudio clinico realizado por XENDOS (Torgerson et al., 2004) mostré que el

tratamiento con orlistat (120 mg tres veces al dia durante 4 afios) redujo la incidencia de

diabetes tipo 2 del 37% respecto al placebo, consiguiendo una disminucion del peso (5.8

kg). Otro estudio realizado por DPP (Knowler et al., 2002) con un grupo tratado con

metformina (al mes, la dosis incrementé a 850 mg dos veces al dia durante 2.8 afios)

muestra leve descenso del peso (2.1 kg), con reduccién de incidencia de diabetes tipo 2 del

31%, inferior al resultado obtenido con el grupo que modifico su estilo de vida (58 %).

Se ha preferido utilizar una triada de habitos para la reduccién del sobrepeso y

obesidad. El tratamiento dietético y la actividad fisica son de eleccion como coadyuvante

del tratamiento farmacoldgico, con el objetivo de incrementar la pérdida de peso en el

paciente con obesidad mérbida (figura 6).

Tratamiento
farmacologico

TRIADA

Plan de
alimentacion

TERAPEUTICA .~

Actividad
fisica

Figura 6. Triada terapéutica para el tratamiento del sobrepeso y obesidad.

4.6. Obesidad e inflamacion
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Se ha observado que los obesos presentan un proceso inflamatorio sistémico
cronico de bajo grado. Esta inflamacion difiere de la inflamacion aguda/clasica por la
ausencia de los signos tipicos de la inflamaciéon (aumento de temperatura, enrojecimiento,
hinchazon, dolor y pérdida de la funcion), pero hay liberacién de citocinas inflamatorias e
infiltracién de células inmunolégicas en el tejido (Le6n-Pedroza et al., 2015; Castro et al.,
2016).

El tejido adiposo (TA) esta formado principalmente por adipocitos (lipocitos), pero
también por tejido conectivo, tejido nervioso y células inmunolégicas. Es dividido en dos
tipos, en tejido blanco que almacena lipidos para ser liberados en periodos de ayuno y la
secrecion adipocitoquinas (adipocinas) y el tejido marron que tiene un gran citoplasma, las
mitocondrias son abundantes y los adipocitos marrones son utilizados para generar calor.
Estos adipocitos metabolizan glucosa y lipidos para mantener la homeostasis
(Apostolopoulos et al., 2016).

Los macréfagos y los adipocitos son células implicadas en la inflamacion, ya que
producen un gran nimero de moléculas llamadas adipocitoquinas. Dentro del grupo de las
adipocitoquinas existe dos tipos: pro-inflamatorias y antiinflamatorias. Las principales
citocinas pro-inflamatorias liberadas por los adipocitos son: interleucina (IL) IL-1pB, IL-6, IL-
8, IL-12, IL-18, IL-33, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1), interferon delta (INF-0), por otra parte las citocinas antiinflamatorias
liberadas por los adipocitos son: factor de crecimiento transformante beta (TGF-(), IL-4, IL-
10, IL-13, antagonista del receptor IL-1 (IL-1Ra) (Apostolopoulos et al.,, 2016; Mraz &
Haluzik, 2014; Castro et al., 2016).

4.6.1. Células inmunoldgicas que participan en la inflamacion

El proceso inflamatorio en la obesidad es ocasionado por infiltracion de células de
origen mieloide y linfoide. Las células mieloides son las que participan en la respuesta
inmunolégica innata, como los macréfagos, su participacién es abundante en TA y por
mucho tiempo se consideré como la Unica inmunidad implicada en la obesidad-inflamacion.
Por otra parte, las células linfoides de la respuesta adaptativa también participan, como los
linfocitos T, son el segundo tipo de células que participan en la obesidad-inflamaciéon (Mraz
& Haluzik, 2014).

4.6.2. Actividad de receptores de reconocimiento de patrones en la

inflamacion
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El sistema inmune estd compuesto por receptores especializados en la deteccién
de patégenos/dafio a tejidos, que reciben el nombre de receptores de reconocimiento de
patrones (PRR). Los PRR reconocen dos tipos de moléculas, los patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMP) que reconocen moléculas derivadas de patégenos y los
patrones asociados a dafio (DAMP) gque son liberados por tejidos que han sufrido dafio.
Dentro del grupo se encuentra los receptores tipo toll (TLR) expresado en macréfagos y
células dendriticas, aunque también se encuentran en células que responden a la insulina,
como los adipocitos, hepatocitos y miocitos. Al unirse a su ligando los TLR desencadenan
una cascada de sefalizacion que activa la respuesta inflamatoria, tales como TNF-a y MCP-
1 en adipocitos. Los TLR1, TLR2, TLR6 estan relacionados con la obesidad-inflamacion, se
sabe que los acidos grasos saturados son sustancias proinflamarotias que activan a los
TLR y/o los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) (Lebn-Pedroza et al., 2015;
Yoshida et al., 2013; Olefsky & Glass, 2010).

4.6.3. Macrofagos (M1/M2)

Cuando los macréfagos son inducidos por diferentes mediadores experimentan una
diferenciacion fenotipica. En los llamados M1 o “macroéfagos activados clasicamente”, su
diferenciacion se debe a la exposicion por interferon gamma (IFN-y) y de los ligandos de
TLR. M1 secreta citocinas inflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23, TNF-a, MCP-1 y
algunas especies reactivas de oxigeno. Por otro lado, los llamados M2 o “macréfagos
activados alternativamente”, su diferenciacién se debe a la exposicion por IL-4, IL-10, IL-13
que activan arginasa 1 (Arg 1), blogueando la actividad de iNOS. M2 secreta citocinas
antiinflamatorias como el antagonista del receptor IL-1, IL-4, IL-10, factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), que revierten la respuesta inflamatoria (Apostolopoulos et al.,
2016; Esse et al., 2014). La infiltracion de macréfagos es ocasionada por el aumento del
TA, los adipocitos experimentan hiperplasia e hipertrofia (ocasionado por el aumento de
alimentos y falta de actividad fisica), disminuyendo el riego sanguineo, provocando hipoxia
(figura 7). El tejido presenta activacion de cinasas MAPK, como ERK, p38 y JNK,
incrementando MCP-1 que induce la migracién de monocitos y activando macréfagos a M1.
Estos macrofagos secretan grandes cantidades de TNF-a, que activa a los adipocitos
hipertrofiados a través del receptor TNF, induciendo la liberacibn de adipocinas por
activacion NF-kB (Donath & Shoelson, 211; Esser et al., 2014).
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obesidad, desencadena la expresion de varios genes inflamatorios (adaptado de Jung & Choi, 2007).
4.7. Uso de productos naturales para el tratamiento del sobrepeso y obesidad

En la actualidad, los productos naturales se han convertido en una fuente importante
para la obtencién de biomoléculas con actividad terapéutica, para el desarrollo de nuevos
farmacos, seguros y eficaces. Las plantas han sido la fuente principal de obtencién de
farmacos y productos medicinales; en particular, se ha estudiado una clase de compuestos
polifenélicos denominados flavonoides. Estos compuesto fitoquimicos son obtenidos en la
dieta y han demostrado amplios efectos: suprimir el crecimiento del tejido adiposo,
inhibicién de la diferenciacién de los preadipocitos, estimulacion de la lipdlisis e inducir la

apoptosis de los adipocitos, reduciendo la masa del tejido adiposo (Mohamed et al., 2014).
4.7.1. Flavonoides

Los flavonoides (del latin flavus, amarillo) son productos naturales que pertenecen
al grupo de los compuestos polifendlicos que tienen una estructura benzo-y-pirona,
derivada del acido shiquimico y del acetato (figura 8), son sintetizados por las plantas en
respuesta a las infecciones microbianas y se tienen descritos mas de 4000 diferentes
flavonoides (Jiang, 2016; Faggio et al., 2017). Entre los efectos terapéuticos descritos se

encuentran: actividad antioxidante, antibacterial, antiinflamatoria, antiviral, antidiabética,
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antihiperlipidémica, anticancerigena, antihipertensiva, antiaterosclerotica, hepatoprotectora

y otros (Tapas et al., 2008).

Figura 8. Estructura quimica base de los flavonoides.

Los flavonoides se clasifican con base a sus variaciones estructurales de acuerdo a
su nivel de oxidacion y al patrén de sustitucion del anillo C (pirano), mientras que los
compuestos individuales dentro de una clase difieren en el patron de sustitucién de los
anillos A y B (benceno), como se describe en la tabla 4 (Kuklinski, 2003; Kumar & Pandey,

2013).
Tabla 4. Estructura de flavonoides (Kumar & Pandey, 2013).

Grupo de

) Estructura base Ejemplos
flavonoide jemp

Flavonas

Luteclina

Flavonoles

Flavanonas ° N —
Hesperetina
OH [s}
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4.7.2. Crisina

Crisina (figura 9) es una flavanona de la especie vegetal Passiflora caerulea,
conocida como flor de la pasién, también en la miel y el propéleo; a esta sustancia se le
conoce una amplia actividad farmacoldgica: inhibidor de la aromatasa, anticancerigeno,
antiviral, antiinflamatoria, neuroprotector, antidiabético, hipolipemiante, antiasmaticos y
ansioliticos (Mani et al., 2018; Ramirez-Espinosa et al., 2018). Habria que decir también
que Satyanarayana et al., 2015 observaron la normalizacién de glucemia, de insulina y del
perfil de lipidos, y cambios en la expresién del transportador GLUT-4 en un modelo de

obesidad por dieta alta en grasa-sacarosa en ratas Wistar.

HO O

OH O

Figura 9. Estructura quimica de la crisina.
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4.7.3. Naringenina

Naringenina (figura 10 5) es una flavanona natural que se encuentra en frutas de
especies citricas, especialmente en toronja (Citrus paradisi) y naranjas (Citrus sinensis).
Este flavonoide ha demostrado tener amplios efectos farmacolégicos: oxidacion de los
acidos grasos, reduce la gluconeogénesis, antidiabético, antiinflamatorio, antioxidante y
anticancerigeno (Cho et al.,, 2011; Ortiz-Andrade et al., 2008). Priscilla et al., 2015
observaron en ratas Wistar macho alimentadas con dieta alta en grasa-estreptozotocina
para inducir diabetes, la naringenina (25 mg/kg) por 45 dias redujo la hiperglucemia e
hiperinsulinemia, asi como cambios en el perfil de lipidos y modulacion de la expresion de
GLUT-4y TNF-a.

OH

H O O .“\\\\

OH O

Figura 10. Estructura quimica de la naringenina.

4.8. Modelos animales para inducir obesidad

La alta prevalencia de obesidad en el mundo ha fomentado la blusqueda continua
para comprender sus procesos fisiopatoldgicos, la prevencion y la evaluacién de nuevas
moléculas para el tratamiento de obesidad, resistencia a la insulina, diabetes tipo 2,
dislipidemia y sindrome metabdlico, ergo, los modelos animales han desarrollado varios de
los desdrdenes fisiopatoldgicos de los individuos con obesidad. La induccion experimental
de obesidad en modelos animales se obtiene por diferentes procedimientos, los cuales se

resumen en la tabla 5 (Carmona, 2010).
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Tabla 5. Clasificacion etiolégica de los modelos de obesidad experimenta (Carmona, 2010).

MODELO

Obesidad por lesion del sistema

nervioso central

Modelos animales de obesidad

genética

Obesidad nutricional

Obesidad endocrina
Obesidad farmacolégica
Obesidad ambiental

Obesidad estacional

Otros tipos de obesidad

EJEMPLO
Hipotalamo:
Lesiones ventromedial
Inyeccion por tioglucosa de oro
Tronco encefalico:
Lesiones electroliticas
Mutacién monogénica dominante
Ratén amarillo (Ay)
Mutacidn monogénica recesiva
Rata Zucker (fa)
Mutacién poligénica espontanea
Rat6én New Zealand (NZO)
Mutacion poligénica ambiental
Ratén Berlin Obeso (BFM)
Inducida por dieta
Dieta de cafeteria
Dieta alta en grasa
Hipercortisolismo
Hiperinsulinismo
Ciproheptadina
Clonidina
Restriccion de la actividad fisica
Estrés por estimulo doloroso
Prehibernacion
Premigracion
Viral

A pesar de que la etiologia de la obesidad es compleja, diversos factores estan

vinculados en su desarrollo, principalmente la ingestién de alimentos con alto contenido

caldrico y la falta de actividad fisica. En este contexto, existen modelos experimentales de

obesidad inducida por dietas, ampliamente descritos en la literatura, ya que puede

reproducir alteraciones metabdlicas relacionadas con la obesidad humana.

Existen varios tipos de dietas para inducir la obesidad que han demostrado su

eficacia, los modelos se basan en el consumo excesivo de grasa y carbohidratos, los cuales

seran mencionados a continuacion:

e Dieta alta en grasa: utiliza ratas (v. gr. Wistar) o ratones (v. gr. CD1) alimentadas con

dieta alta en grasa, la cual tiene diferentes formulaciones (emulsiones administradas
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por via oral o comida especial HFD que presenta el 60% kcal de grasa). Los animales
reproducen alteraciones metabdlicas; hiperglucemia, dislipidemias, hiperinsulinemia,
depoésitos de grasa ectopica en higado (esteatosis hepatica), aumento de peso
(adiposidad) y expresién de citocinas inflamatorias del tejido adiposo (Gao et al., 2015,
Ai et al., 2005).

Dieta de cafeteria: este modelo utiliza ratas (v. gr. Wistar o Sprague-Dawley) y ratones
(v. gr. BALB/c o CD1) permitiendo a los animales libre acceso al alimento (comida
estandar) y al agua, mientras se le ofrece alimentos comerciales con alto contenido
energético (v. gr. galletas, cereal), accesibles en la sociedad occidental. Esta dieta
promueve la hiperfagia voluntaria que resulta en aumento rapido de peso (adiposidad)
y en parametros prediabéticos (hiperglucemia y resistencia a la insulina). La dieta de
cafeteria ha mostrado ser un modelo del sindrome metabdlico porque produce
inflamacién en tejido hepéatico, adiposo, dislipidemias, depdsitos de grasa ectépica en
higado (esteatosis hepatica), dafio en el corazén y rifion (Bazzano et al., 2005, Zeeni et
al., 2015, Sampey et al., 2011).
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5. JUSTIFICACION

La obesidad se ha convertido en un problema de salud publica mundial, ya que su
prevalencia y mortalidad han incrementado significativamente, ocasionando grandes costos
para el sector salud. En nuestro pais la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad
paso6 de 71.2% en 2012 a 72.5% en 2016; con aumento de 1.3% (ENSANUT MC 2016).

En la actualidad existen medicamentos disponibles para la obesidad, pero muchos
de ellos no estan disponibles para la sociedad o pueden ocasionar efectos adversos al
paciente. De modo que ha surgido la necesidad de obtener nuevas alternativas
terapéuticas, de origen vegetal o sintético, que actien en blancos terapéuticos novedosos
y especificos para el tratamiento controlado e integral de la obesidad y las enfermedades
concomitantes.

Este trabajo pretende generar una alternativa terapéutica para esta patologia y sus
alteraciones metabdlicas. Es por ello que se explorara la mezcla de naringenina y crisina
en un modelo de obesidad generado con dieta de cafeteria, para conocer sus efectos en

las medidas antropomorficas, en los perfiles bioquimicos, metabdlicos y moleculares.
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6. HIPOTESIS

La mezcla de los flavonoides crisina y naringenina (50:50), tendra efectos antiobesidad en
ratas Wistar macho alimentados con dieta de cafeteria, modificando los perfiles de glucosa,

lipidos, insulina e inflamatorios.
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7. OBJETIVO GENERAL

Determinaciéon el efecto antiobesidad e insulino sensibilizador y su relaciéon con los
parametros bioquimicos e inflamatorios de la mezcla crisina y naringenina (50:50) en un

modelo murino de obesidad con dieta de cafeteria.

8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener el modelo de obesidad en ratas Wistar macho alimentados con dieta de
cafeteria.

¢ Monitorear la variacion de peso, el indice de masa corporal y la circunferencia
abdominal de las ratas Wistar macho del grupo control y con dieta de cafeteria.

¢ Cuantificar el consumo en gramos y contenido caldrico del grupo control y con dieta de
cafeteria.

¢ Monitorear los niveles de glucemia del grupo control y con dieta de cafeteria.

e Evaluar el efecto antiobesidad, antidislipidémico, antihiperglicémico y antiinflamatorio
de la mezcla crisina-naringenina (50:50) en un modelo murino de obesidad con dieta de

cafeteria.

e Valorar los cambios de los parametros somatométricos, consumo de alimento y

glucemia.

e Analizar los perfiles bioquimicos (glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL, VLDL, LDL e
insulina) y hepaticos (alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa).

o Determinar el peso relativo del tejido adiposo e higado, y la evaluacion histopatolégica
en higado

e Determinar la expresién de genes relacionados con la obesidad, en respuesta al

tratamiento con la mezcla crisina-naringenina en tejido adiposo.
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9. PROCEDIMIENTO
9.1. Uso y manejo de animales

Los animales utilizados para este proyecto fueron ratas macho de la cepa Wistar de
250-350 g de peso. Dichos animales fueron tratados seglin la norma oficial mexicana
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio
(NOM-062-Z00-1999)".

9.2. Modelo murino de obesidad basado en una dieta de cafeteria

Para establecer el modelo murino de obesidad con dieta de cafeteria se utilizd un
modelo modificado del de Fuentes-Debray (Fuentes-Debray, 2016). Se utilizaron ratas
Wistar macho y se formaron 2 grupos. Un grupo (n = 6) fue alimentado con dieta estandar
(CE) y el segundo grupo (n = 14) fue alimentado con dieta de cafeteria (CAF), ambos con
libre acceso al agua. Se midio la ingesta de alimento y agua cada 24 horas. En la tabla 6
se muestra la dieta para el modelo experimental. Los grupos de animales se dejaron en
ayuno cada 15 dias, previo a determinar la ganancia de peso, el delta del peso (como la
diferencia entre el peso final e inicial) y glucosa en ayuno. Se medi6 la circunferencia
abdominal, asi como la longitud hocico-ano para calcular el indice de masa corporal (IMC)

de acuerdo con lo reportado por Novelli et al., 2006.

Tabla 6. Productos ofrecidos durante la dieta de cafeteria.

PRODUCTO GRAMOS (g) CALORIAS (cal)
Bimbufiuelos® 15.6 63
Canapinas® 29.7 130
Cereal chocolate 30 121
Cereal Fruts 30 112
Chicharrén cerdo 100 544
Chicharrones frituras 28 190
Choco donas® 33 140
Chocorroll® 50 176
Dona® 26.25 120
Doraditas® 19.33 97
Lord® 9.8 46
Mantecada® 31.25 136
Pachoncito® 70 255
Panque® 50 187
Polvorones® 18.5 92
Rollo® 37.5 124
Submarino® 35 116
Tuinky® 38 141
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9.3. Curvas de tolerancia a la glucosa

Para analizar el metabolismo de la glucosa entre los grupos de dieta (CE y CAF), se
hicieron curvas de tolerancia a la glucosa (CTG) cada cuatro semanas de haber iniciado
con la dieta de cafeteria. Para ello, las ratas se dejaron en ayuno de 16 horas (Brante et al.,
2011). Se registro la glucosa basal (tiempo 0) previo a la administrar, por via oral, glucosa

disuelta en agua (2 g/kg), después se registré la glucemia a tiempos 0.5, 1, 2, y 3 horas.
9.4. Tratamiento con la mezcla de crisina-naringenina (50:50)

Establecidos los grupos experimentales se hicieron pruebas para determinar el
efecto antihiperglucémico. Los compuestos crisina y naringenina fueron adquiridos de la
compafia Sigma-Aldrich Co. Se formaron tres grupos, un grupo CE (n = 6) no fue
administrado. Dos grupos de CAF fueron administrados: un grupo CAF-Vh (n = 5) con el
vehiculo (tween 80 al 10 %) y el segundo grupo CAF-Tx (n = 5) tratado con la mezcla de
crisina-naringenina (50:50) disuelto en vehiculo, la administracién fue por via oral utilizando

una sonda especial para rata, el tratamiento dur6 20 dias.

Los animales se dejaron en previo ayuno cada 7 dias, para determinar la ganancia

de peso y glucosa en ayunas. Se midio la circunferencia abdominal, el IMC y una CTG.
9.5. Examen histolégico

Al terminar el tratamiento, las ratas se anestesiaron para obtener higado y tejido
adiposo. El higado se lavo con solucion salina (0.9%) y fijados en formol (3.6%) para
mantener su estructura y evitar el post mortem (autolisis o desintegracién). Previo a la
inclusién en parafina, los tejidos se deshidrataron en alcohol a concentracion creciente
(50%, 70%, 80%, 95% y absoluto) y xileno, para eliminar el exceso de agua. Los tejidos se
prepararon para la inclusion en parafina y cortados con microtomo en laminas delgadas (3
pUm), para ser observados en el microscopio. Los cortes se colocaron sobre la superficie de
un bafio de agua a (38 °C, donde se fijaron al portaobjetos y se tifileron con hematoxilina y
eosina (H&E). Las secciones tefiidas son observadas en el microscopio y las imagenes son

capturadas.

Los estudios histolégicos fueron en colaboracion con la Dra. Blanca Bazan Perkins, del

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER).

9.6. Peso relativo del higado y del tejido adiposo
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Al finalizar el tratamiento se obtuvo el higado y los depdsitos de grasa abdominal,

para obtener el peso relativo con la siguiente formula:

) tejido (gramos)
Peso relativo = X 100
peso corporal (gramos)

El resultado se expresé en gramos/100 gramos de peso (g/100g).
9.7. Determinacion de los perfiles bioguimicos

Se extrajo la sangre por puncién cardiaca, y se centrifugd a 3500 rpm durante 15
minutos a temperatura ambiente para obtener el suero y almacenarlo a -20°C. En el suero
se determinaron: glucosa (Glu), colesterol (CT), triglicéridos (Tg), lipoproteinas de alta
densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL), y lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) e insulina.

Los andlisis bioquimicos fueron en colaboracién con la Dra. Sara Garcia Jiménez,

de la Facultad de Farmacia de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos.
A continuacion se describe el fundamento de cada prueba realizada:

e La glucosa es oxidada por la glucosa oxidasa (GOD) para formar acido gluconico y
peréxido de hidrégeno (H20,). El H,O;reacciona con la 4-amino-fenazona en presencia
de la peroxidasa (POD) para formar la quinonimina, este compuesto colorimétrico es

medido a 505 nm.
GOD 7 - 7 .
Glucosa + O, — &cido glucoénico + H20;

. POD o
H.0- + fenol + ampirona —— quinonimina + H,O
La intensidad del color es proporcional a la concentracion de glucosa.

e Los triglicéridos contenidos en el suero son hidrolizados por la enzima lipoproteina
lipasa (LPL), para producir glicerol y acidos grasos libres. El glicerol es fosforilado por
la enzima glicerol cinasa para producir glicerol-3-fosfato (G3P), el cual es oxidado por
la glicerol-3-oxidasa (GPO) para formar la 4-aminofenazona (4-AF) mas peréxido de
hidrégeno, este se une a la peroxidasa para dar una quinona que se cuantifica a 505
nm.

L LPL , L .
Triglicéridos + H,O, —— glicerol + acidos grasos libres

glicerol quinasa

Glicerol + ATP G3P + ADP
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GPO
G3P + O, —— DAO + Hx0»

POD
H20: + 4-AF + p-clorofenol —— quinona + H;O
La intensidad del color es proporcional a la concentracion de triglicéridos

o Los ésteres de colesterol son oxidados por la colesterol esterasa para formar colesterol
y acidos grasos libres. El colesterol reacciona con la colesterol oxidasa (CHOD) para
formar 4-colestenona y H,O,, este reacciona con la peroxidasa, 4-aminofenazona y

fenol para formar la quinonimina, este compuesto colorido se mide a 505 nm.

- colesterol esterasa , . .
Esteres de colesterol + H,O colesterol + acidos grasos libres

CHOD
Colesterol + O, ——— 4-colestenona + H,0;

: POD L
2 H2O; + fenol + 4-aminofenazona ——— quinonimina + 4 H,O

La intensidad del color es proporcional a la concentracion de colesterol.

e Las lipoproteinas de alta densidad (HDL), método de precipitacion con magnesio: Las
HDL se separan precipitando las LDL y VLDL, por agregacion de de sulfato de dextran
de PM 50000 y iones Mg. En el sobrenadante después de centrifugar quedan las HDL
y se determina el colesterol, con el sistema Colesterol oxidasa/peroxidasa €en por
colorimetria segun Trinder (fenol/4-aminofenazona).

o Ladeterminacién de VLDL y LDL fue de acuerdo con la formula de Friedewald (Priscilla
et al., 2015):

Triglicéridos

VLDL =
5

LDL = Colesterol total — (HDL + VLDL)

La férmula de Friedewald es un método indirecto que permite conocer la fraccion

LDL, si se conoce el colesterol total, la fraccién HDL vy los triglicéridos.

e Laalanina aminotrasferasa (ALT) cataliza la transferencia reversible de un grupo amino
de la alanina al a-cetoglutarato para formar glutamato y piruvato. El piruvato preducide
es reducido a lactato por lactato deshidrogenasa (LDH) y NADH, este compuesto es

medido a 340 nm.

. ALT )
L-alanina + a-cetoglutarato —— glutamato + piruvato
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Piruvato + NADH + H* i lactato + NAD*
La disminucion de la concentracion de NADH en el medio, determinado con
espectrofotdbmetro es proporcional a la actividad de ALT.

e La aspartato aminotransferasa (AST) cataliza la transferencia reversible de un grupo
amino del aspartato al a-cetoglutarato para fa formar glutamato y oxalacetato. El
oxalacetato es reducido a malato por malato deshidrogenasa (MDH) y NADH, este
compuesto es medido a 340 nm.

AST
Aspartato + a-cetoglutarato —— glutamato + oxalacetato

Oxalacetato + NADH + H* =, malato + NAD*
La disminucién de la concentracion de NADH en el medio, determinado con
espectrofotébmetro, es proporcional a la actividad de AST.
o Parala cuantificar insulina, se uso un kit de ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima
(ELISA) de rata/ratén Merck (EZRMI-13K).
e Extraccion del ARN

La extraccion de ARN fue de acuerdo con Chomezynski y Sacchi, 1987, el cual se
basa en el aislar el acido nucleico con fenol-cloroformo e isotiocianato de guanidina
(TRIzoITMReagent®). La extraccion del ARN se hizo al homogenizar (D1000 homogenizer)
el TA en 1 ml de Trizol a 4°C y precipitan ARN, ADN y proteinas (previo al cloroformo, se
separ6 el TRIzol y la grasa). Después se adiciond 200 pL de cloroformo, se centrifugé a
1400 rpm durante 15 minutos a 4°C, el cloroformo separd tres fases, una acuosa en la parte
superior transparente (contiene ARN), una interfase (ADN) y una organica inferior roja
(proteinas). Se extrajo la fase acuosa y se adicion6 500 pL de isopropanol absoluto para
precipitar el ARN y se centrifugd a 1400 rpm durante 15 minutos a 4°C. El precipitado se
lavé con 1 ml de etanol al 70% para eliminar residuos de sal del sedimento de ARN (se dejo
reposar por 24 horas), durante 10 minutos se centrifugdé la muestra a 1200 rpm para
precipitar el ARN, se decant6 el etanol y se dejé secar durante 15 minutos para eliminar el
etanol. EI ARN se disolvié en 20 uL de RNA storage solution (buffer de citrato de sodio 1M,
Ambion).

9.8. Evaluacién de la cantidad, pureza y calidad del ARN total
La cuantificacion de ARN total fue por absorbancia a 260 nm en el espectrofotémetro

Epoch (Biotek). Debido a que las reacciones de amplificacion pueden variar en funcién de
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la integridad y pureza del ARN total, este no debe estar degradado ni contaminado con
proteinas o ADN. Por lo que se determiné la pureza del ARN total midiendo la relacién
existente entre la absorbancia a 260 nm (4cidos nucleicos) y a 280 nm (proteinas), el calculo
de la concentracion de ARN se estim6 como:

Absorbancia x Acido nucleico x Factor de dilucién

Las muestras tuvieron pureza de 1.8 a 2, que indica buena pureza de ARN, ya que
un valor menor gue a 1.8 significa via que el ARN est4 contaminado (principalmente con
proteinas).

Para verificar la calidad del ARN extraido, se hizo electroforesis en gel de agarosa
al 1% en TAE 1X y se tifid con SYBR Green, en el transiluminador UV (Gel Doc 2000 Bio
Rad) se observaron las dos bandas bien definidas que corresponden al ARN ribosomal 28S
y 18S. Se us6 el ARN ribosomal como referencia, ya que representa 85-95% de todo el
ARN celular, mientras que el ARN mensajero es 2-5%.

9.2. Transcripcién reversa de ARN a ADNc (sintesis y amplificacion)

La sintesis del ADNCc, se hizo con el kit Thermo scientific revert aid RT kit (Thermo
Scientific), usando 1 pg de ARN total en 20 pL de volumen total. La reaccién se incub6 a
25°C durante 5 minutos, seguido de 42°C durante 55 minutos en un termociclador (Applied
Biosystems GeneAmp PCR System 2700). La reaccién se detuvo a 70°C durante 15 miny

se enfrié a 4°C durante 5 min.
9.3. PCR-Tiempo real

El ADNc se amplifico en 4 yL de volumen final, conteniendo: 2.5 uL del DNA Master
Mix SYBR Green | (Roche®), el cual contiene maxima SYBR Green qPCR amortiguadores
(KCI, (NH4)2S04), Tag DNA polimerasa, dNTP’s, MgCl.... elementos necesarios para la
amplificacién, 500 uL de cada cebador y 500 yL de agua.

La secuencia de los cebadores utilizados:

Adiponectina F-CCAATGTTCCCATTCGCTT;R-TAGTAGAGCCCCGGAATGTT
IL-18 F-TATGTCTTGCCCGTGGAGCTT;R-GTCACAGAGGACGGGCTCTT
PPAR-y F-CCAGAGTCTGCTGATCTGCG;R-GCCACCTCCTTTGCTCTGCTC
Como gen de referencia se utilizé B-actina (F-CCTGAGCGCAAGTACTCTGTGT; R-
GCTGATCCACATCTGCTGGAA). La reaccion fue llevada al equipo de PCR System
7900HT bajo las siguientes condiciones pre incubacion y desnaturalizacion a 95°C durante

10 min.
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Al finalizar el programa de termociclador, se agreg6 una curva de disociacion para
determinar la temperetura de fusion (Tm Melting temperature), la cual permite identificar la

especificidad del PCR por aparicion de un solo producto de amplificacion.
9.4. Andlisis de los datos

Los resultados de expresion se obtuvieron comparando los valores de Ct (ciclo

umbral) de las curvas de amplificacion para los tejidos extraidos de los grupos.

Se normaliz6 la cantidad relativa de cada muestra respecto al gen de referencia,

con la formula:
ACT = CT (especifico) — Ct (referencia)

Donde Ct (especifico) y Ct (referencia) es el ciclo al cual la muestra y el de
referencia, respectivamente, alcanzan el nivel umbral de fluorescencia en el PCR-tiempo
real. El célculo determina la eficiencia de amplificacion entre diferentes concentraciones de
ARNmMm, tanto para la muestra como para el gen de referencia, y confirma que para una
misma muestra, la proporcion obtenida entre el ARNm estandar y la referencia seré siempre
la misma. Luego procedemos al célculo de los cambios relativos en la expresion de un gen

especifico (AACt), de acuerdo a la férmula:
AACT = ACt (especifico) — ACt (referencia)

9.5. Analisis estadistico
Para identificar las diferencias significativas entre los grupos, se obtuvo la media
aritmética con su respectivo error estandar de la media (S.E.M.). La comparacién de los
grupos se hizo con la prueba t-Student o analisis de varianza (ANOVA), dependiendo del
namero de grupos, seguido de la prueba post hoc Mann-Whitney o Bonferroni, para el cual
se empled el programa estadistico GranphPad Prism 5.01. Se consideraron diferencias

significativas con un valor de P < 0.05.

10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1. Modelo murino de obesidad basado en una dieta de cafeteria
El proposito de este estudio fue obtener un modelo de obesidad inducida por

alimentacion hipercalérica de una “dieta de cafeteria” en ratas macho de la cepa Wistar. Ya
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se ha descrito que este modelo es ventajoso porque asemeja a la obesidad humana
inducida por fa hiperfagia de alimentos ricos en contenido energético, al inducir dna
ganancia de peso y reproducir alteraciones metabdlicas relacionadas con la obesidad
(Bazzano et al., 2015; Ramalho et al., 2017; Sampey et al., 2011). Para identificar si la dieta
de cafeteria acelera la ganancia de peso corporal en ratas Wistar, se compararon ambos
grupos de animales: un grupo alimentado con dieta estandar (CE) y otro alimentado con
dieta de cafeteria (CAF), durante 135 dias que durd el monitoreo, para la obtencion del
modelo de obesidad. La grafica 1 compara ambos grupos, donde CAF aumento el peso
corporal desde el dia 15 en comparacion con el grupo CE; manteniendo se esta tendencia
hacia el dia 45 y con aumento del 19.6% en el dia 135 (p < 0.01). Esta ganancia de peso
corporal se debe a la ingesta hipercalérica con la dieta de cafeteria, lo que aumenté el
tamafio de los depositos de tejido adiposo, de acuerdo a lo reportado por Sabater et al.,
2016 & Sampey et al., 2011.
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Grafica 1. Efecto del consumo croénico de la dieta estandar (CE) y dieta de cafeteria (CAF), sobre
el peso de ratas Wistar macho. Cada grupo representa la media+ SEEM.n=6yn=14; *p <0.05
vs. CE.

Para apoyar los datos anteriores, se calculé el delta de peso de ambos grupos, con
el fin de observar la ganancia durante el monitoreo del modelo de obesidad (Macedo et al.,
2012), en la gréafica 2 se observa la ganancia de peso corporal en CAF (343.6 g) en
comparacion con CE (206. 6 g), lo que sugiere que el consumo excesivo de nutrientes
hipercaldricos en CAF aumenta el peso corporal 66.3% (p < 0.01).
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Grafica 2. Delta de peso (peso final — peso inicial) del grupo CE y CAF, sobre el peso de ratas

Wistar macho. Cada grupo representa la media+ S.EM.n=6yn = 14; ** p <0.01 vs. CE.

10.2. Consumo en gramos y conteo calérico
Es importante mencionar que se hizo el conteo de gramos consumidos y de
contenido calérico para ambas dietas. Los resultados en la grafica 3 muestran el consumo
en gramos de los dos grupos. El grupo CE se mantuvo constante durante el monitoreo,

mientras que en el grupo CAF el consumo fue mayor (p < 0.01; p < 0.001).
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Grafica 3. Gramos consumidos del grupo CE y CAF en ratas Wistar macho. Cada grupo representa
lamediat SEM.n=6yn=14;*p<0.05* p<0.01**p<0.001vs. CE.

El consumo de calorias para cada grupo se muestra en la grafica 4, donde se
ebserva-un hubo aumento significativo (p < 0.01; p < 0.001) desde la semana 1 ala 18 en
el grupo CAF, en comparacion con el grupo CE. El grupo CE mantuvo su ingesta caldrica

constante durante las 18 semanas, como se observa en la gréfica.
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De los resultados ebtenides se desprende (gréficas 1 y 2) que el grupo CAF
consumia mas gramos, tenia mayor ingesta de contenido energético y aumentaba de peso
a un ritmo mas rapido que el grupo CE (gréfica 3). Shafat et al., 2009 observaron que la
variabilidad de los alimentos estimulaban la hiperfagia y no la palatabilidad. Ademas,
encontro correlacion significativa entre el contenido calorico de los alimentos presentados
y la ingesta de energia, que influyen en la rapida ganancia de peso. Concordando con
nuestros resultados, se demuestra que la dieta a la que fueron sometidas las ratas
promueve la hiperfagia, resultando en un rapido aumento de peso corporal.
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Grafica 4. Calorias consumidas del grupo CE y CAF en ratas Wistar macho. Cada grupo representa
lamediatSEM.n=6yn=14;*p<0.05**p<0.01 * p<0.001vs. CE.

10.3. Medidas somatométricas (IMCy circunferencia abdominal)

En la actualidad, la ganancia de peso corporal o el consumo excesivo de contenido
energético en relacion con los animales control se ha tomado como criterio para decir que
un animal es obeso, en contraste a lo anterior, no existe puntos de corte que estimen que
las ratas tienen normo peso u obesidad. Un indicador muy utilizado es el indice de masa
corporal (IMC), que permite clasificar el grado de obesidad en humanos. El IMC en ratas es
similar al de los humanos, este se determina dividiendo el peso (g) y el cuadrado de la
longitud del ano a la nariz (cm), de acuerdo a lo reportado por Novelli et al., 2007, donde
quienes observaron que ratas Wistar macho alimentadas con dieta estandar llegaron a
tener 0.68 g/cm? de IMC. Por el contrario, las ratas que consumieron sacarosa en agua
(30%) o dieta alta en carbohidratos (19.93% de proteina, 15.39% grasa, 57.50%
carbohidratos y 2.81% fibra), su IMC aument6 hasta 0.82 g/cm? y 0.72 g/lcm?,

respectivamente.
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Los resultados de la gréfica 5 muestran el IMC de ambos grupos, desde el dia O al
dia 135. Donde el IMC del grupo CAF (0.88 g/cm?) fue superior a la del grupo CE (0.72
g/cm?) desde el dia 75, lo que permite suponer que el consumo excesivo de alimento rico
en contenido caldrico afecta este pardmetro somatométrico; asi, hubo aumento de 14.2%
del grupo CAF con respecto a CE en el dia 135 (p < 0.01). Sin embargo, esta variable es
alterada conforme a la edad, cepa y tipo de modelo para generar obesidad, ya que se
observaron cambios en las mediciones somatomeétricas en ambos grupos en los dias 105
y 120, a saber, ¥n aumento en el peso y longitud. En contraste, los valores con la dieta de
cafeteria no coinciden con los reportados por Novelli et al.,, 2007, posiblemente por
diferencia de edad de las ratas y el tipo de dieta, a pesar de estas variables, aumenté el

IMC en las ratas alimentadas con dieta de cafeteria.
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Gréfica 5. indice de masa corporal (IMC) del grupo CE y CAF en ratas Wistar macho. Cada grupo

representa la media+ S.EEIM.n =6 yn = 14; ** p <0.01 vs. CE.

Con base a los resultados por Novelli et al., 2007, las ratas Wistar alimentadas con
dieta estandar tuvieron circunferencia abdominal de 17.2 cm, mientras que los alimentados
con dieta alta en carbohidratos fue de 23.5 cm. Los resultados en la grafica 6 muestran la
circunferencia abdominal de ambos grupos, donde CAF tuvo 18.2 cm, y el grupo CE 17.1
cm desde el dia 15, sin mostrar cambios significativos; habria que decir que en los dias 30,
45, 60, 75, 105 y 135 hubo aumento significativo (p < 0.05; P < 0.01) de IMC del grupo CAF,
indicando mayor grasa intraabdominal; en cuanto al dia 135 el grupo CAF (CE 19. 8cmy
CAF 22.2 cm) tuvo aumento significativo (p < 0.01) del 12.1%.
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Los resultados (IMC y circunferencia abdominal) durante el monitoreo con dieta de
cafeteria en comparacion con los datos de Novelli et al., 2007, indican que la dieta CAF es

idénea para inducir obesidad en ratas Wistar macho.
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Grafica 6. Circunferencia abdominal del grupo CE y CAF en ratas Wistar macho. Cada grupo
representa la media+ SEEM.n=6yn=14; *p <0.05* p<0.01 **p <0.001 vs. CE.

10.4. Hiperglucemia en ratas con dieta de cafeteria

La obesidad se considera como un factor de riesgo para desarrollar resistencia a
insulina y diabetes tipo 2. El incremento del tejido adiposo se ha relacionado con el aumento
de la produccién de citocinas proinflamatorias, que junto a los acidos grasos, parecen ser

los responsables del desarrollo de la resistencia a insulina (Kahn et al., 2006).

En la gréfica 7 se describe el monitoreo glucémico durante la dieta de cafeteria,
donde no hubo cambios de glucemia en ayunas durante 15 dias, por el contrario, en el dia
30 hubo elevacién de glucosa en el grupo CAF (p < 0.001), pero se normalizé en el dia 45
al igual que el grupo CE. En los dias posteriores hubo glucemia elevada en comparacién
con CE, siendo significativa en el dia 120 (p < 0.05). Estos datos sugieren que después de

2 meses de dieta hipercaldrica hay alteraciones en la glucemia en ayunas.
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Grafica 7. Glucemia en ayunas del grupo CE y CAF en ratas Wistar macho. Cada grupo representa
lamediatSEM.n=6yn=14;*p<0.05**p<0.01vs. CE

Las curvas de tolerancia a la glucosa (CTG) determinan la capacidad del organismo
para mantener normo-glucemia después de una carga oral de glucosa, si esto no sucede,
se considera que hay intolerancia a la glucosa, la cual se observa en pacientes con diabetes
tipo 2 (Ruiz-Reyes & Ruiz-Arguelles, 2017).

Las CTG se hicieron cada cuatro semanas para evaluar los efectos de la dieta de
cafeteria en la glucemia. Los resultados en la cuarta semana se ven en la grafica 8, después
de cuatro semanas los animales del grupo CAF tuvieron glucemias mayores al inicio de la
CTG, con aumento del 22.3% vs. CE, (p < 0.05); ambos grupos alcanzaron su pico
hiperglucémico 0.5 h postcarga y glucemias equivalentes durante el monitoreo, sin
diferencia significativa.
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Gréafica 8. Curva de tolerancia a la glucosa a la cuarta semana del grupo CE y CAF en ratas Wistar
macho. Cada grupo representa la media + SEM. n=6yn =14; * p < 0.05 vs. CE. ABC para el
grupo CE 519.5 y CAF 550.8
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A las ocho semanas se hizo otra CTG (gréfica 9), los animales del grupo CAF
aumentaron 17.1% al inicio de la CTG (p < 0.01). El grupo CE alcanzé su pico
hiperglucémico a 0.5 h, y el grupo CAF a 1 h, hay que mencionar que a 3 h el grupo CAF

no alcanzo el basal es que las del grupo CE con 9.8% aumento, sin diferencia significativa.
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Grafica 9. Curva de tolerancia a la glucosa a la octava semana del grupo CE y CAF en ratas Wistar
macho. Cada grupo representa la media + SSEM. n =6y n = 14; ** p < 0.01 vs. CE. ABC para el
grupo CE 450.6 y CAF 472.2

La grafica 10 muestra resultados en la semana dieciséis de la dieta de cafeteria. Los
animales del grupo CAF tuvieron glucemias mayores (15.5%) al inicio de la CTG, que el
grupo CE (p < 0.05); ademés, tard6 en disminuir la glucemia hasta la hora 3, sin -diferencia
significativa. El area bajo la curva (ABC) se calcul6 para determinar la glucemia durante las
CTG: el ABC del grupo CAF (503.2) fue 9.3% mayor que la del grupo CE (456.2).
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Grafica 10. Curva de tolerancia a la glucosa a la semana dieciséis del grupo CE y CAF en ratas

Wistar macho. Cada grupo representa la media+ S.SEM.n=6yn = 14; *p <0.05 vs. CE. ABC para
el grupo CE 456.2 y CAF 503.2
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Como se observa en la gréafica 11, los animales con dieta CAF aumentaron 24.3%
al inicio de la CTG, sin diferencia significativa; el grupo CE alcanz6 su pico hiperglucémico
ata 0.5 h, y el grupo CAF fue a 1 h, con 20.1% de aumento (p < 0.05). Por otro lado, en la
hora 3 el grupo CAF no alcanzé la glucemia basal del grupo CE, con 17% de aumento. En
cuanto a la ABC del grupo CAF (513.6) fue 11.1% mayor que el grupo CE (456.3).
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Grafica 11. Curva de tolerancia a la glucosa a la semana dieciocho del grupo CE y CAF en ratas
Wistar macho. Cada grupo representa la media+ S.EM.n=6 yn =14; *p <0.05 vs. CE. ABC para
el grupo CE 456.3 y CAF 513.6

Las CTG son importantes para evaluar la absorcién y metabolismo de glucosa. El
grupo de animales con dieta CAF tuvieron glucemias altas al inicio de las CTG, pero en las
semanas dieciséis y dieciocho (gréaficas 13 y 14) se observaron alteraciones.

Existe evidencia que demuestra que las ratas Wistar, expuestas a una dieta de
cafeteria prologada, tuvieron hiperglucemia y resistencia a la insulina en la semana 15,
comparadas con el grupo de dieta control (Sampey et al., 2011). Por su parte, Brandt et al.,
2010 describen que después de 12 semanas con dieta de cafeteria, las ratas Wistar tuvieron
glucosa en ayunas alterada, intolerancia en CTG y resistencia a la insulina. Maeda Junio et
al., 2018 observaron que durante 14 semanas con dieta de cafeteria, los animales tuvieron
glucégeno hepatico alto y esteatosis hepatica, como factores que contribuyen a la
hiperglicemia. Considerando que la insulina inhibe la gluconeogénesis, y en pacientes con
higado graso no alcohdlico la sefializacion por insulina esta dafiada, se traduce en aumento
en la gluconeogénesis hepatica e hiperglucemia persistente. En pacientes con diabetes tipo
2, la gluconeogénesis es la fuente principal de produccion de glucosa, mientras que la
glucogendlisis no contribuye (Hatting et al., 2018).
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Esta evidencia concuerda con los resultados durante el monitoreo glucémico en
ayunas (gréafica 7) y de las CTG (graficas 8-11), al demostrar que el consumo prolongado
con dieta de cafeteria, predispone a desarrollar parametros prediabéticos. La posible causa

es la acumulacion de Tg en higado, que origina la esteatosis hepética y resistencia a la
insulina.
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10.5. Monitoreo de peso con la mezcla crisina:naringenina

El tratamiento con la mezcla crisina:naringenina (50:50) fue para observar posibles
efectos antiobesidad, antihiperglucémicos e hipolipemiantes. Se formaron tres grupos
experimentales (n = 6, n = 5): CE (dieta estandar), CAF-Vh (dieta de cafeteria, vehiculo
Tween 80 al 10%) y CAF-Tx (dieta de cafeteria, con la mezcla crisina:naringenina 50:50),
los tres grupos fueron administrados por via oral, bajo las mismas condiciones

experimentales.

Durante el periodo experimental se monitored el peso corporal de los tres grupos
(gréfica 12); el grupo CE aumento de su peso corporal en el dia 14 al dia 20, la cual puede
estar relacionado con la edad de la ratas, mientras que el grupo CAF-Vh tuvo diferencia con
respecto al grupo CE (p < 0.01), al aumentar gradualmente desde el dia 7. Por otra parte,
el grupo CAF-Tx tuvo diferencia en el dia 7 (p < 0.05), pero en el dia 20 los animales

disminuyeron su peso corporal, sin-diferencia significativa.
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Gréfica 12. Efecto del consumo crénico del grupo CE, CAF-Vhy CAF-Tx de ratas Wistar macho
delacepa tratadas durante 20 dias. Cada grupo representa lamedia+ SSEEM.n=6yn=5;*p
<0.05* p<0.01vs.CE.

La ganancia o pérdida de peso corporal de los tres grupos experimentales fue
calculado con el delta de peso (peso finalg;, 20 — peso inicial g, o)- LOS resultados enla
indicaron que el grupo CAF-Vh (36.1 g) tuvo ganancia de peso corporal con respecto al
grupo CE, mientras que el grupo CAF-Tx (-6.8 g) disminuyd su peso corporal comparando

con el grupo CE y el CAF-Vh, los datos no mostraron diferencia significativa (gréafica 13).
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Existe pocos reportes del uso antiobesidad de los flavonoides crisina y naringenina
en modelos murinos; como la evaluacién en ratas Wistar de diferentes edades (2, 10y 20
meses), al aumentar su peso corporal conforme a la edad, pero al ser tratadas con crisina
(20 mg/kg) por 4 semanas disminuy0 el peso corporal (Farkhondeh et al., 2019). Por otro
lado, naringenina (25 mg/kg) ya ha mostrado efecto antiobesidad en ratas Wistar con dieta
alta en grasa-diabetizadas (Priscilla et al., 2015). En este contexto, nuestros datos (gréficas
12 y 13) sugieren que la mezcla crisina:naringenina disminuye la ganancia de peso en
animales sometidos a dieta hipercalérica como la dieta de cafeteria, y su uso podria ser un

tratamiento para disminuir el peso corporal.
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Grafica 13. Delta de peso (peso finalyq 20 — peso inicialy, o) del grupo CE, CAF-Vh y CAF-Tx de
ratas Wistar macho tratadas durante 20 dias. Cada grupo representa la media+ SSEEM.n=6yn =
5;*p <0.05vs. CE.

10.6. Consumo en gramos y conteo cal6rico durante el tratamiento

El conteo de gramos consumidos y el conteo calérico para los tres grupos fueron
calculados. Los resultados muestran el consumo en gramos de los tres grupos (gréfica 14);

el grupo CE mantuvo un consumo inferior ea comparado con el grape CAF-Vh y el CAF-TX.
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Grafica 14. Gramos consumidos del grupo CE, CAF-Vh y CAF-Tx de ratas Wistar macho tratadas
durante 20 dias. Cada grupo representa la media+ S.EM.n=6yn=5;*p <0.05vs. CE.

En la gréfica 15 se observa que los grupos CAF-Vh y el CAF-Tx consumieron mas
calorias que el grupo CE.
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Grafica 15. Calorias consumidas del grupo CE, CAF-Vh y CAF-Tx de ratas Wistar macho tratadas
durante 20 dias. Cada grupo representa la media+ S.EM.n=6yn=5;*p <0.05 vs. CE.

10.7. Medidas somatométricas durante el tratamiento

Se determinaron los parametros somatométricos (IMC y circunferencia abdominal)

durante los 20 dias que dur6 el tratamiento con la mezcla crisina:naringenina.

El IMC se detalla en la gréfica 16, los animales del grupo CAF-Vh (0.97 g/cm?)
tuvieron aumento del IMC con respecto al grupo CE (0.75 g/cm?; p < 0.001), alcanzando
29% de aumento del en el dia 20; asi mismo, el grupo CAF-Tx (0.81 g/cm?) tuvo
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disminucion comparado con el grupo CE, con 8% de aumento en el dia 20 (p < 0.001).
Ademas, el aumento del IMC del grupo CAF-Vh (16% en el dia 20) con el grupo de CAF-

Tx, fue diferente durante el tratamiento (p < 0.001).

Al no tener puntos de corte que estimen el grado de obesidad de las ratas durante
el tratamiento, el IMC de los grupos CAF-Vh y CAF-Tx se vio afectado, indicando que el
tratamiento con la mezcla crisina:naringenina (50:50) disminuye el IMC de las ratas

alimentadas con dieta de cafeteria.
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Gréfica 16. IMC del grupo CE, CAF-Vhy CAF-Tx de ratas Wistar macho tratadas durante 20 dias.
Cada grupo representa la media+ S.EM. n=6yn=5; ** p <0.001 Vs CE; %% p < 0.001 vs. CAF-
Vh.

La grafica 17 muestra la circunferencia abdominal durante el tratamiento de los tres
grupos; en los dias 7 y 14 los animales del grupo CAF-Vh y CAF-Tx aumentaron de su
circunferencia abdominal, con respecto al grupo CE (p < 0.05). Como se observa en el dia
20, en los animales del grupo CAF-Vh diminuyo la circunferencia abdominal, una posible
causa puede ser la falta de sensibilidad a la insulina dentro del tejido adiposo visceral,
incrementado la lipdlisis y liberacion incontrolada de acidos grasos (Gutiérrez et al., 2009).
Por otro lado, el grupo CE mantuvo su circunferencia abdominal constante durante el
tratamiento, mientras que el grupo CAF-Tx disminuyd su circunferencia, concordando con
los resultados obtenidos (graficas 12, 13 y 16) que demuestran que la mezcla
crisina:naringenina disminuye la ganancia de peso y la acumulacion de tejido adiposo

visceral.
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Grafica 17. Circunferencia abdominal del grupo CE, CAF-Vh y CAF-Tx de ratas Wistar macho

tratadas durante 20 dias. Cada grupo representa la mediaz S.EM.n=6yn=5;*p <0.05 vs. CE.
10.8. Efecto antihiperglucémico de la mezcla crisina:naringenina

La grafica 18 deseribe muestra el monitoreo glucémico en ayunas durante los 20
dias de tratamiento; estas tomas fueron con glucémetro Accu-Check Performa, en el dia 7
hubo diferencia (p < 0.05) la glucemia del grupo CAF-Vh con respecto al grupo CE, y un
ligero descenso de la glucemia en el grupo CAF-Tx. El dia 14 no hubo cambios significativos
de los grupos, pero en el dia 20 el grupo CAF-Vh tuvo glucemia elevada, y el grupo CAF-
Tx fue significativa (p < 0.05) en la glucemia comparados con el grupo CE. Con respecto a
los grupos CAF-Vh y CAF-Tx, aumento de la glucemia en el grupo CAF-Tx en comparacion
con el grupo CAF-Vh, distinto a lo reportado por Ramirez-Espinosa et al., 2017 y Ortiz-
Andrade et al., 2008, del efecto antihiperglucémico y antidiabético de crisina y naringenina.
Una posible causa de esta discrepancia es que al momento de tomar la muestra de sangre,
los animales del grupo CAF-Tx tuvieron estrés, alterando los resultados. Para corroborar
estos resultados, se cuantificé la glucosa por el método de con glucosa oxidasa (gréfica 22)

al final del experimento, estos datos se discuten posteriormente.
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Gréafica 18. Glucemia en ayunas del grupo CE, CAF-Vh y CAF-Tx de ratas Wistar macho tratadas
durante 20 dias. Cada grupo representa la media+ S.EM.n=6yn=5;*p <0.05vs. CE; ¢p <0.05
vs. CAF-Vh.

Para observar cambios en absorcién y metabolismo de carbohidratos en ratas
sometidas a una dieta de caferia y tratadas con la mezcla crisina:naringenina, se hizo CTG
(grafica 19). Por lo que se refiere a los grupo CAF-Vh y CAF-Tx con respecto al grupo CE,
ambos alcanzaron su pico hiperglucémico a & 1 h de haber iniciado la curva, aunque el
pico hiperglucémico del grupo CAF-Tx fue inferior al del grupo CAF-Vh, no hubo diferencia
significativa. Este retraso del pico hiperglucémico por el grupo CAF-Vh, indica deterioro en
la secrecion y sensibilidad de la insulina, disminuyendo la captacion de glucosa por las
células blanco y por consiguiente, deterioro de las células 3 pancreaticas y resistencia a la
insulina agravada (Wang et al.,, 2018), o por aumento de grasa ectépica en higado
(esteatosis hepéatica) que contribuye al desarrollo de glucégeno hepatico elevado, causado
por disminucion de la sefalizacion de fa insulina en higado (Maeda Junio et al., 2018).
Ademas, el grupo CAF-Tx alcanzé valores idénticos de glucemia a los del grupo CE en las
horas 2 y 3. Es probable que esta disminucion de glucemia se deba a que crisina aumenta
la translocacion del transportador GLUT-4 (Satyanarayana et al., 2015), activacién del
receptor PPAR-y (El-Bassossy et al., 2014), a su vez naringenina inhibe el transportador
sodio-glucosa en el intestino (Li et al., 2006) y la activacion de AMPK (Nyane et al., 2017),
mejorando la glucemia en el grupo CAF-Tx.
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Grafica 19. Curva de tolerancia a la glucosa del grupo CE, CAF-Vh y CAF-Tx de ratas Wistar macho
tratadas durante 20 dias. Cada grupo representa la media+ S.EM.n=6yn =5; * p <0.01 ** p <
0.001 vs. CE. ABC para el grupo CE 456.3, CAF-Vh 445.0 y CAF-Tx 436.6

10.9. Peso relativo del tejido adiposo e higado después del tratamiento

Al finalizar el tratamiento, las ratas se ayunaron 16 h y se anestesiaron para obtener
el tejido adiposo (TA) y el higado. Los resultados muestran el peso relativo del TA visceral
(grafica 20). Los animales del grupo CAF-Vh y CAF-Tx tuvieron diferencia con respecto al
grupo CE (p <0.001), de modo que la dieta de cafeteria induce acumulacién de TA (Sampey
et al., 2011). En contraste, el grupo CAF-TX disminuyé 19% con respecto al grupo CAF-Vh,
indicando que la mezcla crisina:naringenina disminuye la acumulacién de TA, ya conoce
gue crisina induce # un cambio fenotipico de les adipocitos blancos (3T3-L1) a marrén, al
expresar UCP-1, PGC-ay PRDM16, a través de la via AMPK, y de la expresion de PRDM16
como ligando de los PPAR-y, que induce el pardeamiento de los adipocitos (Choi et al.,
2016); en cuanto a naringenina, ha demostrado efectos antiadiposidad por la expresién de
PPAR-a (Cho et al., 2011).
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Grafica 20. Peso relativo de TA (tejido adiposo) del grupo CE, CAF-Vh y CAF-Tx de ratas Wistar
macho tratadas durante 20 dias. Cada grupo representa la media + S.E.M. n =6 y n =5; *** p < 0.001

vs. CE.

Ademas, se determiné el peso relativo del higado para cada grupo, los resultados
muestran que no hay diferencia significativa entre los grupos CAF-Vh y CAF-Tx con
respecto al grupo CE, a pesar del 11.5% de aumento del peso del grupo CAF-Vh (gréfica
21). Sin embargo, el grupo CAF-Tx disminuy6 17.2% con respecto al CAF-Vh (p < 0.05).
Estos resultados demuestran que el consumo excesivo de dieta de cafeteria aumento el
peso del higado, ocasionado por fa acumulacién de lipidos en higado y, como
consecuencia, desarrollo de higado graso (de Castro Ghizoni et al., 2013; Maeda Junior et

al., 2018).

En cuanto a crisina, se conoce su efecto hepatoprotector contra lesion hepética
inducida por D-galactosamina (Pushpavalli et al., 2010); por su parte, naringenina reduce
la acumulacién ectépica de lipidos en higado, con expresion de genes involucrados en la
oxidacién de 4cidos grasos: CPT1a, UCP2, ACOX1 y PPARa (Ke et al., 2015; Cho et al.,
2011; Huong et al.,, 2006), ademas de la expresibn SREBPlc que contribuye a la
acumulacion de lipidos hepdticos, y el tratamiento con naringenina disminuyd la expresion

y la acumulacion de lipidos (Mulvihill et al., 2009).
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Grafica 21. Peso relativo del higado del grupo CE, CAF-Vh y CAF-Tx de ratas Wistar macho tratadas
durante 20 dias. Cada grupo representa la media = S.EIM.n=6yn =5; * p < 0.05 Vs CE; ¢ p < 0.05
vs. CAF-Vh.

10.10. Perfil bioquimico (glucosa, triglicéridos, colesterol, HDL, VLDL Y LDL)

Los resultados muestran que la mezcla crisina:naringenina (50:50) durante los 20
dias la glucemia del grupo CAF-Vh aument6 (p < 0.001) con respecto al grupo CE; sin
embargo, el grupo CAF-Tx también aumento de la glucemia, pero al ser comparado con el
grupo CAF-Vh esta disminuy6 sin diferencia significativa (gréfica 22). En cuanto al perfil
lipidico, los triglicéridos del grupo CAF-Vh aumentaron vs el grupo CE (p < 0.001), al
comparar el grupo CAF-Tx con el grupo CE hubo valor idéntico de triglicéridos, pero
disminuyeron con respecto al grupo CAF-Vh (p < 0.001). Por el contrario, no hubo cambios
significativos en colesterol total y HDL. Por ultimo, VLDL y LDL del grupo CAF-Vh
aumentaron con respecto al grupo CE (p < 0.001), en cuanto al grupo CAF-Tx tuvo
disminucién comparada con el grupo CAF-Vh (p < 0.001). Estos resultados concuerdan con
lo reportado por Satyanarayana et al., 2015; Zarzecki et al., 2014; Pushpavalli et al., 2010;
Ramirez-Espinosa et al., 2018; Priscilla et al., 2015; Ortiz-Andrade et al., 2008; Borradaile
et al., 2003, quienes describieron que crisina o naringenina tienen efecto hipolipemiante al
disminuir el colesterol total, los triglicéridos, &cidos grasos libres, LDL y VLDL; asi como
aumentar HDL, este efecto hipolipemiante se puede deber a la actividad de la HMG-CoA
reductasa o a la actividad de lipoproteina lipasa y la inhibicion de la proteina microsomal

transferidora de triglicéridos (MTP).
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En este contexto, nuestros datos sugieren que la mezcla crisina:naringenina (50:50)
durante 20 dias disminuye de manera importante, la glucemia, los Tg, VLDL y LDL, y podria

ser un tratamiento para disminuir las dislipidemias, ocasionadas por la obesidad.
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Grafica 22. Perfiles bioguimicos: glucosa (Glu), triglicéridos (Tg), colesterol (Col), lipoproteina de
alta densidad (HDL), lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) y lipoproteina de baja densidad
(LDL) del grupo CE, CAF-Vh y CAF-Tx de ratas Wistar macho tratadas durante 20 dias. Cada grupo
representa la media + S.E.M. Cada grupo representa la media £ S.E.M. n = 6 y n =5; *** p < 0.001
Vs CE %% p < 0.001 vs. CAF-Vh.

10.11. Insulinemia

Adicionalmente, se cuantificé la insulinemia en ayuno de los tres grupos, para
relacionar el posible efecto farmacolégico de la mezcla crisina:naringenina (50:50) en el

proceso de resistencia a la insulina, ocasionado por la ingesta hipercalérica.

Los resultados mostraron que la CAF-Vh afecta la insulinemia, con incremento
comparado con el grupo CE (p < 0.001); sin embargo, el grupo CAF-Tx disminuyd con
respecto al grupo CAF-Vh (p < 0.01). Estos resultados concuerdan con los reportados por
Sampey et al., 2011 y Brandt et al., 2010, quienes observaron que animales alimentados
con dieta de cafeteria tienen hiperglucemia e hiperinsulinemia y resistencia a la insulina,
con la prueba de tolerancia a la insulina, no estéa relacionada con defectos en la cascada
de sefalizacion de la insulina y de la expresion de AMPK, y de ser revertido por la actividad

fisica; por lo tanto, podriamos considerar que los animales tuvieron resistencia a la insulina.
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Por lo que se refiere a Satyanarayana et al., 2015, observaron que ratas Wistar
alimentadas con dieta alta en grasa-sacarosa y tratadas con crisina, disminuyo la insulina,
mejorando su sefializacion y la translocacion del transportador GLUT-4, otros estudios
revelan que la sensibilidad a la insulina se debe a la activacion de los receptores PPAR-y
(El-Bassossy et al., 2014), y la inhibicién de 11p-HSD1 (Torres-Piedra et al., 2010). Por otro
lado, Priscilla et al., 2015 observaron que en ratas Wistar alimentadas con dieta alta en
grasa-diabetizadas naringenina disminuyd la hiperinsulinemia y aumenté la expresion y la
translocacion de GLUT-4 y de regenerar la morfologia de las células B pancreéticas; asi
mismo, la sensibilizacion a la insulina se podria deber a la inhibicién de 113-HSD1 (Ortiz-
Andrade et al., 2008) y la activacion de AMPK (Zygmunt et al., 2010).
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Gréafica 23. Niveles de insulina del grupo CE, CAF-Vh y CAF-Tx de ratas Wistar macho tratadas
durante 20 dias. Cada grupo representa la media + S.EIM. n =5y n =4; **p <0.001 Vs CE% p <
0.01 vs. CAF-Vh.

10.12. Perfil hepético, transaminasas (ALT y AST)

Las enzimas se encuentran en todos los tejidos y aparecen en el suero, como
consecuencia de una lesion celular. Dentro de este grupo encontramos a las
aminotransferasas (transaminasas), las cuales permiten evaluar el estado general del
higado. Para este estudio se determinaron las enzimas alanina aminotransferasa (ALT) y
aspartato aminotransferasa (AST), como biomarcadores empiricos para el diagnostico. Las
dos enzimas estan ampliamente distribuidas en los tejidos, pero la ALT es mas especifica
de dafo hepético que la AST, debido a que se localiza casi exclusivamente en el citosol del

hepatocito; mientras que la AST, ademas del citosol y mitocondria, se encuentra en el
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corazdn, musculo esquelético, rifiones, cerebro, pancreas, pulmon, eritrocitos y leucocitos,
por lo que un aumento de AST en el suero no es especifico de un 6rgano concreto, pero

indica dafio tisular general (Marshall et al., 2013).

Los valores revelan diferencia en ALT y AST entre el grupo CE con CAF-Vh y del
grupo CE con CAF-Tx (gréfica 24). Por otra parte, esperdbamos aumento de ALT y de AST
en suero de animales que recibieron el vehiculo (CAF-Vh) y disminucién o normalizacién
de esos valores en animales tratados con crisina:naringenina (50:50) (CAF-Tx), pero los
resultados indican disminucién en ambos grupos en comparacién con el grupo CE (p <
0.001 y p < 0.01), siendo 63.3% CAF-Vh y 69.5% CAF-Tx (ALT) y 45.4% y 46.9% (AST)
menores, respectivamente. Estos resultados concuerdan con los reportados por de Castro
Ghizoni et al., 2013, donde observaron wra disminucion de los valores de ALT y AST en
ratas Wistar con dieta de cafeteria en comparacién con los de dieta estandar. Los animales
con dieta de caferia tuvieron higado graso, reduciendo asi su produccion de glucosa a partir
de glutamina y alanina, no ocasionada por alteracion en la gluconeogénesis, sino por
disminucion enzimatica para metabolizar los aminoacidos, esto se correlaciona con la
disminucion de algunas enzimas, como AST. Por otra parte, la desnutricion puede afectar
el déficit de piridoxal-5"-fosfato (Wallach, 2003), coenzima en las reacciones de
transaminacion, ergo, los animales con dieta de cafeteria no recibieron los nutrientes

necesarios afectando asi los valores de ALT y AST.
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Grafica 24. Perfiles hepaticos: alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST)
del grupo CE, CAF-Vh y CAF-Tx de ratas Wistar macho tratadas durante 20 dias. Los datos
informados representan la media+ SSEEM.n=6yn=5;* p<0.01 **p<0.001vs. CE.

10.13. Expresion de genes por PCR-Tiempo real

La PCR con transcriptasa inversa cuantitativa en tiempo real (RT-PCR), es un
método sensible, reproducible y preciso para determinar ARNm de citocinas en tejidos o
células. EI método se basa en la detecciébn de una sefial fluorescente producida y
monitoreada durante el proceso de amplificacién, sin la necesidad de procesamiento
posterior a la PCR (Overbergh et al., 2003).

Como se observa, los animales del grupo CAF-Vh disminuyeron la expresion de
PPAR-y, sin cambios significativos con respecto al grupo CE (gréfica 25). En cuanto al grupo
CAF-Tx aument6 en comparacién con el grupo CE (p < 0.05), asi mismo aumentd
comparando con el grupo CAF-Vh (p < 0.001), lo que indica que la expresion del gen PPAR-
y podria jugar un papel en la reduccion de la glucemia durante el tratamiento con la mezcla
crisina:naringenina. En cuanto a crisina existe evidencia que revela que la sensibilidad a la
insulina es por activacion de los receptores PPAR-y (El-Bassossy et al., 2014), asi mismo
naringenina mostré su expresion (Liu et al., 2008), estos datos sugieren que la mezcla
crisina:naringenina podria ser eficaz para el tratamiento de pacientes con diabetes, al

mejorar la expresion en animales con hiperglucemia e hiperinsulinemia.
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Gréfica 25. Andlisis de RT-PCR de expresiones de PPAR-y en tejido adiposo del grupo CE, CAF-
Vh y CAF-Tx de ratas Wistar macho tratadas durante 20 dias. Los datos informados representan la
media+S.EM.n=6yn=5;*P <0.05Vs CE % p <0.01 vs. CAF-Vh.

Asi mismo evaluamos la expresion del gen PPAR-a, que disminuy6 en el grupo CAF-
Vh comparado con el grupo CE, sin cambios; pero al compararlo con el grupo CAF-Tx hubo
aumento sin cambios significativos. Por lo cual, PPAR-a podria estar actuando en TA, por
lo que seria necesario aumentar el tiempo de tratamiento para observar posibles cambios
en su expresion. Liu et al., 2008 observaron que naringenina aumenta la expresion de
PPAR-a.
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Grafica 26. Analisis de RT-PCR de expresiones de PPAR-a en tejido adiposo del grupo CE, CAF-
Vh y CAF-Tx de ratas Wistar macho tratadas durante 20 dias. Los datos informados representan la
mediax S.EEM.n=6yn=5;*P <0.05vs. CE.
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Por dltimo, medimos la expresion del gen TNF-a, citocina proinflamatoria, pero no
cambid su expresion como lo reportaron Sampey et al., 2011; quienes observaron aumento
de TNF-a en tejido adiposo, por lo tanto creemos que es necesario aumentar el tiempo de

dieta de cafeteria para observar posibles cambios en la expresion de TNF-a.
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Grafica 27. Andlisis de RT-PCR de expresiones de TNF-a en tejido adiposo del grupo CE, CAF-Vh
y CAF-Tx de ratas Wistar macho tratadas durante 20 dias. Los datos informados representan la
mediat SEEM.n=6yn=5;*P <0.05vs. CE.

10.14. Histopatologia

Por ultimo, hicimos cortes histologicos del higado, para observar posibles cambios
en su morfologia. Se observan pequefios depoésitos de grasa en los grupos CAF-Vh y CAF-
Tx, indicando que el consumo de dieta de cafeteria favorece estos depdsitos de grasa y
como posible factor para el desarrollo de higado graso, el cual podria estar relacionado con

la resistencia a la insulina y la hiperglucemia.

Figura 11. Cortes histolégicos del higado, A grupo CE, B grupo CAF-Vh y C grupo CAF-Tx.
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11. CONCLUSION

El consumo excesivo de alimentos con alto contenido calérico en el grupo CAF
mostrd ganancia de peso significativa, aumento del IMC y de la circunferencia abdominal,
adicionalmente, los animales tuvieron hiperglucemia en ayunas, la cual se ve afectada a

partir del dia 30 de haber iniciado la dieta y manteniéndose asi durante la dieta.

En cuanto al tratamiento con la mezcla crisina:naringenina, los animales tratados
disminuyeron su peso corporal, asi como en los parametros somatométricos (IMC y de
circunferencia abdominal significativamente; asimismo se afectaron los parametros
bioquimicos (glucosa, lipidos e insulina) y el peso relativo de érganos (tejido adiposo e
higado) al disminuir la acumulacién de lipidos. Sin observar cambios en el consumo de

alimentos.

Por lo tanto, la dieta de cafeteria es un modelo de obesidad en rata, ya que se ven
alteran los parametros somatométricos y bioquimicos y podria ser utilizado como modelo
para la evolucion de nuevas biomoléculas con potencial efecto antiobesidad. En este
contexto, el tratamiento con wrRa la mezcla de crisina:naringenina (50:50), mostré efectos
antiobesidad, insulino sensibilizador y de disminucién de los parametros bioquimicos,
constituyéndola como posible tratamiento para la obesidad y sus alteraciones
concomitantes.
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12. PERSPECTIVAS

Aumentar el tiempo de exposicion de la dieta de cafeteria y el consumo caldrico en ratas
Wistar.

Realizar el monitoreo de los perfiles bioquimicos (glucosa, colesterol, triglicéridos,
VLDL, LDL y HDL), asi como insulinemia y de resistencia a la insulina durante el
monitoreo de la dieta de cafeteria y el tratamiento con crisina:naringenina.

Valorar los cambios de presién arterial en ratas Wistar alimentadas con dieta de
cafeteria y el tratamiento con crisina:naringenina

Comparar la dieta de cafeteria, la dieta alta en grasa y una dieta combinada (alta en
carbohidratos y grasas) en ratas Wistar y ver el efecto del tratamiento con
crisina:naringenina.

Realizar los estudios de toxicidad aguda y subaguda de la mezcla crisina:naringenina.
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