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Resumen:

Introduccion. El B-cariofileno es un sesquiterpeno biciclico que se
encuentra distribuido en el aceite esencial de varas plantas como clavo de olor,
pimienta, orégano, romero y Cannabis sativa. Objetivo. En este trabajo se
evaluo el efecto antioxidante del B-cariofileno en un modelo de hiperglicemia
inducido por estreptozotocina (STZ). Material y métodos. La hiperglicemia
fue inducida a ratones BALB/c por la administracion de una dosis Unica de
STZ (160 mg/kg) via intraperitoneal. Los ratones se dividieron en 4 grupos: el
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grupo control; el grupo de B-cariofileno; el grupo de STZ y el grupo de STZ
mas P-cariofileno, el tratamiento de B-cariofileno se administro una dosis
diaria de 10 mg/kg via oral durante 4 semanas, mientras que al grupo control
y el grupo de STZ solo se les administro 150 pl de vehiculo. Posterior al
tratamiento se determinaron los niveles de glucosa, la actividad de catalasa,
los niveles de las sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS) y
oxido nitrico (NO) en plasma. Resultados. La administracion de B-cariofileno
mostré un efecto hipoglucemiante disminuyendo significativamente los
niveles de glucosa durante el tratamiento acentuandose mas esta disminucion
en la semana 4. Asi mismo, se observé una disminucion significativa en los
niveles de TBARS y NO en el grupo tratado con p-cariofileno, sin embargo,
no se observaron cambios en la actividad de la catalasa (CAT). Conclusion.
Estos datos demuestran que el tratamiento con p-cariofileno muestra
propiedades hipoglucemiante, asi como un efecto antioxidante en un modelo
de hiperglicemia inducida por STZ, colocando al B-cariofileno como una
alternativa en los trastornos que conlleva la hiperglicemia.

Palabras clave: B-cariofileno, estreptozotocina, hiperglicemia, estrés oxitivo
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Abstract

Introduction. B-caryophyllene is a bicyclic sesquiterpene found in the
essential oil of various plants such as cloves, pepper, oregano, rosemary, and
Cannabis sativa. Objective. In this work, the antioxidant effect of p-
caryophyllene was evaluated in a model of hyperglycemia-induced by
streptozotocin (STZ). Material and methods. Hyperglycemia was induced in
BALB/c mice by the administration of a single dose of STZ (160 mg/kg)
intraperitoneally. The mice were divided into 4 groups: the control group; the
B-caryophyllene group; In the STZ group and the STZ group plus B-
caryophyllene, the B-caryophyllene treatment was administered a daily dose
of 10 mg/kg orally for 4 weeks, while the control group and the STZ group
were only administered 150 pL of vehicle. After treatment, glucose levels,
catalase activity, TBARS, and nitric oxide (NO) levels in plasma were
determined. Results. The administration of [-caryophyllene showed a
hypoglycemic effect, significantly decreasing glucose levels during treatment,
this decrease being more accentuated in week 4. Likewise, a significant
decrease in the levels of TBARS and NO were observed in the group treated
with B- caryophyllene, however, no changes were observed in catalase
activity. Conclusion. These data show that treatment with -caryophyllene
shows hypoglycemic properties, as well as an antioxidant effect in a model of
hyperglycemia-induced by STZ, placing B-caryophyllene as an alternative in
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the disorders associated with hyperglycemia.

Keywords: B-caryophyllene, streptozotocin, hyperglycemia, estres oxidative

Introduccion

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad caracterizada
por hiperglucemia, hiperlipidemia y resistencia a la insulina orgénica. Este
cambio patologico en los niveles de energia circulante y la utilizacion del
sustrato energético por los tejidos centrales y periféricos contribuye a la
disfuncion mitocondrial donde se llevan a cabo vias celulares criticas como el
metabolismo del sustrato energético y las especies reactivas de oxigeno
(ROS). EIl desequilibrio de estos procesos en la DMT2 da como resultado
déficits posteriores en las funciones vitales, incluido el metabolismo de los
hepatocitos, el gasto cardiaco, la contraccion del muasculo esquelético, la
produccion de insulina de las células B y la salud neuronal (Pinti, M. V., et al.,
2019). La estreptozotocina (STZ) es un anélogo citotoxico de glucosa, se usa
en el tratamiento para cancer de pancreas y como agente antimicrobiano
(Lenzen, 2008). Inhibe la secrecion de insulina a traves del transportador de
glucosa 2 (GLUT2) de baja afinidad lo que provoca dafio selectivo en las
células B pancredticas. Por lo tanto, el desarrollo de la diabetes mellitus (DM)
después del dafio a los islotes pancreaticos se relaciona con la induccion local
y sistematizada del estrés oxidativo (Samarghandian y col., 2017). El estrés
oxidativo es un factor esencial para el desarrollo y la progresion de la diabetes,
se basa en la disminucidn de la hiperglucemia y las actividades antioxidantes
endogenas del organismo (Mihailovi¢ et al., 2015). El nivel alto de ROS puede
dafiar la estructura de varias biomoléculas, incluidos los lipidos, proteinas y el
ADN, que conduce a un aumento del estrés oxidativo en diversas
enfermedades en el humano, como DM y enfermedades neurodegenerativas
(Phaniendra, et al., 2015). Un signo de dafio oxidativo a las células y tejidos
de pacientes diabéticos es la peroxidacion de lipidos (LPO) (Chatziralli. I. P.,
el at., 2017). Los &cidos grasos libres (AGL) estan implicados en inducir la
produccion de la enzima oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) e incrementar
los niveles de NO (Bredt, D. S., & Snyder, S. H., 1994). Altas concentraciones
de NO ejerce un efecto citotdxico para las células B, a través de la inhibicion
de la secrecion de insulina, interrupcion del transporte de electrones, induccion
de peroxidaciéon lipidica y apoptosis (Assmann, T. S., et al.,, 2016).
Recientemente el uso de fitoquimicos antioxidantes como coadyuvantes en el
manejo de la diabetes ha tomado importancia. ElI B-Cariofileno es un
sesquiterpeno biciclico natural aislado de aceite de hoja de clavo de olor, aceite
de tallo de clavo, aceite de hoja de canela y fracciones de aceite de pino. Se ha
utilizado como agente aromatizante y como ingrediente de fragancia desde la
década de 1930 (Viveros-Paredes, J. M., et al., 2017). Es un agonista selectivo
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del receptor cannabinoide tipo 2 (CB2R), que se expresa mayormente en el
sistema nervioso periférico. (Klauke, A. L., et al., 2014). Este receptor inhibe
la adenilil ciclasa y activa la proteina cinasa activada por mitdgeno mediante
sefializacion a través de proteinas Gi/o (Pertwee, R. G., et al., 2010). Existen
varios antioxidantes en las células ya sea enzimaticos (superéxido dismutasa,
glutation peroxidasa y catalasa) 0 no enzimaticos (como glutation y acido
arico) como eliminadores de las ROS, para prevenir el dafio oxidativo en las
membranas bioldgicas (Pieme, C. A., et al., 2017; lbrahim, A, et al., 2017).
El mecanismo antioxidante del B-cariofileno esta vinculado a su estructura ya
que posee anillos dobles, lo que permite la insercién de radicales libres,
evitando el deterioro del estado oxidante/antioxidante, teniendo efectos
protectores contra las variables del estrés oxidativo hepético lo que evita un
aumento en los niveles de ROS y TBARS, y mejorando el sistema de defensa
antioxidante hepatico primario (Baldissera, M. D., et al., 2017). El aumento
de la glucemia en ayunas afecta los niveles de glutation reducido y la CAT en
pacientes diabéticos. EI aumento en la actividad de la CAT puede ser una
respuesta a una induccion de la enzima causada por el alto nivel de su sustrato
(organoperoxidos y H202) (Pieme y col., 2017). En este sentido, el presente
trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto del B-cariofileno sobre el estrés
oxidativo en un modelo murino tras la administracion de estreptozotocina.

Materiales Y Métodos
Animales

Para el experimento se utilizaron 40 ratones machos BALB/c, con un
peso promedio de 22 a 30 gramos, de 2 a 3 meses de edad y con un ambiente
controlado a una temperatura de 253 °C y con un ciclo de luz y obscuridad
de 12:12, con libre acceso a alimento. Fueron manipulados de acuerdo a las
especificaciones técnicas para la produccidn, cuidado y uso de los animales de
laboratorio (Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 publicada por
SAGARPA en el Diario Oficial del Gobierno Mexicano 22 de Agosto de
2001).

Induccion de hiperglicemia

Los ratones (n=20) con ayuno de 16 horas se les administro una dosis
Unica de 160 mg/kg de STZ via intraperitoneal. Los niveles de glucosa y el
peso se monitorearon al término de 10 dias posteriores a la administracion de
STZ.

Administracion de g-cariofileno y vehiculo (Tratamiento)

Los ratones (n=40) se dividieron en 4 grupos: el grupo de B-cariofileno
(n=10); el grupo de STZ mas B-cariofileno (n=10) a ambos grupos se les
administro una dosis diaria de 10 mg/kg de B-cariofileno via oral disuelto en
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150 pl de solucién salina fisiologica como vehiculo durante 4 semanas,
mientras que al grupo control (n=10) y el grupo de STZ (n=10) solo se les
administro 150 pl de vehiculo.

Determinacion de los niveles de glucosa basal

Esta prueba se realiz6 una vez a la semana colocando ayuno de 4 horas,
durante 4 semanas de tratamiento, y se determino la glucosa en sangre
utilizando un glucémetro digital Contour de Bayer, haciendo una puncion en
el extremo de la cola, al finalizar la toma de glucosa, se administrara via oral
a cada grupo el tratamiento correspondiente.

Sacrificio y obtencion de plasma

Todos los ratones se anestesiados con 50 mg/kg de pentobarbital
sodico (PISABENTAL®, Reg. SAGARPA Q-7833-215), previo a la
recoleccion del plasma. Cada raton se inyecto via subcutanea 200 Ul de
heparina y se obtuvo la sangre por puncién cardiaca (Jekl, V., et al., 2005). La
sangre obtenida se centrifugd por 10 minutos a 10,000 RPM separando el
plasma, las muestras se almacenaron a -80 °C para la posterior determinacion
de catalasa, peroxidacion lipidica y oxido nitrico.

Catalasa (CAT)

La determinacion de actividad de catalasa se realiz6 bajo el protocolo
indicado por el fabricante: Catalase Assay Kit (ab83464) de Abcam®. La
catalasa presente en la muestra reacciona con el peréxido de hidrégeno (H202),
para producir agua y oxigeno. El peréxido no convertido reacciona con la
sonda oxido/reduccién y el producto que se forma se mide colorimétricamente
a 570nm.

Lipidos Oxidados (LPO)

Para la evaluacion de peroxidacion de lipidos se utilizo el kit TBARS
bajo el protocolo indicado por el fabricante: TBARS Assay (KGE013), que
mide concentracion de malondialdehido (MDA) formado cuando los
hidroperdxidos y aldehidos lipidicos resultantes de la peroxidacion de lipidos
de lamembrana celular reaccionan con el &cido tiobarbitdrico (TBA). El MDA
es un pigmento rosa cristalino cuya absorcion maxima se registra a 532 nm.

Determinacion del éxido nitrico

Este ensayo se basa en la reaccion de Griess, que determina el dxido
nitrico total basado en la conversion enzimatica de nitrato a nitrito por la
nitrato reductasa. La reaccion es seguida por una deteccién colorimétrica de
nitrito como un compuesto azo coloreado de la reaccion de Griess. Las placas
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fueron leidas a una longitud de onda de 540 nm en un lector de microplacas
(R & D Systems Minneapolis, MN, USA).

Analisis Estadistico

Los datos se expresaron como la media £ desviacion estandar de un
numero de muestra de 40 ratones machos. Las diferencias significativas entre
las medias de los tratamientos se determinaron mediante un ANOVA con una
prueba de Tukey (P<0.05). Para su analisis se utilizé el Software GraphPad
Prism 6.

Resultados
Efecto del p-cariofileno sobre los niveles de glucosa.

En la figura 1 se muestran los niveles basales de glucosa de los
diferentes grupos de trabajo 10 dias posteriores a la administracion de 160
mg/kg de STZ, en los grupos de STZ y STZ+ B-cariofileno, ambos grupos
mostraron un incremento en los niveles de glucosa en sangre (148.85 £ 10.43
mg/dL y 150.12 + 18.85 mg/dL respectivamente) y al ser comparados con el
grupo control este incremento es significativo (p<0.01).
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Figura 1. Niveles basales de glucosa en ratones con hiperglicemia 10 dias posteriores a la
administracion de STZ. El grupo control y el grupo de B-cariofileno son ratones sanos, el
grupo de STZ asi como el grupo STZ+B-cariofileno solo recibieron el dafio por la
administracion de estreptozotocina. Los datos estan representados como la media +
desviacion estandar obtenidos de 5 ratones por cada grupo. *p<0.01

La figura 2, muestra el efecto de la administracion de p-cariofileno (10
mg/kg via oral) sobre los niveles de glucosa después de una, dos, tres y cuatro
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semanas. El tratamiento con el B-cariofileno disminuye significativamente
(p<0.01) los niveles de glucosa de 150.12 + 18.85 mg/dL (grupo de STZ) a
131.20 £ 6.04 mg/dL (grupo de (STZ+p-cariofileno), durante una semana de
tratamiento, este mismo efecto se observa durante la semana 2 y 3 de
tratamiento (Figura 2b y 2c respectivamente) y se acentia mas cuando los
ratones reciben el tratamiento durante 4 semanas (Figura 2d), disminuyendo
los niveles de glucosa hasta 114 + 5.35 mg/dL, siendo esta disminucién
significativa (p<0.01) al ser comparada con el grupo que solo recibio la STZ.
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Figura 2. Efecto del B-cariofileno (10 mg/kg) sobre los niveles de glucosa en
sangre de ratones con hiperglicemia inducida por STZ. a) niveles de glucosa con 1
semana de tratamiento con B-cariofileno; b) Niveles de glucosa durante 2 semanas

de tratamiento con B-cariofileno; ¢) Niveles de glucosa durante 3 semanas de

tratamiento con B-cariofileno; d) Niveles de glucosa durante 4 semanas de

tratamiento con f-cariofileno. Los datos estan representados como la media +

desviacion estandar obtenidos de 5 ratones por cada grupo. *p<0.01.

Actividad de catalasa en suero

La actividad de catalasa en suero de ratones tratados con B-cariofileno, se
muestra en la figura 3, donde la actividad de la catalasa en plasma del grupo
STZ, asi como del grupo de STZ+ B-cariofileno, mostraron un incremento en
la actividad de esta enzima, sin embargo, este incremento no fue significativo
al compararlo con el grupo control.
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Figura 3. Efecto del p-cariofileno durante 4 semanas sobre la actividad de catalasa en suero
de ratones con hiperglicemia inducida por la administracion de 160 mg/kg STZ. El grupo de
control corresponde a ratones sanos; el grupo de -cariofileno solo recibié 10 mg/kg de B-
cariofileno; el grupo de STZ recibid solo STZ; el grupo de STZ + B-cariofileno recibié STZ
y tratado con 10 mg/kg de B-cariofileno. Los datos estan representados como la media +
desviacién estandar obtenidos de 5 ratones por cada grupo.

Efecto del S-cariofileno sobre los lipidos oxidados

El efecto del B-cariofileno en los niveles de TBARS se representa en la figura
4. En el grupo que recibié STZ mostro un incremento significativo en indice
de peroxidacion lipidica (TBARS) (*p<0.001) comparado con el grupo
control, mientras que el tratamiento con p-cariofileno disminuyo la
peroxidacion lipidica y esta disminucion fue significativa (*p<0.001) al
comparalo con el grupo que solo recibio STZ.
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Figure 4. Efecto del B-cariofileno durante 4 semanas sobre la peroxidacion de lipidos
(sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico; TBARS) en suero de ratones con hiperglicemia
inducida por la administracion de 160 mg/kg STZ. El grupo de control corresponde a ratones

sanos; el grupo de B-cariofileno solo recibio 10 mg/kg de B-cariofileno; el grupo de STZ
recibi6 solo STZ; el grupo de STZ + B-cariofileno recibiéo STZ y tratado con 10 mg/kg de B-
cariofileno. Los datos estan representados como la media + desviacion estandar obtenidos de
5 ratones por cada grupo. *p<0.001.

Efecto del S-cariofileno sobre los niveles de oxido nitrico

En la figura 5 se muestra el efecto del B-cariofileno sobre los niveles
de oxido nitrico en plasma de ratones con hiperglicemia inducida con STZ. La
administracion de STZ induce un incremento significativo en los niveles de
oxido nitrico, mistras que al grupo tratado con B-cariofileno mostré6 una
disminucion en dichos niveles de oxido nitrico, siendo esta disminucion
significativa al ser comparada con el grupo que solo recibio STZ.
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Figura 5. Efecto del B-cariofileno administrado durante 4 semanas sobre los niveles de
oxido nitrico en suero de ratones con hiperglicemia inducida por la administracion de 160
mg/kg STZ. El grupo de control corresponde a ratones sanos; el grupo de p-cariofileno solo
recibio 10 mg/kg de B-cariofileno; el grupo de STZ recibio solo STZ; el grupo de STZ + -
cariofileno recibiéo STZ y fue tratado con 10 mg/kg de B-cariofileno. Los datos estan
representados como la media + desviacion estandar obtenidos de 5 ratones por cada grupo.
*p< 0.001.

Discusion

El B-cariofileno es un sesquiterpeno biciclico, es un metabolito
secundario que pertenece al grupo de los terpenos y contribuye al aroma de
los aceites esenciales principalmente de Cannabis sativa, asi como de plantas
como la canela (Cinnamomum spp.), el orégano (Origanum vulgare L.) y la
pimienta negra (Piper nigrum L.) (Scandiffio, R., et al., 2020; Sharma, C., et
al., 2016). A esta molécula se le han atribuido diferentes actividades
farmacoldgicas  como  analgésica, antimicrobiana, antifangica,
antiinflamatoria y antioxidante (Youssef, D.A,, et al., 2019).
En este trabajo se evalud el efecto que tiene el B-cariofileno sobre el estrés
oxidativo en un modelo de hiperglicemia inducido por STZ. En este estudio
se demostré que el B-cariofileno tiene un efecto hipoglucemiante, asi como un
efecto antioxidante en el modelo de hiperglicemia inducido por STZ. La
accion toxica de la STZ implica su absorcion por la célula, su toxicidad
selectiva por las células B del pancreas se relaciona con la entrada a través del
transportador de glucosa 2 en la membrana plasmatica, lo que conduce a una
la muerte de las células B por fragmentacion del DNA, a través de tres
diferentes mecanismos: 1) Metilacion del DNA a través de la formacion de
iones carbonio (CH®"); 11) Produccion de oxido nitrico y 11) Generando
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radicales libres (Eleazu, C. O., et al., 2013). En este estudio se observo que la
administracion de STZ altera la homeostasis de la glucosa mostrando una
elevacion en los niveles de glucosa en sangre en comparacion con el grupo
control sano, esta alteracion puede ser debido al efecto toxico de la STZ sobre
las células B del pancreas, esto datos estan acorde con lo reportado en otros
estudios (Renitta, R. E., et al., 2020; Surbala, L., et al., 2020). El grupo que se
les administro el B-cariofileno durante 10 dias mostraron una disminucion
significativa en los niveles de glucosa en sangre (figura 2). El -cariofileno se
le ha atribuido diferentes efectos farmacologicos asociados al CB2R, como
cardioprotector, hepatoprotector, neuroprotector, nefroprotector,
gastroprotector, quimiopreventivo, antioxidante, antiinflamatorio,
inmunomodulador, asi como en el metabolismo de la glucosa (Hashiesh, H.
M., etal., 2021).

Algunos reportes han mostrado que el B-cariofileno tiene efecto sobre

los niveles de glucosa e insulina, tras la administracion oral de B-cariofileno
disminuyo los niveles de glucosa y normalizo los niveles de insulina. También
se ha observado una mejora en la prueba de tolerancia a la glucosa,
manteniendo el mismo efecto sobre los niveles de glucosa en insulina (Basha,
R. H., & Sankaranarayanan, C. 2014).
Por otro lado, el B-cariofileno promueve la secrecion de insulina estimulada
por glucosa en celulas-B MING, este es efecto mediado por la activacion del
CB2R (Suijun, W., et al 2014). Estos resultados se suman a lo reportado
previamente donde el 3-cariofileno mejora la tolerancia a la glucosa asi como
su metabolismo en ratones con hiperglicemia inducida por STZ.

La propiedad antioxidante de 3-cariofileno se evalu6 sobre los niveles
de catalasa, peroxidacion de lipidos y 6xido nitrico. El estrés oxidativo es la
alteracion entre el balance que existe entre los agentes pro-oxidantes y el
sistema anti-oxidante del organismo. A este desbalance se le ha atribuido
varios cambios celulares, entre ellos el incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), lo que activa la apoptosis en las células
B del péancreas, produciendo niveles elevados de glucosa y estadios de
hiperglicemia (Volpe, C., et al 2018).

La administracion de STZ muestra un ligero incremento en la actividad
de la catalasa, sin embargo este incremento no es significativo, asi como el
incremento que se observa cuando se da el tratamiento con el B-cariofileno,
sin embargo, la peroxidacién de lipidos como TBARS se incremento en el
grupo de STZ, esto debido a que durante la hiperglicemia la glucosa reacciona
con las proteinas para formar proteinas carboniladas lo que genera radicales
que son reactivos, y generando asi un incremento en la peroxidacion lipidica.
En el tratamiento con B-cariofileno los niveles de TBARS disminuyeron
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significativamente, esto acorde con lo reportado previamente (Basha, R. H., &
Sankaranarayanan, C., 2016).

También se ha demostrado que la administracion de B-cariofileno

disminuye los niveles de TBARS en higado de ratas hipercolesterolémicas asi
como las ERO, lo que sugiere que se mejora el sistema de defensa antioxidante
hepatico (Baldissera, M. D., et al 2017).
Por otro lado, el NO es generado por la oxidacion de la L-arginina a través de
tres diferentes enzimas, siendo la iNOS la que genera cantidades elevadas de
NO (Hosogi. S., et al 2008). En condiciones de hiperglicemia se eleva la
produccion de las ERO y se incrementa la expresion de iNOS, lo que conduce
a un aumento en la produccion de NO. La interaccion de ERO y NO da como
producto una mayor produccion de especies reactivas de nitrégeno, como
consecuencia se induce el estrés nitrosativo (Yang, P., et al., 2010). Nuestros
resultados muestran un incremento significativo en los niveles de NO en el
grupo de STZ, este incremento se debe principalmente a que la hiperglicemia
induce a la INOS en los islotes de las células de Langerhans, produciendo
concentraciones elevadas de NO (Henningsson, R., et al., 2002), en este
sentido, las células 3 son particularmente sensibles al dafio que ejerce el 6xido
nitrico, asi como, los radicales libres (Spinas G. A. 1999).

El tratamiento con de B-cariofileno en ratones a los que se les indujo
hiperglicemia con STZ, los niveles de NO disminuyeron significativamente,
este efecto se ha reportado in vitro donde células BV-2 de microglia
estimuladas con LPS y tratadas con -cariofileno mostrando una disminucion
en la produccion de NO asi como la expresion de la iNOS (Chang, H. J., et al.,
2013).

Conclusion

En este trabajo se demostrd que la administracion de B-cariofileno durante 4
semanas a una dosis de 10 mg/kg ejerce un efecto hipoglucemiante, logrando
disminuir los niveles de glucosa en sangre de ratones con hiperglicemia
inducida por STZ. Ademas, el B-cariofileno posee un efecto antioxidante, lo
que se demuestra con la disminucion en los niveles de TBARS asi como el
NO, lo que evita el estrés oxidativo y nitrosativo. En este sentido nuestros
resultados demuestran que el B-cariofileno puede coadyuvar en el tratamiento
de hiperglicemia asi como el estrés oxidativo generado por esta condicion.
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