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RESUMEN

En el presente trabajo se muestran los resultados de un experimento en el que se utilizd
el hamster dorado (Mesocricetus auratus), como modelo para estudiar el efecto de dos
extractos de Gobernadora (alcohdlico y acuoso), sobre la colelitiasis de colesterol, Los
extractos fueron adicionados al 0.5 y 1.0% respectivamente a una dieta litogénica libre de
grasas y alta en glucosa, administrada durante 62 dias experimentales. Los resultados
mostraron que con la dieta litogénica sola 75% de los animales presentaron colelitiasis
(9/12), mientras que en el grupo que recibié la misma dieta adicionada de 0.5% de extracto
alcohdlico la frecuencia de cilculos (1/9) disminuyé significativamente. Por otra parte, en
el grupo con el extracto acuoso se encontraron cilculos en 8 de un total de 12 hamsteres.
La bilis de los hamsteres con dieta litogénica mostré una elevada concentracién de
colesterol respecto del grupo control, pero no hubo diferencias significativas en las
concentraciones de sales biliares y fosfolipidos. El efecto preventivo del extracto alcohdlico
se asocid con un porcentaje molar de colesterol significativamente inferior al del grupo con
dieta litogénica, pues aunque las concentraciones de lipidos biliares no fueron
significativamente diferentes entre ellos, en ¢l grupo con extracto alcohdlico la
concentracion de colesterol tendio a bajar y las de sales biliares y fosfolipidos a subir. Por
otra parte, ambos extractos redujeron el colesterol sérico. La prevencion de la colelitiasis
por el extracto alcoholico de Gobernadora probablemente se deba a su contenido de acido
nordihidroguayarético (NDGA), un potente antioxidante. Dentro del mismo estudio se
realizaron encuestas en diferentes mercados de la ciudad de México, acerca del uso de la
planta medicinal, al parecer el uso predominante es contra la esterilidad, se mencioné su
empleo también en enfermedades reumaticas, para aliviar las enfermedades renales, dolor e
inflamacién principalmente. Con menor frecuencia mencionaron el padecimiento de
nuestro interés, la colelitiasis. En cuanto al uso, coincidieron en tomar el hervor de un puiio
de hojas y talluelos en un litro de agua y tomarlo en ayuno, como agua de uso comiin o
tres tazas al dia. Los principales lugares de abastecimiento son San Luis Potosi y
Zacatecas. En la respuesta especifica de su empleo para cilculos biliares mas del 50%

respondi6 afirmativamente.




2 INTRODUCCION

La litiasis biliar en nuestro pais es una enfermedad comin. Se ha reportado una
prevalencia de 14.3% en la poblacién , siendo mis frecuente en el sexo femenino que
en el masculino (Méndez, 1993). Ademas de que los costos para el sector salud por
tratamiento de esta enfermedad son elevados.

Actualmente existen grandes progresos en el drea de la investigacion biomédica
acerca de la fisiologia y el tratamiento de la colelitiasis, sin embargo, aun falta por
conocer el mecanismo exacto por el que se genera. Respecto a su tratamiento existen
varios métodos, que son generalmente invasivos, ademas de costosos.

El presente trabajo es una contribucidn en las investigaciones relacionadas con el
tratamiento de la litiasis biliar, particularmente en el tratamiento con medicina
tradicional. Sin duda es una opcion menos usual, al menos dentro del area médico-
quirirgica, pero que justamente sugiere otra alternativa de estudio, pese al gran debate
que existe, no solo en esta enfermedad, respecto a la utilizacion de plantas medicinales
en la terapettica.

Desde hace tiempo se conoce a la Gobernadora por poseer diversas propiedades
curativas contra varias enfermedades, entre las cuales se incluye, el tratamiento de los
calculos biliares y renales (Diaz, 1976). En un estudio previo de este Laboratorio se
encontrd que esta planta previene la colelitiasis pigmentaria del hamster, sin embargo,
puesto que mas del 85% de los pacientes presentan calculos de colesterol, se decidid
poner a prucba a la Gobernadora en la prevencién de este tipo de colelitiasis.

En este trabajo existe una vinculaciéon experimental-etnobotanica que permite
indagar de una manera diferente los conocimientos de la medicina tradicional tan
importante en nuestro pais, lo cual puede enriquecer nuestros puntos de vista sobre la
investigacion biomédica y a la vez rescatar de alguna manera estos conocimientos.
Considero que la investigacion biomédica no deberia concebirse aislada del contexto
biolédgico y cultural. Por tal motivo se considerd de importancia entablar comunicacion
con personas familiarizadas de éstos conocimientos médico-etnobotanicos, para

obtener informacion y considerarla dentro de la investigacion,



La presentacion de este trabajo esta organizada de la siguiente manera: inicialmente
se tratan los principales aspectos de la biosintesis y metabolismo del colesterol.
Posteriormente se hace mencidn de la fisiopatologia de la colelitiasis humana y del
hamster, en el cual se han utilizando diferentes dietas para inducir la colelitiasis,
Después se presenta la seccion experimental que incluye la metodologia seguida para
las diferentes partes del estudio, los resultados obtenidos, la discusion de los mismos y
las conclusiones de este estudio.

Los resultados obtenidos sefialan que la Gobernadora podria ser una buena opcion
para el tratamiento de los calculos biliares de colesterol. Sin embargo, se requieren de
mas estudios para localizar el principio(s) activo y analizar su farmacologia, con el
objetivo de obtener un compuesto eficiente y seguro para el tratamiento de la
colelitiasis, y que por su condicion natural seria renovable y de bajo costo, que ademas
daria una mayor utilidad a esta abundante planta de México.

Este trabajo esta como todos susceptible a la critica, a ampliarse y enriquecerse con
nuevas aportaciones tedricas y pricticas que permitan continuar con el proceso de
investigacion a fin de obtener resultados mas fecundos para la biologia experimental y
la medicina conjuntamente.

Este trabajo se realizo en el Laboratorio de Biologia Animal Experimental de la
Facultad de Ciencias, UNAM, bajo la direccion del Dr. René Cardenas Vazquez.

El presente trabajo fue presentado en el Congreso Nacional de Gastroenterologia
(Arteaga e¢r al. 1995) y parcialmente en el Segundo Congreso Nacional de
Etnobiologia (Arteaga er al. 1996).



3 ANTECEDENTES
3.1 Colesterol
3.1.1 Biosintesis

El colesterol es el lipido mas conocido de la naturaleza, por el hecho de estar
asociado a enfermedades humanas, especialmente las cardiovasculares. Por otro lado
juega un papel critico en la estructura de membranas celulares y ademas es materia
prima para la sintesis de hormonas esteroides y acidos biliares. La mayoria de los
animales sintetizan suficiente colesterol, sin embargo, muchos insectos y el cefalopodo
Sepia son incapaces de sintetizar suficiente, por lo que requieren un esterol dietético,
generalmente colesterol (Prosser, 1973). En los vertebrados todos los tejidos pueden
sintetizarlo a partir del acetato. La sintesis en los diferentes tejidos varia mucho,
siendo el higado y el intestino los sitios mis importantes (Boyd, 1975). La sintesis esta
influenciada por el transporte de colesterol, la entrada a las células mediante
receptores y el que se consume en la dieta.

En el proceso de formacion del colesterol a partir de Acetil-CoA se pueden
reconocer cuatro etapas, las cuales consisten a su vez de varias reacciones enzimaticas
(Fig. 1). En la primera etapa tres unidades de acetato se condensan para formar un
intermediario de seis carbonos, el mevalonato. La segunda involucra la conversion de
mevalonato a unidades activadas de isopreno, y en la tercera se polimerizan seis
unidades de isopreno para formar la cadena lineal de treinta carbonos del escualeno.
Finalmente, en la cuarta etapa la ciclizacion del escualeno forma cuatro anillos que
constituyen el niicleo de los esteroides, ademas de otros cambios como oxidaciones y
eliminacion o migracién de grupos metil, que llevan al producto final, el colesterol
(Lehninger, 1993-b). El paso limitante en la sintesis del colesterol es la reducciéon
irreversible del beta-hidroxi-beta-metilglutaril-CoA a mevalonato, por medio de la

enzima hidroximetilglutaril CoA reductasa.



Figura 1. Biosintesis del colesterol.
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3.1.2 Metabolismo
i) Digestion y absorcion de colesterol y lipidos de la dieta:

Las grasas de la dieta estan constituidas por los triglicéridos, fosfolipidos, ésteres
de colesterol y ésteres de vitaminas liposolubles, los cuales deben ser hidrolizados por
esterasas a acidos grasos, monoacil glicerol, colesterol y vitaminas libres antes de que
puedan ser absorbidos por el intestino. En los adultos el proceso de digestion de
grasas es muy eficiente y la hidrolisis de triglicéridos es realizada casi completamente
en el intestino delgado por lipasa pancredtica, la de fosfolipidos por fosfolipasa A2, la
de ésteres de colesterol por colesteril éster hidrolasa y la de otros lipidos por otras
esterasas, todas de origen pancreatico.

La digestion proteolitica en el estomago sirve para liberar lipidos de las particulas
alimenticias donde estin generalmente asociadas con proteinas como complejas
lipoproteinas. La mezcla de aceite y agua que entra al intestino proveniente del
estomago es modificada por la bilis y el jugo pancreatico. La bilis suministra sales
biliares, las cuales en el hombre son principalmente los 4acidos coélico y
quenodesoxicdlico formados a partir del colesterol en el higado, y el desoxicélico
formado a partir de acido colico por bacterias intestinales (Gurr and Harwood, 1991).
Estas sales biliares, las cuales se encuentran conjugadas con glicina y taurina, son
detergentes que permiten la emulsificacion de las grasas. El jugo pancreatico aporta,
como ya dijimos, enzimas que catalizan la hidrolisis de acidos grasos de triglicéridos,
fosfolipidos y ésteres de colesterol. La lipasa pancreatica ataca moléculas de
triglicéridos, en la superficie de las particulas de la emulsion, pero antes de la lipdlisis

la enzima debe ser activada por la colipasa en la superficiec de la particula, para

permitir la interaccion. Asi, sales biliares, colipasa y lipasa pancreatica interactian en
un complejo ternario, el cual también contiene iones de calcio que son necesarios para
la actividad lipolitica completa.

Como progreso de la digestion, las grandes particulas de la emulsion disminuyen de

tamaifio y pasan a agregados moleculares lamados micelas mixtas. Los principales
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componentes son monoglicéridos, lisofosfolipidos, colesterol, vitaminas liposolubles y
acidos grasos, los cuales dejan la superficie de las particulas lipidicas para ser
incorporadas a micelas. Las sales biliares son responsables de la formacion de micelas.
La presencia de sales biliares permite incorporar a las micelas moléculas no polares
muy insolubles como el colesterol y las vitaminas liposolubles, ayudando a su
absorcion.

El primer paso en la absorcion de grasas es pasar del lumen intestinal al interior del
enterocito, por difusion simple. La absorcion de lipidos en el hombre ocurre
principalmente en el yeyuno. Los principales tipos moleculares que pasan a través del
borde piloso de la membrana del enterocito son los monoglicéridos y icidos grasos no
esterificados de cadena larga. Las sales biliares por si mismas no son absorbidas en el
duodeno, pero pasan al ileon donde son absorbidas y recirculadas por la sangre portal
hacia el higado y a la bilis para regresar al duodeno, lo cual se denomina como
circulacion enterohepatica .

Los productos absorbidos son re-esterificados en los enterocitos. Para que exista
una bucna absorcion en los enterocitos es esencial mantener un gradiente de difusion
interno de productos de lipolisis. Los &cidos grasos entran a la célula, se unen a la
proteina Z, y luego viene la re-esterificacion de acidos grasos absorbidos a
monoacilglicerol y monoacilfosfatidilcolina para dar triglicéridos y fosfolipidos. Los
&cidos grasos primero se activan a ésteres formando acil-CoA.

La absorcion de colesterol es mas lenta y menos completa que la de otros lipidos,
cerca de la mitad del que se absorbe, es perdido durante la descamacion de las células.
La mayoria de la porcion absorbida es esterificada via la reaccion reversa de la
colesterol esterasa o por la acil-CoA:colesterol aciltransferasa (ACAT). Esta ultima
enzima es inducida por altas concentraciones de colesterol dietético.

Durante la absorcién de grasas, la actividad biosintética del enterocito es dedicada
a empacar los lipidos absorbidos y re-esterificados en una forma estabilizada para su
transporte cn el medio acuoso de la sangre. El reticulo endoplismico rugoso es el
sitio de sintesis de particulas con fosfolipidos y apolipoproteinas, las cuales dan la

cubicrta, que estabiliza las gotas de lipidos conteniendo también colesterol y



triglicéridos. Estas particulas incrementan su tamaiio y se fusionan en el aparato de
Golgi para constituir los quilomicrones, que pasan al espacio extracelular por
exocitosis, llegan al ducto linfatico del villus y via linfatica desembocan a la circulacién
sanguinea a la altura del conducto linfitico toricico.

Los quilomicrones son la principal ruta para el transporte de acidos grasos de
cadena larga, mientras que los de cadena media (menos de 12 carbonos) y corta son
absorbidos en forma no esterificada pasando directamente a la sangre portal y son

metabolizados por beta-oxidacion en el higado.

ii) Transporte en el plasma
El colesterol y otros lipidos se transportan en el medio acuoso del plasma
sanguineo con una cubierta de compuestos anfifilicos: proteinas y fosfolipidos, que
constituyen las lipoproteinas que dificren en su composicion quimica, propiedades
fisicas y funciones metabolicas, pero su papel comin es ¢l de transportar lipidos entre
los tejidos para el necesario suministro e intercambio entre diferentes células. Las
lipoproteinas varian en la proporcion de proteinas y lipidos de la particula, asi como
en las proporciones de triglicéridos, fosfolipidos, colesterol esterificado y no
esterificado, ademas presentan un alto grado de organizacién estructural. La
composicion influye en la densidad de las particulas, y hay una fuerte relacién entre la
funcion bioldgica y la densidad que tienen. Las lipoproteinas se han clasificado de
acuerdo a su densidad en quilomicrones: lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
de baja densidad (LDL) y de alta densidad (HDL). La porcién protéica de las
lipoproteinas realiza dos principales funciones, por un lado dan un medio de
solubilizacion a las particulas de lipido y mantienen su integridad estructural, por otro
son importantes para identificar la lipoproteina y dirigir su metabolismo hacia vias
especificas, interaccionando con receptores especificos de la superficie celular
presentes en las células del parénquima de muchos 6rganos (Havel, 1986).
Como ya se menciond, el colestero! dictético junto con el endégeno que ha sido
secretado en bilis y otras secreciones, es absorbido y mezclado con una poza adicional

de colesterol que ha sido sintetizado localmente, para ser esterificado e incorporado a



las particulas de quilomicrones nacientes (Stange, 1985). Los quilomicrones son las
lipoproteinas mas grandes y de menor densidad y su funcion es transportar lipidos de
origen exogeno. Sus principales componentes son triglicéridos, pcquefias cantidades
de fosfolipidos y proteinas, suficientes para cubrir la superficie. El nucleo lipidico
tarnbic¢n contiene, ademas de ésteres de colesterol, sustancias liposolubles absorbidas
con las grasas dietéticas, como las vitaminas A, E y K, asi como carotenoides y
posiblemente contaminantes ambientales tales como trazas de pesticidas. Las proteinas
son apoproteinas A-l1 y B-48 (Davidson, 1987), y una vez que entran a la linfa
adquieren apo E y C por la interaccion con HDL {(Imazumi, 1978), lo que impide su
captacion por el higado, asi mismo contienen apo C-1I, que activa la enzima
lipoprotein lipasa (LPL) que hidroliza muchos de los triglicéridos del nucleo, liberando
grandes cantidades de acidos grasos libres que se metabolizan o almacenan en los
tejidos adyacentes. Al mismo tiempo pierde componentes superficiales como
colesterol no esterificado, fosfolipidos y apo A y C (Fielding, 1978). Debido a la
disminucion en la proporcion de apo C y E, estos remanentes de quilomicrones son
reconocidos por el higado y eliminados de la circulacion (Havel, 1980). De esta
manera los triglicéridos absorbidos de la dieta liegan al te¢jido muscular y adiposo,

mientras el colesterol de la dicta y l1a bilis es captado por ¢l higado (Fig. 2).

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), como los quilomicrones
contienen predominantemente triglicéridos y colesterol, pero de origen enddgeno, y su
funcion es transportarlos del higado hacia los tejidos. También contienen fosfolipidos
y proteinas especificas. El principal sitio de sintesis de VLDL es el higado, aunque
algunas son producidas en los enterocitos. La particula VLDL se origina en el reticulo
endoplasmico liso y adquiere fosfolipidos y apoproteinas del reticulo endoplasmico
rugoso. A diferencia de los quilomicrones nacientes, que adquieren apoC y apoE sélo
en el plasma, las VLDL reciben su complemento completo de apoproteinas B-100, C y
E en el hepatocito o el enterocito (Turley y Dictschy, 1988). Los triglicéridos
acarreados por VLDL son hidrolizados por LPL, quedando solo remanentes (o IDL,

i.e. lipoproteinas de densidad intermedia) que absorbe el higado, sin embargo, las IDL




Figura 2. Principales pasos en la absorcion, sintesis, transporte y excrecion de colesterol entre diferentes
compartimentos del cuerpo.
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pueden ser metabolizadas todavia mas, quedandoles solo apoproteina B y la mayor
parte del colesterol, convirtiéndose asi en lipoproteinas de baja densidad (Faergeman,
1975). Asi, las LDL son derivadas de las VLDL por una serie de pasos degradativos
que eliminan triglicéridos, resultando una seric de particulas que contienen una
progresivamente mas baja proporcion de triglicéridos y correspondientemente mas rica
en colesterol y fosfolipidos, ademas de conservar apoB, que es importante en el
reconocimiento de LDL por la célula, pues esta debe interactuar con receptores en la
superficie de la célula antes que la particula de LDL pueda ser internalizada y
metabolizada. Dependiendo de [a especie, una proporcién variable de colesterol
derivada de la poza de colesterol hepatico incorporado a VLDL termina circulando en
el plasma como fraccion de LDL, ésta proporcion depende de la cantidad de VLDL
que se esté sintetizando o por la fraccion de esta tltima que es convertida en LDL.
Datos recientes sugieren que este proceso puede determinarlo el contenido de apo E
en las VLDL sintetizadas (Yamada, 1986). En el hombre una gran proporcion de
VLDL es metabolizado a LDL (Havel, 1986). Las LDL contienen solo apo B-100, y
muchos tejidos tienen receptores de LDL reconociendo apo B y/o E (Basu, 1978),
captandolas por endocitosis para sus necesidades metabdlicas. Una vez formado el
complejo receptor-LDL es internalizado por endocitosis y sus partes componentes
degradadas por enzimas lisosomales. Los receptores LDL estin regulados de acuerdo
a la cantidad de LDL que llega. Normalmente, una alta concentracion de LDL
plasmatico disminuye el numero de receptores, mismos que se incremeatan bajo
condiciones en las que LDL son reducidas. Ademas de este proceso que constituye
cerca del 65% de la captacion, existe un mecanismo independiente de receptores para
la captacion de LDL a los tejidos, aunque es menos eficiente y hasta ahora es
pobremente entendido. Las LDL son las principales acarreadoras de colesterol
plasmitico en el hombre, aunque este no es el caso para todas las cspecies de
mamiferos. En el hamster las LDL son excepcionalmente ricas en triglicéridos (32%),
con el colesterol plasmatico distribuido igualmente entre alfa-(HDL) y B-(LDL,
VLDL) lipoproteinas (Hoosier, 1987). Recientemente se ha publicado que alrededor

del 70% del colesterol plasmatico se encuentra en HDL (Zhang, ¢/ al. 1994). Cada



particula de lipoproteina contiene la misma masa de apoproteina B, pero cada una
difiere con respecto a la cantidad de lipido unido.

Dentro de las células, los ésteres de colesterol son hidrolizados por colesteril éster
hidrolasa. La incorporacién de colesterol a la membrana de reticulo endoplésmico
sirve para inhibir la hidroximetilglutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa), la
enzima limitante en la biosintesis de colesterol. (Ginsberg, 1977). De esta manera un
abundante suministro de colesterol plasmitico es capaz de suprimir su biosintesis
endogena y asegurar que cantidades excesivas no se acumulen. La importancia de esta
via de homesostasis del colesterol es resaltada en la hipercolesterolemia familiar, una
enfermedad en la cual hay un defecto genético que resulta en la escasez de receptores
LDL e implica enfermedades vasculares.

Una de las funciones principales de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), es
llevar el excedente de colesterol no esterificado, que se encuentre en los tejidos
periféricos y lipoproteinas plasmaticas, hacia el higado para metabolizarlo, entre otras
cosas para la sintesis de icidos biliares. Las HDL se sintetizan en el higado, las cuales
son discoidales y contienen principalmente colesterol no esterifcado, fosfolipidos y apo
A-1yE (Green, 1978).

Al salir del higado y entrar al plasma sanguineo, las HDL adquieren componentes
superficiales adicionales: fosfolipidos, colesterol y apoproteinas por transferencia de
quilomicrones y VLDL durante su catabolismo por la enzima lipoproteina lipasa. En el
plasma, una subfracciéon de HDL que contiene apoAl y apoD (ésta uitima, unica de
HDL; Gurr, 1991), se asocia especificamente con la enzima leticitina:colesterol
aciltransferasa (LCAT), que es sintetizada en el higado y secretada al plasma con la
funcion de esterificar con un acido graso de fosfatidilcolina al colesterol libre que se
encuentre en la superficie de HDL., los cuales se transfieren al centro de la particula;
esta redistribucién de lipidos en las HDL discoidales las convierte en esféricas y
maduras. Las moléculas de colesterol y de ésteres de colesterol sc intercambian
facilmente entre lipoproteinas plasmaticas y entre lipoproteinas y membranas celulares.
Este cambio es frecuentemente mediado por proteinas de transferencia (proteinas que

transficren ésteres de colesterol) similares a las proteinas que transfieren fosfolipidos.



LCAT, por consumo de colesterol, promueve su transporte neto de células no
hepaticas y de otras lipoproteinas hacia las HDL (Gurr, 1991).

Los mecanismos de eliminacion de HDL plasmitico son complejos, puede ser que
aquellas que contengan gran cantidad de apo E se unan a receptores hepaticos de LDL
y a otros tejidos como glandulas adrenales, ovarios y testiculos utilizandolo como
sustrato para hormonas esteroides (Andersen, 1978). Sin embargo, la principal via es
la trasferencia de fracciones a otras lipoproteinas, como ésteres de colesterol a LDL y
VLDL (Nestel, 1979). (Fig.3).

De esta manera el higado tiene al menos tres fuentes de colesterol: 1. Colesterol
dietético, biliar y sintetizado en el intestino, que llega en quilomicrones, 2. Colesterol
sintetizado en otros tejidos acarreado por HDL, LDL o VLDL y 3. Sintesis hepitica
de colesterol. (Fig. 4). Este colesterol hepatico tiene varios destinos: 1) Sintesis y
secrecion de lipoproteinas, 2) Secrecion de colesterol a la bilis y 3) Sintesis de acidos
biliares, secretados a la bilis. Salvo ciertas condiciones fisiologicas, asociadas a estados
especificos de enfermedad, ante alguna variacién en la absorcion o producciéon del
colesterol, es posible asumir que la poza metabolicamente activa de colesterol

permencce esencialmente constante (Turley y Dietschy, 1988).

iii) Excrecion biliar de colesterol
La cantidad de colesterol libre en las membranas intrahepaticas no puede ser muy
alto, por lo que el acimulo de colesterol debe evitarse, esto se¢ logra por varios
mecanismos: empledandolo para la sintesis de acidos biliares, mediante la secrecion del
colesterol en las VLDL. una vez que ha sido esterificado por la enzima acil-
CoA:colesterol aciltransferasa (ACAT), y por secrecion de colesterol libre en la bilis.
Asimismo, una pequedia parte del colesterol hepitico es almacenado como gotas de
ésteres de colesterol (Turley, 1982).
La secrecidon biliar de colesterol bajo condiciones normales, parece depender
principalmente de la actividad de ACAT y de la secrecion de VLDL, mas que de la

sintesis de acidos biliares o de la captacion de colesterol por el hepatocito (Nervi,
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1984). Estudios en ratas han mostrado que la estimulacion de la secrecion de VLDL
por fructosa en la dieta, disminuye la secrecion de colesterol en la bilis, sin embargo
cuando se suministra la resina colestipol, el cual liga y elimina los acidos biliares en el
intestino, estimulando asi su sintesis, la secrecion de colesterol se mantiene constante,
asimismo, el aumento en la secrecion biliar de colesterol provocado por la diosgenina,
es contrarrestado estimulando la secrecion de VLDL con la fructosa (Nervi, 1988).
Esto también parece indicar que existen dos compartimentos de colesterol libre, uno
para la sintesis de sales biliares y otro para la secrecion de VLDL y colesterol biliar.
Las aportaciones de colestero! al higado tienden a elevar el colesterol libre
hepatico, pero normalmente no parecen afectar de manera importante la secrecion
biliar de colesterol, excepto bajo ciertas circunstancias. Inicialmente se pens6 que la
sintesis excesiva de colesterol era la causa de una mayor secrecidn biliar de éste, pues
pacientes con colelitiasis mostraban bilis sobresaturada y una elevada actividad de
HMG-CoA reductasa (Salen, 1975). Posteriormente se comprobé que la contribucion
de la sintesis de novo de colesterol a la secrecion de este lipido es solo del 10 al 20%
(Robins, 1985). Turley y Diestschy (1979) demostraron en la rata, que no existe
necesariamente una relacion entre los dos parametros. Sin embargo, en la obesidad
parece ser que la secrecion de colesterol esta aumentada por una mayor sintesis del
esterol (Angelin, 1982). Asimismo, el hiamster, en el cual se producen calculos de
colesterol por medio de una dieta rica en carbohidratos refinados y sin acidos grasos
esenciales, la actividad de HMG-CoA reductasa hepatica se encuentra muy elevada, lo
cual se asocia con un aumento de 7 veces en la secrecion biliar de colesterol, sin
embargo, solo el 4.8% de ese colesterol es del recién sintetizado (Spady. ¢t al. 1983).
Respecto al colesterol dietético transportado al higado por los remanentes de
quilomicrones, no hay evidencia concluyente de que sea el que directamente regula la
secrecion biliar de colesterol (Dam, 1971-a; DenBesten, 1973). En varios modelos
animales de colelitiasis, la formacion de calculos se logra por un alto nivel dietético de

colesterol, o cual produce una bilis sobresaturada (Céardenas, 1991-a). Los resultados
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de estos modelos son dificiles de interpretar, pues las dietas exceden por mucho los
niveles normales de colesterol. Asi, a menos que se suministren excesivas cantidades
de colesterol en la dieta, el higado puedc compensar completamente un incremento
dietético de €ste por suprimir su sintesis 0 aumentar su catabolismo, sintetizando sales
biliares (Turley, 1982), dicha conversion de colesterol a sales biliares esta limitada por
la enzima 7-alfa-hidroxylasa (Ginsberg, 1977).

La captacion hepatica de lipoproteinas es una fuente importante de colesterol para
el higado; sin embargo, no se conoce con exactitud la proporcion de colesterol biliar
que estas aportan. No obstante, durante el ayuno deben ser la principal fuente de
colesterol biliar, pues bajo esta circunstancia la secrecion de colesterol se mantiene
normal, a pesar de que la sintesis y absorcion de colesterol estan suprimidas o muy
reducidas. Asi mismo, durante el ayuno hay un descenso en el colesterol plasmatico, lo
cual sugiere una mayor utilizacién del colesterol de lipoproteinas para la secrecion
biliar (Turley, 1979).

Se han propuesto dos modelos para explicar el transporte de colesterol desde el
reticulo endoplasmico hasta el canaliculo biliar (Marzolo, 1990). En ambos modelos
se postula la formacion, en el reticulo endoplasmico, de vesiculas unilamelares ricas en
colesterol, las cuales son precursoras de los lipidos biliares (colesterol y fosfolipidos).
En el primer modelo denominado de fusion y brote, estas vesiculas son transportadas
directamente o a través del aparato de Golgi hasta la membrana canalicular, con la cual
se fusionan, para después brotar hacia el canaliculo. El segundo modelo es el de
exocitosis, en ¢l cual las vesiculas son transportadas en vacuolas originadas en el
aparato de Golgi, y por exocitosis pasan al canaliculo.

Por otra parte, existe un efecto inductor o disparador por acidos biliares de la
secrecion biliar de colesterol no esterificado y fosfolipidos, es decir, que a mayor
secrecion biliar de sales biliares se produce una mayor secrecion de colesterol y
fosfolipidos. Esta induccion se da después de la secrecion de los acidos biliares al
canaliculo biliar (hipotesis intracanalicular), y no en el hepatocito (hipotesis
intracclular) (Verkade, ¢f al. 1995). De acuerdo a la hipotesis intracanalicular, una vez

secretados hacia el canaliculo las sales biliares interaccionan con vesiculas para formar



micelas mixtas o con la membrana canalicular, favoreciendo de cualquier manera la
secrecion de colesterol y fosfolipidos. Asimismo, se ha observado que ciertos acidos
biliares sulfatados y ciertos aniones organicos inhiben la secrecidn biliar de fosfolipidos
y colesterol, sin afectar la secrecion de acidos biliares. El grado de inhibicion
correlaciona con su concentracion biliar, y solo aniones organicos relativamente
hidrofilicos tienen la capacidad de desacoplar la secrecion de lipidos biliares de la
secrecion de sales biliares, al parecer por medio de una interaccién con las sales
biliares en el canaliculo (Kuipers, 1987). E! mecanismo de transporte y secrecién de
estas vesiculas hacia el canaliculo no ha sido establecido, sin embargo, se ha publicado
sobre una proteina canalicular denominada mdr2 en raton, la cual es esencial para la
secrecion de fosfolipidos biliares, pero no para la de acidos biliares (Smith, ez al.
1993). Se cree que esta proteina es una translocasa de fosfolipidos de la parte interna a
la externa de la membrana canalicular, lo cual es esencial para que se de una
evaginacién de la membrana que permita la fusion y brote o la exocitosis. Los ratones
homocigos para una mutacion del gene de mdr2 no secretan ni fosfolipidos ni
colesterol en la bilis.

De la interaccidn en el canaliculo biliar de las vesiculas de fosfolipidos y colesterol
con las sales biliares se formaran micelas mixtas, constituidas por colesterol, sales
biliares y fosfolipidos, donde las partes hidrofobicas de las moléculas se colocan hacia
el interior y las hidrofilicas hacia el exterior. De esta manera se mantiene al colesterol
en “solucion”.

Estudios i vitro demostraron que en soluciones modelo de bilis diluidas con altas
concentraciones de colesterol (i.e., sobresaturada), el colesterol es solubilizado en
vesiculas unilamelares de fosfolipidos, en vez de micelas mixtas esféricas o discoidales,
sugiriendo que estas vesiculas podrian participar como acarreadores de colesterol
biliar en bilis sobresaturada (Mazer, 1983). La presencia de vesiculas unilamelares de
40 a 120 nm de diametro fue posteriormente demostrada en bilis hepatica humana y de
rata por medio de filtracién en ge! y ultracentrifugacion (Sémjen, 1985), apoyando

todo esto las teorias mencionadas sobre la secrecion de colesterol.
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3.2 COLELITIASIS

La colelitiasis es una enfermedad en la cual se produce uno o varios cuerpos duros
en la vesicula biliar o en las vias biliares intra o extrahepiticas, por precipitacion de
una sustancia normalmente presente en la bilis, la cual aumenta su concentracidn
relativa y precipita; este precipitado se asocia con glicoproteinas de las vias biliares,
principalmente de la vesicula biliar, hasta constituir un conglomerado al que se le
combinan otras sustancias de la bilis.

La presencia de calculos biliares puede pasar inadvertida durante muchos afios,
inclusive toda la vida, denominandose éstos como cilculos asintomaticos (Attili et al.
1995); sin embargo, los calculos pueden volverse sintomaticos al provocar obstruccion
de los conductos cistico o colédoco, causando ictericia obstructiva y colecistitis
cronica o aguda, la cual puede llegar hasta gangrena y perforacion de la vesicula, o
causar empiema; Ja obstruccion del cistico puede también causar dafio a la vesicula
debido a la bilis retenida. Asimismo, el carcinoma de vesicula se encuentra
generalmente asociado a célculos biliares y colecistitis. (Sherlock, 1981).

La composicion de la bilis es determinante para la formacion de los calculos,
aunque otros factores también influyen, tales como alteraciones en ¢l vaciamiento o
concentracion de la bilis por la vesicula.

La bilis es una secrecidén acuosa diluida producida por el higado, 1a cual es
posteriormente concentrada en la vesicula biliar por absorcion de agua y electrolitos.
La bilis secretada por el higado se denomina hepatica y contiene de 1 a 4% de sélidos,
mientras que la almacenada en la vesicula se denomina vesicular y conticne 5 a 16% de
solidos. (Smith, 1973). Los solidos de la bilis son principalmente lipidos, pigmentos
biliares, proteinas y electrolitos. Los lipidos estan constituidos por sales biliares (0.6 a
2.4 mg/d! en bilis hepatica), principalmente tauro y glico conjugados de acidos célico
y quenodesoxicélico, lecitina (100 a 575 mg/dl) y colesterol (120 mg/dl). La
bilirrubina es el principal pigmento biliar (20 a 200 mg/d}), la cual se encuentra di y
mono conjugada con dcido glucurdnico. Las proteinas (2 a 500 mg/dl) estan

represcntadas por proteinas plasmaticas, que se encuentran en muy bajos porcentajes
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respecto a su concentracion en plasma, enzimas hepatocelulares, también en
cantidades bajas y proteinas exclusivas de la bilis, eg. mucina e IgA.
Aproximadamente 40 proteinas diferentes han sido encontradas en la bilis (Reuben,
1984).

Los principales anijones inorganicos son bicarbonato y cloro, y los cationes sodio,
potasio y calcio; también se encuentran pequeiias cantidades de hierro y cobre. En
general las concentraciones de electrolitos en la bilis hepatica son similares o
ligeramente inferiores a las del plasma. Ademas de los componentes sefialados, en la
bilis también se presentan numerosos metabolitos de sustancias endogenas, tales como
hormonas esteroideas, y tiroideas, vitaminas A y D, cianocobalamina y porfirinas, asi
como exdgenas, tales como antibidticos, colorantes y otras drogas. (Smith, 1973). La
composicion de la bilis es por lo tanto muy variable, sin embargo,. la bilis cuya
composicién favorezca la formacion de calculos biliares se denomina bilis litogénica.
Asi pues, la funcion de la bilis es dual, por un lado lleva sales biliares que son
necesarias para una buena digestion y absorcion de los lipidos de la dieta, y por otro es

un vehiculo de excrecion de sutancias endogenas y exogenas.
3.2.1 Clasificacion de los cilculos biliares:

Los calcufos biliares se clasifican de acuerdo a su composicién quimica; de esta
manera de distinguen tres tipos principales de célculos (Sherlock 1981, Trotman
1982):

a) Calculos puros de_colesterol. Estos contienen este lipido hasta en un 98% de su
peso, son cristalinos, radiados y translucidos de forma redondeada u ovoidea y de
superficie lisa o nodulada; miden en el hombre de 1 a 4 cm de diametro. Generalmente
son solitarios, aunque también los hay multiples.

b) Calculos mixtos de_colesterol. Son los mas comunes, estan constituidos por
pigmentos biliares, sales de calcio y hasta un 70% de colesterol; son multipies, de

superficie dura y facetada, por lo general lisos y de color café claro u obscuro. Puesto
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que estos calculos contienen altos niveles de colesterol, generalmente se considera su
patogénesis y epidemiologia semejante a la de los calculos de colesterol.

¢) Cilculos pigmentarios. Compuestos por sales organicas e inorganicas de calcio,
principalmente con bilirrubina. Estos calculos se clasifican en 3 tipos:

1.Calculos cafes: compuestos principalmente por bilirrubinato de calcio y sales de
calcio de acidos grasos, también presentan entre un 2 a 30% de colesterol, estos
calculos son multiples, de color café a anaranjado, laminados y de consistencia blanda.
Se presentan tanto en conductos intra como extrahepaticos, generalmente asociados
con infeccion del tracto biliar. Epidemiologicamente estos calculos son muy comunes
en el Oriente, especiaimente en el medio rural, en Occidente se presentan en el 10% de
pacientes que han sido sometidos a colecistectomia.

2) Calculos negros: son multiples, de consistencia dura y amorfos, contienen sales de
calcio, principalmente bilirrubinato, seguido por bicarbonato y/o fosfato, asi como
bajos porcentajes de colesterol; a diferencia de los calculos cafes, la bilirrubina se
encuentra polimerizada, formando una red que se entrelaza con la matriz de
glicoproteinas. Generalmente se ubican en la vesicula biliar y en ausencia de infeccion
biliar. Se asocian con edad avanzada, anemia hemolitica y cirrosis.

3) Calculos de sales organicas e inorganicas de calcio: son un grupo heterogéneo de
calculos pigmentarios, que se presentan con muy baja frecuencia en el hombre. El
componente principal es una sal de calcio que no es bilirrubina, la cual puede ser de
acidos grasos. En todos los tipos de cdlculos la matriz de éstos estd constituida por

mucina.
3.2.2 Colclitiasis de colesterol:

La colelitiasis de colesterol, dentro de la cual se incluye la mixta, es mucho mas
frecuente en el mundo occidental que en Oriente y Africa. Los paises con las mas
elevadas frecuencias de este tipo de colelitasis son Chile y Suecia, en donde el 33 y
20% de la poblacion, respectivamente, presentan calculos de colesterol (Roda ef al.

1989). En E.U. se ha estimado que cerca de 20 millones de personas padecen



colelitiasis, y de estas aproximadamente 70% presentan calculos de colesterol (Heaton,
1973; Trotman, 1975). En los paises orientales la colelitiasis pigmentaria es mas
frecuente que la de colesterol, sin embargo, la occidentizalizacion de las costumbres,
como ocurre en las zonas urbanas del Japén, provocan un incremento en la colelitiasis
de colesterol y una disminucién de la pigmentaria. Por el contrario, Africa esta casi
exenta de colelitiasis (Heaton, 1973). Para Latinoamerica hemos sefialado la alta
frecuencia en Chile; en un estudio en Bolivia se encontraron solo calculos de
colesterol en un alto porcentaje (Soloway, 1977). En México, un estudio reciente
sefiala que 14.3% de la poblacion presenta calculos biliares, de los cuales, mas de la
mitad se presentan en mujeres (Méndez er al. 1993), y en cuanto a su composicion, se
conoce que mas del 85% de célculos son de colesterol puros y mixtos (Méndez ¢/ al.
1995).

La frecuencia de colelitiasis es influida por varios factores, tales como la dieta,
edad, sexo, obesidad, herencia, raza, clase social y varias asociaciones clinicas como la
hipertrigliceridemia, terapia con estrégenos, multiparidad, anticonceptivos orales, etc.
(Diehl, 1991).

Las dietas hipercaloricas, altas en carbohidratos refinados, colesterol y acidos
grasos de cadena corta como las grasas animales se han asociado con una mayor
frecuencia de colelitiasis (Thornton, 1983; Dam, 1969). La fibra dietética también es
importante para mantener una bilis menos saturada de colesterol (Kritchevsky, 1988).
Se ha encontrado que dietas ricas en leguminosas (frijol y lentejas) aumentan la
litogenicidad de la bilis y disminuyen la secrecién de fosfolipidos biliares, pero al
mismo tiempo tienen un efecto hipocolesterolémico (Nervi, 1989). Mas recientemente,
se observd con una dieta de frijol y glucosa que a pesar del aumento en la
concentracion de colesterol no se formaron calculos (Cardenas e/ al. 1995). De tal
modo es evidente que la dieta puede ser un factor en el desarrollo de la colelitiasis.
Por otro lado, el ayuno se ha asociado con un aumento en la litogenicidad de la bilis
por aumento de la secrecion de colesterol relativa a acidos biliares, asi como la

disminucion de la secrecion de fosfolipidos (Goldstein, 1975). Los acidos grasos
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saturados e insaturados de la dieta afectan la secrecion biliar de colesterol y la
colelitiasis.

Los calculos de colesterol se presentan en todas las edades, sin embargo, son
mucho mas frecuentes en la década de los cuarentas (Heaton, 1973), siendo las
mujeres mas propensas que los hombres a desarrollar colelitiasis a cualquier edad
(Méndez er al. 1993), especialmente con antecedentes de embarazo (Roda, 1989) o
uso de anticonceptivos orales (Bennion, 1978).

La raza afecta la frecuencia de colelitiasis, asi, las poblaciones de indios
americanos, tales como Pima, Chipewa y Navajos presentan una altisima frecuencia de
colelitiasis (48.6%) (Goldstein, 1975). En Estados Unidos, la poblacion méxico-
americana presenta una prevalencia de colelitiasis intermedia entre los indios
americanos y la pobacion anglosajona (Hanis, 1985), mientras que la raza negra es la
menos susceptible a la colelitiasis (Tyroler, 1980), lo cual concuerda con la baja
frecuencia de colelitiasis encontrada en Africa (Heaton, 1973).

La obesidad se asocia con mayor frecuencia de colelitiasis. Se ha correlacionado el
colesterol biliar con el grado de obesidad; asimismo, la sintesis de colesterol es
proporcional al peso corporal (Goldstein, 1975). Por otro lado se presenta un alto
riesgo de formar calculos con una rapida reduccion de peso por medios dietéticos
(Broomfield, 1988). Otras enfermedades que se asocian con mayor frecuencia de
colelitiasis de colesterol son la pancreatitis y la diabetes, (Sherlock, 1981; Tanno,
1988).

3.2.3 Patogénesis

La patogénesis de la colelitiasis de colesterol es indudablemente multifactorial; en
la que participan eventos hepaticos y vesiculares, puesto que la vesicula es el sitio mas
comun de formacion del calculo. Diferencias en los efectores de la cristalizacion tales
como varias proteinas pronucleantes, o proteinas inhibidoras y el grado de

sobresaturacion del colesterol biliar. La produccion de una bilis sobresaturada de
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colesterol es el principal requisito para la precipitacion de éste y su consolidacion en la
vesicula; esta saturacidn puede ser debida a una secrecion excesiva o a una reduccién
de sales biliares y fosfolipidos (Carey, 1984, Hoffmann, 1988, Holzbach, 1985), los
cuales mantienen el colesterol en solucion.

Las diferentes sales biliares tienen distinto efecto sobre la cantidad de colesterol
secretado, siendo mas efectivas las mas hidrofobicas, que son las mas detergentes
(Bilhartz, 1988). No obstante, bajo diferentes circunstancias puede haber tanto una
disminucidn en la secrecion de sales biliares con una constante secrecion de colesterol,
o una elevada secrecion de colesterol con una secrecion constante de sales biliares
(Stone, 1985). Una proporcion significativa de pacientes con calculos de colesterol,
presentan un aumento en la secrecioén de colesterol y una secrecion normal de sales
biliares y fosfolipidos (Nilsell, 1985).

Carey y Small (1978-a) determinaron empleando soluciones modelo de bilis, la
solubilidad maxima del colesterol en micelas mixtas, para un amplio intervalo de
concentraciones de lipidos totales y diversas proporciones de fosfolipidos y sales
biliares. Basado en estos estudios Carey (1978-b) publicod sus tablas criticas para la
determinacién del Indice de Saturacion de Colesterol. De acuerdo a lo anterior, se
observo que la bilis de pacientes con célculos stempre se encuentra sobresaturada de
colesterol. Sin embargo, el cilculo del indice de saturacion de colesterol para predecir
la litogenicidad de la bilis, no considera que una proporcion variable de colesterol y
fosfolipidos es transportado por particulas no micelares, tales como vesiculas
unilamelares, y por lo tanto un elevado indice (>0.8) a menudo no se encuentra
asociado con colelitiasis, de hecho la presencia de bilis sobresaturada con colesterol es
frecuente en sujetos sanos. No obstante de manera general los pacientes con calculos
tienen indices de saturacion de colesterol mas elevados que las personas sin calculos,

En la patogénesis de los calculos biliares de colesterol, se ha establecido que la
agregacion de vesiculas unilamelares para formar vesiculas multilamelares es
importante para permitir la formacion de cristales de colesterol monohidratado, que es
la primera ctapa en la precipitacion del colesterol (Harvey, 1987, Holzbach, 1990); sin

embargo, solo la agregacion de vesiculas sobresaturadas con el esterol (i.e., con una
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elevada proporciéon de colesterol/fosfolipidos) permite la cristalizacion de éste. El
cilculo biliar se forma por la adicion y crecimiento de los cristales precipitados,a los
cuales se les puede o no agregar sales de calcio, dando lugar a los calculos radiopacos
y radioliicidos.

De lo anterior se desprende el concepto de tiempo de nucleacion definido como el
tiempo de aparicion de cristales de colesterol en una muestra de bilis incubada a 37°C.
La nucleacion del colesterol es un complejo proceso que involucra fusion, agregacion
o ruptura de vesiculas enriquecidas de colesterol (Harvey and Upadhya, 1995). El
tiempo de nucleacion, o duracion de la bilis en fase metaestable, es decir, el tiempo en
que se mantiene el colesterol en }a bilis sin formar cristales a concentraciones relativas
en las cuales normalmente lo hace, es ¢l mejor criterio para determinar la litogenicidad
de la bilis. El tiempo de nucleacion es mas rapido en bilis vesicular que en bilis
hepatica, debido a la mayor concentracion de la primera (Van Erpecum ¢f al. 1990).
Las diferencias en el tiempo de nucleacion del colesterol en la bilis vesicular entre
pacientes con (1 a § dias) y sin calculos (mas de 10 dias), con la misma saturacion de
Ia bilis parece ser debida a la presencia y proporcion relativa, de factores capaces
tanto de inhibir como de promover la nucleacion del colesterol, i.e., factores
nucleantes y antinucleantes. Entre los factores que se ha demostrado inhiben la
nucleacion se encuentran ciertas proteinas biliares sensibles a pronasa (Holzbach,
1984-b), y mas especificamente apo A-1 y A-II (Kibe, 1984). También proteinas
biliares de 16, 28 y 74kD ligadas por lecitinas, son capaces de unirse a cristales de
colesterol, modificando su morfologia e inhibiendo su crecimiento (Busch e al.
1993).

Entre los agentes que se sabe promueven la nucleacion estan la mucina (Gallinger,
1985; Levy, 1984), cuya secrecion por el epitelio de la vesicula biliar se incrementa
antes y durante la formacion de los calculos hasta siete veces, actuando como un nido
para la formacion de los cilculos (Pemsingh, 1987, Malet ef al. 1989). Asimismo, la
haptoglobina a concentraciones fisiologicas mostré ser un potente promotor de la
cristalizacion del colesterol, el mismo efecto pero mas moderado, presento la 1gM,

también a concentraciones fisiologicas; pacicntes con calculos de colesterol presentan
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una mayor concentracidon biliar de estas proteinas (Yamashita er al. 1995). Ciertas
glicoproteinas solubles también son agentes pronucleantes (Groens, 1988; Yamashita,
ef. al. 1995), asi como el calcio (Kibe, 1985). Cabe mencionar que las proteinas
pronuclenates se hallan principalmente en vesiculas, donde pueden contribuir
directamente a la formacion de cristales (Lipsett, 1993; Pattinson, 1991).

Asi, mientras que un prerrequisito para la nucleacion de colesterol es la presencia
de vesiculas ricas en colesterol, su establidad puede en dGltima instancia ser
determinada por el balance entre la presencia o ausencia de promotores ¢ inhibidores
de la nucleacion (Busch et al. 1995).

Otro factor que puede contribuir de manera importante a la formacion de los
célculos es la defiiciente funcion motora de la vesicula biliar. La estasis vesicular
provoca la estratificacién de la bilis, pues en el fondo de esta se acumula bilis mas
concentrada y densa que la recien llegada del higado, asimismo se depositan
sedimentos en el fondo, tales como mucoproteinas, sales de calcio, pigmentos biliares,
células epiteliales descamadas, bacterias (Swidsinski ¢/ a/. 1995) y/o residuos por
reflujo intestinal (Holzbach, 1983 y 1984-a). Los habitos sedentarios y el ayuno
(Schlierf, 1981) producen una mayor estratificacion y permenencia de la bilis en la
vesicula biliar, lo cual ayuda en la nucleacion de colesterol. Ademas, defectos en el
vaciamiento vesicular provocan que esta bilis concentrada y los sedimentos
acumulados no se evacien, lo cual propicia la formacion de calculos. El acimulo de
sedimentos en la vesicula puede llegar a constituir un lodo biliar, que puede ser
antecedente a los cdlculos. Se han propuesto varios mecanismos por los cuales se ve
alterada la contractilidad de la vesicula; puede ser debido a una insuficiente secrecion
de colecistocinina para estimular adecuadamente la contraccion vesicular (Thompson,
1982), o a un reducido numero o menor afinidad de los receptores vesiculares de la
hormona (Fridhandler, 1983) o a una menor concentracion de proteinas necesarias
para la contraccidn (Li, 1987). La hipomotilidad de la vesicula biliar se ha encontrado
en pacientes con colelitiasis (Fisher, 1982; Promeranz, 1985). En un ecstudio se
abservo el efecto colestatico de una ddésis alta de dcido quenodesoxicolico, dando

lugar a un incremento en proteinas biliares que favorecerian la nucleacién (Malavolti ¢/
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al. 1990). También los pacientes diabéticos, los cuales son susceptibles a la formacién
de cilculos, presentan un defecto de la motilidad de la vesicula (Stone, 1988). En
relacién con la obesidad, hay publicaciones contradictorias respecto a la motilidad
vesicular y la presencia de colelitiasis (Vezina, 1990; Stone, 1992). Sin embargo, la
alta susceptibilidad en la formacion de calculos encontrada en obesos, durante una
rapida reduccion de peso por medio de dietas bajas en calorias, puede ser facilitada
por una estimulacion disminuida del vaciamiento vesicular observado en estas

condiciones, ademas del aumento en la secrecion biliar de colesterol (Schlierf, 1981).

3.2.4 Tratamiento

Actualmente se emplean diversos tratamientos para la litiasis biliar; sin embargo, el
tratamiento quirtrgico por colecistectomia sigue siendo el mas empleado, debido a su
baja morbimorialidad y a que es un tratamiento casi siempre definitivo. Sus
inconvenientes son, que es un procedimiento invasivo mayor, en ¢l que hay riesgo,
aunque bajo, de una lesion iatrogénica de las vias biliares, se realiza bajo anestesia
general, provoca dias de incapacidad y tiene un costo elevado para el paciente. A la
técnica clasica se han sumado dos variantes como son la colecistectomia por mini
laparotomia y por laparoscopia, procedimientos que mecjoran las cifras de
morbimortalidad, con menores molestias postoperatorias para el paciente, mas rapida
recuperacion y breve estancia hospitalaria (Frimberger, 1989). Recientemente se ha
publicado que la colecistectomia se asocia con riesgo de cancer del colon, dado que se
incrementa la formacion de acidos biliares secundarios por bacterias intestinales,

especialmente de DCA (Kullak-Ublick ¢7 al. 1995).

En el tratamiento de la coledocolitiasis con alto riesgo quirirgico y en los calculos
residuales después de colecistectomia, la esfinterotomia endoscopica es el tratamiento

de eleccion (Dowsett, 1988).
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En la busqueda de tratamientos no invasivos, se ha empleado la disolucion de los
calculos por medio de 4cidos biliares y de solventes organicos. Mas recientemente, la
fragmentacion por medio de ondas de choque extracorporeas (litotripsia) de los
calculos permite que éstos sean evacuados directamente o mis facilmente disueltos
(Sackmann, 1988).

Los acidos biiares empleados para disolver calculos son el acido

quenodesoxicdlico y su T-beta epimero y el icido ursodesoxicolico principalmente.
Con la administracién de acidos biliares se busca aumentar la proporcion de sales
biliares y disminuir 1a de colesterol en la bilis, para conseguir la solubilizacion del
exceso de colesterol presente en el calculo. El primero en utilizarse fue el acido
quenodesoxicolico (Danzinger ef al. 1972), el cual es un acido biliar primario que
constituye entre el 20 y el 30% de las sales biliares en 1a bilis humana normal. La
administracion oral de quenodesoxicélico (15mg/kg/dia) provoca la disminucion en la
secrecion biliar de colesterol, (sin cambiar la secrecion de acidos biliares, y posee la
capacidad de mantener una proporcion casi constante de colesterol/lecitina biliar en
presencia de una secrecion reducida de sales biliares, como ocurre durante el ayuno,
con lo cual se forma una bilis menos saturada (Einarsson, 1983). Asimismo e} acido
quenodesoxicolico inhibe la HMG-CoA reductasa hepatica (Coyne, 1976), sin
embargo, esta inhibicion no parece ser la causa de la mienor secrecion de colesterol. La
bilis enriquecida con acido quenodesoxicoiico y no saturada de colesterol, al entrar en
contacto con la superficic del calculo, solubiliza el colesterol en micelas mixtas, en un
proceso de micelacion semejante al que ocurre cuando el colesterol es secretado en
vesiculas unifamelares (Igimi and Carey, 1981). Sin embargo, no todos los calculos se
disuefven con este tratamiento, se ha estimado que su eficacia es del 60% en célculos
radiolucidos, ademas de que una vez interrumpido el tratamiento hay una elevada
recurrencia de calculos. Se ha estimado también que los calculos de gran tamafio
(mayores a 5 mm de diametro) por tener una exposicion reducida a la bilis insaturada
vesicular inducida por el AQDC, no responden al tratamiento, asi como los calculos de
colesterol con cubiertas calcificadas radioopacas. El

tratamiento con acido
quenodesoxicolico provoca ciertos efectos nocivos, asi un 25 a 30% de pacientes
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desarrollan diarrea e incrementan en aproximadamente 10% el colesterol LDL,
también se presenta un 30% de lesiones hepdticas, ademas del costo elevado del

tratamiento (Sleisenger and Fordtran, 1985).

El acido ursodesoxicdlico se encuentra en muy pequeiias cantidades en la bilis
humana, pero es abundante en algunas especies animales, tales como el oso y la nutria.
Este acido es mas hidrofilico y menos detergente que el quenodesoxicélico, por to
que al aumentar su proporcion en Ja bilis por administrcion oral (8 a 10mg/kg/dia), es
menos efectivo para solubilizar las grasas de la dieta, por lo que el colesterol dietético
se absorbe menos; asi mismo, el acido ursodesoxicolico disminuye la secrecion biliar
de colesterol en mayor grado que el acido quenodesoxicélico, en parte por ser mas
hidrofilico (Ward, 1984). E! ursodeoxicolico disuelve los célculos por un mecanismo
diferente al quenodesixicdlico. Por ser mas hidrofilico y menos detergente, el
ursodeoxicélico forma micelas menos estables, las cuales al entrar en contacto con la
superficie del calculo pierden fosfolipidos sobre el cilculo. El colesterol del calculo
pasa a la capa de fosfolipidos como cristal liquido. Cuando la capa se satura con el
colesterol se desprende de la superficie del cilculo y constituye vesiculas unilamelares
(1gimi and Carey, 1981, Park e/ al. 1984). La disolucion del calculo por el
ursodeoxicolico es mas rapida que con el quenodesoxicolico debido a que es mayor el
area de interaccion entre 1a capa de fostolipidos y el calculo, que entre éste y la micela
mixta, ademas de que las vesiculas unilamelares tienen mayor capacidad para
transportar al colesterol (Roda, 1995). El ursodeoxicolico tiene también otras ventajas
sobre el quenodesoxicalico, tales como no reducir la sintesis de sales biliares, que es
una via de eliminacion de colesterol, ademas de no producir alteraciones funcionales
hepaticas, ni estimular 1a secrecion de agua en el colon, por lo que no provoca diarrea
como se ha publicado con el uso de quenodesoxicolico, sin embargo, €l costo es aln

mas elevado (Ward, 1984; Sleisenger and Fordtran, 1985).

No todos los pacientes con calculos de colesterol pueden ser tratados con acidos
biliares para disolver cilculos. Los criterios de seleccion son que presente calculos

pequeiios (lo cual puede ser resuclto mediante litotripsia), no calcificados y flotantes.
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Asimismo, pacientes con alto riesgo quiriirgico o que rechazan la cirugia, son
candidatos para este tipo de terapia. La disolucion de los calculos de colesterol
también se puede lograr con el empleo de solventes oganicos como el metil terbutil
éter y el diglicérido de cadena media acido monooctandico, los cuales son mucho mas
efectivos para disolver el colesterol, sin embargo, deben ser aplicados por medio de un
cateter transhepatico colocado mediante puncion percutanea de la vesicula biliar o de
las vias biliares (Thistle, 1989). El metil terbutil éter se emplea principalmente en
colelitiasis, mientras que el acido monooctandico en la coledocolitiasis o colelitiasis

resiual.  Ambos disuelven soélo calculos de colesterol que no se encuentren

calcificados.

Continuando con los acidos biliares, se ha probado también la efectividad de
algunos acidos biliares sulfonados analogos de acidos biliares dihidroxilados que
inhiben la formacion de calculos de colesterol y reducen el nivel sérico y hepatico de
colesterol al agregarse a una dieta, sin embargo, no se relaciond directamente su

concentracion en la bilis al termino de la administracién (Cohen et al. 1993).

Lo anterior muestra que, auncue se tiene una gama de alternativas, todavia no se
tiene un método ideal para el tratamiento de la colelitiasis, por lo que se requiere
continuar investigando y evaluando mecanismos y nuevos agentes terapéuticos de
tratamiento, prevencion y disolucion de este tipo de colelitiasis. Entre los
padecimientos mas comunes se encuentra el cdlico biliar, que puede ser aislado o
episodico y consiste de dolor en el hipocondrio derecho o epigastrio perdurando mas
de media hora, otro es la colecistitis aguda e incluso cancer de la vesicula biliar y
muerte (Atilli es al. 1995). A pesar de ser muchas veces asintomatica por aitos, la

colelitiasis puede implicar mas importantes riesgos de los que pueden considerarse.

3.2.5 Colelitiasis del himster
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Debido a la importancia de conocer la etiologia de la colelitiasis humana, asi como
el efecto de diversas sustancias y tratamientos, se han estudiado procesos fisiologicos
normales y patoldgicos en modelos animales. Entre los modelos de colelitiasis de
colesterol se encuentran el ratén albino (Alexander, 1987), la ardilla (Pemsingh e al.
1987), el perro de las praderas (Cohen ¢f al. 1991), los primates (Holzbach, 1984-a) y
por supuesto el hamster (Cardenas, 1991-a).

El hamster dorado, Mesocricetus auratus. (Waterhouse, 1840) es un roedor

estepario de origen Sirio. Su clasificacion es la siguiente (Cuadro 1):

Cuadro 1.

Reino  Animal
Phylum Vertebrados
Clase Mamiferos
Orden Roedores
Suborden Miomorfos
Familia  Cricétida
Género  Mesocricetus

Especie  Mesocricets anratus

(De acuerdo a Hofliman ¢f al. 1968)

El hamster es de habitos nocturnos e hibernante; nervioso y ocasionalmente
agresivo, presentan canibalismo, especialmente marcado en las primeras camadas; su
periodo de gestacion de 16 dias, es el mas corto de todos los mamiferos, e igual son
los primeros en madurar sexualmente, ademas de que nacen ya con incisivos. De modo
peculiar el hamster posee en su boca, aparte de glandulas salivales, abazones
amplianmente vascularizados, los que emplea especialmente para transportar o guardar
comida. A diferencia de la rata, la cual es monogastrica, cl hiamster tienc un estomago
compartamentalizado, consistiendo de un estébmago anterior y un estémago glandular.

E! estomago anterior posee funciones y estructuras similares a las del rumen de
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herbivoros. El ciego esta prominentemente desarrollado y contiene una microflora que
promueve la fermentacion de celulosa, permitiendo la digestion de alimentos vegetales.
Al igual que otros mamiferos, el higado del hamster es el principal sitio de sintesis de
lipidos (Turley ef al. 1988), aunque también la hay en tejidos adiposos blancos y
cafés (Trayhurn, 1980). Asimismo, el hamster, en comparacion con la rata, si presenta
vesicula biliar, y ha resultado ser un buen modelo de colelitiasis que actualmente se
emplea de manera muy frecuente; el hamster se asemeja al hombre en parametros
biliares y en el metabolismo del colesterol (Roda ef al. 1995; Spady ef al. 1983), mas
que el raton o la rata, especialmente ésta ultima que manifiesta una sintesis de
colesterol hepatico proporcionalmente mucho mayor que el hombre (Spady and
Dietsch, 1983). La bilis del hamster consiste principalmente de acidos colico y
desoxicolico conjugados con glicina y taurina, siendo la mayor proporcion de
glicocolato, con menores cantidades de quenodesoxicolato y litocolato. No hay
sintesis de acido muricdlico (Siegel, 1985).

En el hamster, diversas manipulaciones dietéticas han inducido la formacion de
calculos tanto de colesterol como pigmentarios y mixtos. Dam y Christensen (1952)
desarrollaron calculos de colesterol con dietas libres de grasas y con carbohidratos
refinados de facil absorcion, tales como glucosa o sacarosa. Esta dieta eleva la
concentracion biliar de colesterol y disminuye la de sales biliares, favoreciendo la
precipitacion del colesterol. Al administrar grasas insaturadas como aceites de soya e
higado de bacalac se disminuye la frecuencia de calculos, pero no sucede lo mismo
con grasas saturadas como la manteca de cerdo (Christensen ef al. 1964). Cabe
mencionar también que se emplean generalmente hamsters machos jovenes, dado que
hay una marcada diferencia en la sintesis de colesterol hepitico con respecto a las
hembras (Dam, 1969; Spady er al. 1983).

La dieta litogénica sin grasa y alta en glucosa también produce una deficiencia de
acidos grasos esenciales, asi, la actividad de HMG-CoA reductasa se encuentra muy
elevada, por lo que hay un incremento en la sintesis de colesterol por el higado, lo cual
provoca un aumento, aunque moderado, en la secrecion biliar de colesterol recién

sintetizado (Spady et al. 1983). Asimismo, con esa dieta se ha demostrado que
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conforme la proporcion de caseina se substituye por proteina de soya, se reduce la
litogenicidad, asociandose esto con una reduccion def colesterol biliar y un aumento
en la proporcion de sales biliares/colesterol (Kritchevsky and Klurfeld, 1983). En
relacién a lo anterior, se ha observado que las proteinas dictéticas afectan el colesterol
LDL (Kenneth es al. 1995), y también que la hipercolesterolemia causada por la
caseina esta asociada con disminuciéon de los receptores LDL hepaticos (Sirtori,
1995). Este efecto hipercolesterolémico se ha observado también cuando se eleva el
porcentaje de proteina en la dieta, independientemente del tipo de proteina de que se
trate, sin embargo, este efecto es mas pronunciado con caseina que con proteina de
soya (Terpstra e al. 1994). El aumento en el colesterol plasmatico es debido al
aumento del colesterol VLDL+LDL, sin cambios en el colesterol HDL. No se sabe si
estas alteraciones son la causa de los cambios en la secrecion de colesterol biliar.

Por otra parte, la fibra también ha sido tema de estudio en cuanto a su influencia
en la composicion de la bilis, la formacion de calculos, ¢l colesterol sérico y la
histologia de la vesicula biliar ¢ intestino. Las fibras dietéticas difieren en su efecto
fisiologico dependiendo de su fuente, es sabido que los cereales ricos en fibra
hidrosoluble, tales como el salvado de centeno, la fibra de avena, y la de soya, tienen
un efecto hipocolesterolémico, mientras que aquellas abundantes en componentes
insolubles en agua como por ejemplo el salvado de trigo no tienen tal efecto (Zhang et
al. 1994) . Tales alteraciones influyen el metabolismo del colesterol y acidos biliares.
Algunos componentes de fibra purificados como la celulosa y la pectina previenen la
colelitiasis en el hamster (Kritchevsky ¢7 al. 1984). Asi también se ha observado que la
fibra de cebada incrementa la concentracion de sales biliares en la bilis del hamster y
previene la formacion de calculos (Zhang er al. 1990).

En experimentos realizados por otros grupos de investigadores, se encontraron
diferencias entre hembras y machos en la formacion de calculos de colesterol en
hamsters Sasco alimentados con una dieta semipurificada conteniendo 0.3% de
colesterol y 1.2% de acido palmitico, en machos se presentd mas del 90% de
colelitiasis y en hembras no (Ayyad e7 al. 1993-a). Ademas recientemente se demostro

que la adicion de androgenos sintéticos a una dieta litogénica incrementa los




fosfolipidos y el colesterol biliar, lo cual altera la distribucién de colesterol entre
micelas y vesiculas, aumentandolo en estas Gltimas, elevando asi la incidencia de
colelitiasis en hamsters hembras (Ayyad et al. 1995). En un reciente estudio se
demostré en este mismo modelo la inhibicion total de colelitiasis de colesterol con una
dieta litogénica conteniendo 0.1% de acido beta-muricélico, mientras que el acido
hiocolico no fue tan efectivo, apesar de que redujo mas el indice de saturacién biliar
(Cohen, 1995-a). También se ha producido una alta incidencia de colelitiasis de
colesterol (95%) agregando 1.2% de acido palmitico a una dieta con 4% de
mantequilla, caseina, harina de arroz, celulosay 0.3% de colesterol, mientras que la
misma dieta pero sustituyendo la mantequilla con aceite de olivo, de maiz o de

pescado, disminuye significativamente la colelitiasis (Cohen e al. 1992).

Se ha reportado también que la distribucion de colesterol entre vesiculas y micelas
es alterada por el tipo de grasas que se consuman, ya que hamsters alimentados con la
dieta litogénica pero con aceite de cartamo en sustiticion de 1.2% de acido palmitico y
la misma proporcion de colesterol, no forman calculos a pesar de que el indice de
saturacion de colesterol biliar estuvo por encima de la unidad (Cohen ef al. 1995-B).
Ademas en ausencia de colesterol exbgeno ni hamsters Sasco ni Charles River
desarrollaron calculos, sin embargo, en la primera cepa hubo una tendencia a presentar

una mas alta concentracion de lipidos biliares (Cohen ef al. 1995-b).

Se ha ensayado también las grasas en esta dieta buscando reducir la incidencia de
colelitiasis. La administracion de grasas altas en acido linoléico provocan que este
acido se incorpore a fosfolipidos, o cual estabiliza al colesterol en las vesiculas y
retarda su nucleacion, alin cuando la bilis esté saturada del mismo (Ayyad, 1993-b). En
otro estudio se modificd la composicion de lipidos biliares agregando fosfolipidos o
sus componentes a la dieta, como la etanolamina, la cual redujo el indice de saturacion
del colesterol e incremento la produccion de fosfolipidos, éste nltimo efecto también
se observé con la adicion de lecitina en la dieta. Estos resultados muestran que la
solubiliazacion del colesterol en la bilis es afectada por la naturaleza de los acidos

grasos y fosfolipidos biliares (Peled and Gilat, 1994).
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Los calculos pigmentarios también han sido producidos en el hamster con la dieta
libre de grasa y alta en glucosa, aunque en un pequefio porcentaje, mismo que se
incrementa al sustituir la glucosa con sacarosa. Se ha observado que una dieta de
mantenimiento adicionada de colesterol y estrogenos produce cilculos pigmentarios,
que pueden ser prevenidos con acidos ursodeoxicolico y quenodesoxicolico (Cohen ef
al. 1987). Asimismo, se ha establecido la accion litogénica pigimentaria en el hamster,
de la mantequilla de leche de vaca (Granados, 1976), de la vitamina A (Cdrdenas,
1978), tanto como del acetato de retinol como de acido retindico (Cardenas et al.
1991-b) y de carbohidratos refinados como sacarosa, glucosa y fructuosa adicionados
a una dieta basica (Granados ¢/ al. 1979). La prevencidon de esta colelitiasis se ha
logrado con el dcido dehidrocdlico (Granados y Cardenas, 1983), el derivado de aceite
de cirtamo Polifat KA-02 (Cardenas ¢f al. 1989), un extracto hidroalcohdlico de
Gobernadora (Larrea iridentata, Granados y Cardenas, 1994), el ajo (4/liun sativa,
Granados ¢f al. 1991), el azul de metileno (Granados y Cardenas, 1987) y el
hidroxitolueno butilado (Cardenas er al. 1996).
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3.3 GOBERNADORA (Larrea tridentata)

3.3.1 Clasificaciéon

La familia Zygophyllaceae, a la cual pertenece Gobernadora, es una familia de mas
de treinta géneros y mas o menos 250 especies (Jones, 1987), que se distribuyen
principalmente en las regiones tropical y subtropical, aunque también muy a menudo
en zonas aridas, como la misma Gobernadora. El género Larrea comprende a las
especies L. cuneifolia, L. divaricata, L. ameghinoi, L. nitida y L. tridentata (Campos

et al. 1981). La disposicion y clase del tejido esclerenquimatico en la nervadura media

foliar y peciolo permiten la diferenciacién de las especies de Gobernadora (De la

Cerda, 1967). En el cuadro 2 se presenta la clasificacion taxondmica de Larrea

tridentata y en el cuadro 3 se presentan los nombres comunes dados a esta planta.

Cuadro 2. Clasificacion de Gobernadora (Larrea tridentata)

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Sapindales

Familia Zygophyllaceae
Subfamilia Zygophylloideae
Género Larrea

Especie Larrea tridentata Cav.

De acuerdo a: Cronquist, 1987 y Jones, 1987.
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Cuadro 3. Nombres comunes de Larrea tridentata.

Nombres

Lugar
‘Gobernadora’

Norte de México, San Luis

Potost, Ciudad y Edo. de

México.
‘Falsa alcaparra’ Sonora, San Luis Potosi.
"Hediondilla’ Sanora
" Guamis® Chihuahua, San Luis Potosi.
*‘Creosota bush’ Estados Unidos
“Jarilla®, “Jarilla hembra® Arsgentina, Bolivia, Chile.
“Té chaparral®

Estados Unidos y Sudamérica,

3.3.2 Descripeion:

La Gobernadora es un arbusto de 1 a 3, incluso 4m. de altura, muy ramificado y
nudoso, con la corteza muy delgada fuertemente adherida y finas estrias
longitudinales, con muchas lenticelas y grietas, con hojas estipuladas opuestas,

profundamente partidas en dos lobulos divergentes,

tanceolados, encorvados,

recorridos por tres a cinco nervios {Noriega, 1923). Las hojas estan cortamente

pecioladas con nervaduras paralelas, miden aproximadamente lcm. Las estipulas son

pequedas, tuberculosas, rojizas y vellosas. Las hojas son brillantes por estar cubiertas
de una resina, misma que se deposita sobre los 6rganos vegetativos, ésta es secretada
por la epidermis interna glandular de las estipulas que estan situadas en los nudos (De
ta Cerda, 1967), la resina es adhesiva, aromitica y sirve de proteccion contra la sequia

formando una cubierta impermeable que impide la pérdida de agua almacenada por fa
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epidermis foliar y por el tejido acuifero subepidérmico del tallo, éste ultimo, es
erguido, lefioso, cilindrico, nudoso e inerme. Las flores son solitarias, amarillas, de
corto pedanculo, con 5 pétalos caedizos imbrincados, caliz con 6 sépalos concavos,
ovario sésil pentaloculado cubierto de pelos sedosos, hermafroditas y entomégamas.
Los 6rganos masculinos se componen de diez estambres, cada filamento tiene una
escamilla amarilla y anteras arqueadas. Su fruto es capsular piramidado, velloso,
dehiscente en 5 carpelos con 5 semillas alargadas negras. Toda la planta despide un
olor penetrante y tiene un sabor amargo; es perenifolia, reteniendo muchas de sus
hojas a través de la sequia, la cual soporta, al igual que las bajas temperaturas, sin
suffir dafios irreparables, ya que el contenido de agua de las hojas puede bajar a menos
del 50% de su peso seco, en contraste con las mesofitas lefiosas, en las cuales el agua
contenida por lo general fluctia entre 100 y 300% de su peso seco. Gobernadora

tienen un sistema radical muy profundo (Cronquist, 1987) Fig. 5.

3.3.3 Distribuciéon geografica:

De acuerdo a la clasificacion de los tipos de vegetacion de México (Rzedowsky,
1998), Larrea tridentata se encuentra ubicada, dentro del tipo Matorral xerofilo. Esta
especie es una planta inerme parvifolia de reproduccion espontanea, de abundancia
extraordinaria en las tierras aridas mexicanas, superando cuantitativamente la existecia
de agaves, euforbiaceas, yucas y Prosopis juliflora. En el censo de recursos forestales
del desierto ocupa el primer lugar (De la Cerda, 1967). Las especies de Larrea se
localizan hasta altitudes de 3000msnm, pero su abundancia se incrementa entre 700 y
1200msnm. Su presencia indica ausencia de alcalinidad en los suclos. Crece en

terrenos aridos e infértiles para la agricultura (Rzedowski, 1994).

Esta planta es abundante en San Luis Potosi, Coahuila, Chihuahua, Durango,
Sonora, Zacatecas, Baja California Norte y Sur, y al suroeste de los Estados Unidos en
Arizona, California, Nevada, Texas y Nuevo México asociada a bosque tropical
caducifolio y matorral xerofilo. (Garcia, ¢/ al. 1961). Ciertos factores del medio

limitan su distribucion, de acuerdo a la clasificacion climatica de Koéppen; se observo
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que cubre casi todas las regiones de clima muy seco BW y solo una pequeifia parte de
regiones de clima seco BS (Garcia, ef al. 1961). Fig. 6.

Ademas de su distribucion en Norteamérica, se distrubuye también abundantemente
en las zonas de clima arido de Sudamérica, sobre todo las de Argentina y Bolivia, que
poseen también una serie de elementos floristicos comunes con los de México, a pesar
de la distancia actual entre ellos. Se ha propuesto que entre otras especies, Larrea, es

de extraccion sudamericana y que posee taxa vicariantes (Hunziker er al. 1977).

3.3.4 Fitoquimica

Larrea es una fuente notable de productos naturales con aproximadamente 50% de
peso seco de las hojas de éste género como material extractable. De los cientos de
compuestos conocidos producidos por los miembros de éste género mas de 125 han
sido caracterizados estructuralmente. La resina que cubre la superficie externa de las
hojas de la planta, proporcionan 19 agluconas flavonoides, mas diversos lignanos
incluyendo notablemente el antioxidante dcido nordihidroguaiarético. Algunos
flavonoides glucosilados, sapogeninas, aceites esenciales, alcaloides halogénicos (INI,
1994) y ceras también han sido aisladas de la Larrea (Romo, 1985). Entre la mayoria
de plantas de zonas aridas en el hemisferio occidental que se han investigado, las
especies de Larrea son quizas las mas diversas quimicamente.

Los constituyentes volatiles de la planta tienen una variedad de funciones
incluyendo la de atrayentes de polinizadores e inhibidores alelopaticos, en algunas
ocasiones, estos constituyentes también sirven para ayudar a los insectos a buscar
alimento y sitios de apareamiento (Mabry ¢t al. 1977). Larrea tridentata contiene
cerca de 0.1% de aceites voldtiles. Usando cromatografia de gas y espectrometria de
masa, 67 compuestos voldtiles han sido identificados, los cuales constituyen mas de
90% de los aceites de Larrea. El 10% restante del aceite, es una mezcla compleja de
mas de 300 constituyentes menores. Los principales grupos de los compuestos
volitiles son monoterpenos  hidrocarbonados, monoterpecnos  oxigenados,

sesquiterpenos, aromaticos y miscelaneos, que son cualitativamente muy similares
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Figwra 6. Distribucion de Larrea tridentata en México.
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entre las especies de Larrea y varian entre si solo cuantitativamente (Mabry and
Bohnstedt, 1981). Aunque los productos de la via del acido mevalonico son
predominantes (especialmente alfa y beta-pineno, calamineno, gama-eudesmol,
limoneno y otros), el aceite volitil también contiene productos de icidos grasos y de la
via del acido shikimico. El tipico olor de Larrea es obviamente debido a un gran
numero de sustancias; sin embargo, la presencia de la vinil cetonas (1-hexen-3-ona, 1-
hepten-3-ona y I-octen-3-ona) y metil cetonas (2-heptanona, 2- undecanona, 2-
tridecanona y otros) probablemente contribuye significativamente al olor caracteristico
pues individualmente ellos reflejan aspectos del olor de la planta.

En términos de sus productos naturales, Larrea es mas conocida por la gran
cantidad del lignano &cido nordehidroguaiarético (NDGA) o dihidro-norguaiarético,
que es depositado en toda la planta (Lara y Marquez, 1996) (Fig. 7.) Se encontrd que
entre 5 y 10% del peso seco de las hojas de L. tridentata consiste de NDGA. Este y
otros fenoles que existen en la superficie de las hojas de la planta pueden representar
una importante defensa contra herbivoros (Mabry and Bohnstedt, 1981).

El papel de la mayoria de los flavonoides en las plantas es desconocido, aunque
para algunas de ellas, funciones tales como antimicrobial, propiedades de impedimento
a herbivoros, proteccién contra radiacion UV y pérdida de agua, han sido bien
establecidas. En cualquier caso, las grandes cantidades de flavonoides producidos por
micmbros de Larrea, especialmente en la superficie de las hojas, sugiere que esas
sustancias son importantes factores en el éxito de la especie en ambientes desérticos
(Mabry et al. 1977).

Tres esteroles han sido identificados en L. rridentara: campesterol, stigmasterol y
sitosterol, Ademas de saponinas del tipo C30 que representan menos del 1% del peso
seco de esta especie, siendo el principal componente el acido ursélico (Mabry and
Bohnstedt, 1981). Se han aislado alcaloides en la corteza y raices, pero no en las hojas

y flores. (Lara y Marquez, 1996).
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Figura.7.Lignanosde L. fridentata.

Acido Guayarético

OCH,

H

Acido dihidroguayarético

Norisoguayacin

45




3.3.5 Usos de Larrea tridentata:
i) Medicinales

Son diversos los padecimientos en los que se aplican las propiedades medicinales
de la gobernadora, siendo su uso mas comin en aquellos que son de origen renal y

ginecoldgico, entre otros.

Se recomienda para deshacer los calculos renales o de vejiga, tomando como agua
de uso la coccion de ramas o de toda la planta; para otros malestares renales, tales
como dolor de rifidn, mal de orin, cistitis y tapiadura, se administra en ayunas el

cocimiento de ramas jOvenes, raices, hojas o corteza,.

Asimismo, se emplea contra la esterilidad mediante lavados vaginales con el
cocimiento de las hojas o se toma el té 9 dias antes y después de la menstruacién por 3
meses. Como conceptivo por enfriamiento de la matriz, se dice que es efectivo un té
de la mezcla de gobernadora, manzanilla y canela. Se usa también para quitar los
“entuertos” y dolores menstruales. Aunque suelen usarse las raices, ramas o corteza en

cocimiento como abortivo.

De igual forma, se utiliza para las reumas el cocimiento de la planta o las ramas
puestas en alcohol reposadas por un dia, en frotacion de la zona dolorida. No obstante
se emplea para otra gran variedad dec padecimientos como anemia, catarro,
diabetes,dolor de cabeza y estomago, infecciones, buena cicatrizacién, hemorroides,

mala digestion, presion sanguinea, tlcera, tos, etc. (IN1, 1994).

A Gobernadora se le han atribuido propiedades antimicéticas (Barragan es al
1994), antibidticas (Zamora y Mora, 1985). antiaparasitarias contra amiba y helmintos,
actividades que presenta un metabolito muy abundante en las hojas de Gobernadora, el
acido nordehidroguaiarético (Mabry er al. 1977). Al acido nordehidroguaiarético se le
han atribuido propiedades antitumorales (Oliveto, 1972), y se¢ empleaba como
antioxidante en alimentos hasta la decada de los 60’s, sin embargo se prohibié su uso
por el hallazgo de que inhibe numerosos sistemas enzimaticos a bajas concentraciones

incluyendo peroxidasa, catalasa y etil alcohol dehidrogenasa, asi como los sistemas
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mitocondriales NADH-oxidasa y succinoxidasa (Timmermann, 1981). Hamsters
alimentados con NDGA por largos periddos de tiempo no mostraron efectos
deleterios, y fue considerado como relativamente no toxico en pruebas agudas en rata
y ratoén (Oliveto, 1972). Posteriormente se alimentaron ratas con dietas adicionadas de
3% de NDGA, desarrollandose multiples puntos negros corticales y quistes medulares
en el riiion, por lo cual fue eliminado como aditivo de alimentos por la U.S. Food and
Drug Administration (Timmermann, 1977). Asimismo se ha publicado que esta planta
provoca el envenenamiento de botregos cuando se come durante afios y se observa
mayor mortandad entre los animales prefiados. También se ha sefialado que causa

dermatitis alérgica de contacto (Mitchell y Rook, 1979).

Las tribus indias de norte y sudamérica, como fos Pima lo llaman en su medicina
tradicional, té chaparral y han empleado principalmente infusiones de hojas y talluclos
conio un emético y como cataplasmas para el dolor causado por heridas, es tomado
para enfermedades venéreas, tuberculosis, constriccion intestinal y usado como un
antiséptico, espectorante, diurético y tratamiento para resfriados y reumatismo.
También se usa como tdnico para el cabello y para aliviar el dolor en neuritis ciatica ¢
inflamacion del tracto respiratorio e intestinal. Las hojas secas y pulverizadas son
usadas para tratar dolor, inflamacion y heridas en humanos y animales domésticos.
Para varicela y reumatismo sc da un baiio con hojas remojadas en agua (Timmerman,
1977).

La Gobernadora también ha sido aplicada contra enfermedades del higado
(Estrada, 1985). Maximino Martinez sefala que el cocimiento disuelve los calculos
renales y vesicales (Martinez, 1969, Diaz, 1976). Esta misma infusion se cita
recientemente contra la disuria y disolucion de cilculos renales y vesicales (Lara y
Marquez, 1996). En este laboratorio se demostro que la adicion del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Gobernadora al nivel de 4% en la dicta previene la

colelitiasis pigmentaria producida por vitamina A, en ¢l hamster (Granados, 1994).
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ii)No medicinales

La extraccion, cristalizacion y uso del NDGA de Gobernadora como un
antioxidante relativamente no toxico fue patentado varias veces. Su adicion a grasas en
concentraciones de mas de 1% fue aprobado por Meat Inspection Division of the War

. Food Administration en diciembre de 1943. Sin embargo, como ya se dijo, fue
posteriormente prohibido su empleo en alimentos. El NDGA es actualmente empleado
como antioxidante en el almacenaje de hules naturales y sintéticos. También la resina
de Gobernadora se utiliza en las areas del hule como antioxidante. Otra aplicacion de
la resina es la de polimero termofijo como adhesivo para triplay y carton comprimido,
y debido a sus fuertes propiedades antimicrobianas, la resina evita la pudricién de las
fibras naturales. En farmacologia se ha utilizado para cubrir capsulas, tabletas y
pastillaje (De la Cerda, 1967) .

La coccion de Gobernadora ha sido empleada como desincrustante de sales
calcareas, destapacaiios y quitasarros de calderas y tuberias, asi como para limpiar el
cafion de los fusiles. En Estados Unidos. La resina puede utilizarse como barniz de
brocha por la polimeracion que presenta, y el aceite esencial se ha empleado en
jaboneria y cremas, por su fragancia, asi como en grasas para calzado; por su
contenido en tanino sirve en curtiduria (De la cerda, 1967). La planta entera ha sido
empleada como material para techar casas de adobe y como lefia. (Timermmann,
1977).

De la gobernadora se puede obtener celulosa de calidad igualable a la de coniferas,
y por ser un recurso tan abundante en los desiertos Gobernadora podria ser una buena
fuente alimenticia para el ganado, similar a la alfalfa, pues contiene minerales,
carotenos, aminoacidos y una buena cantidad de proteinas digestibles (16%), sin

embargo se requiere eliminar las resinas y el olor (De la Cerda, 1967).
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4.1.1 OBJETIVO GENERAL:

-Estudiar la utilidad de la Gobernadora (Larrea tridentata) en el tratamiento de los

calculos biliares de colesterol .

4.1.2 OBJETIVOS PARTICULARES:
-Investigar el uso actual en Ciudad de México de la Gobernadora.

-Poner a prueba en el hamster dorado la posible accion preventiva de dos extractos de

Gobernadora sobre la colelitiasis de colesterol.

-Determinar el efecto de los extractos de Gobernadora sobre la composicion de la bilis

del hamster dorado, y sobre los niveles de colesterol y triglicéridos en suero.
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5§ MATERIALES Y METODOS

5.1.1 Obtencidon de la planta y encuesta:

La planta empleada para realizar los extractos, se obtuvo en el mercado de Sonora
de un lote traido en noviembre de 1994 desde San Luis Potosi. Ejemplares de la
especie que nos ocupa se colectaron también en San Luis Potosi, se identificaron
taxonémicamente y se compararon con muestras del material que se obtuvo en el
mercado para corroborar que se tratara de la misma especie, se depositaron ejemplares
en los herbarios siguientes: Herbario Nacional de México del Instituto de Biologia de
la UNAM (MEXU), con el nimero 534807, Herbario Institucional de Plantas
Medicinales de! Centro Médico S. XXI (IMSSN), con los niimeros 11319, 11320 y
11321; Herbario de la Facultad de Ciencias de ia UNAM (FCME), con en nimero
048231, y Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del IPN (ENCB).

Asimismo, para determinar la utilidad, aplicacion, procedencia y otros nombres
asignados a la Gobernadora en la Ciudad de México, se llevé a cabo una encuesta en
los mercados de Sonora, La Merced, Coyoacan, Xochimilco y Salto del Agua, el
método de encuesta-compra. Se entrevisto a 40 vendedores de plantas medicinales

mediante un cuestionario previamente elaborado (Apéndice).

5.1.2 Preparacion de extraclos:

El extracto alcoholico se prepard pesando 100g de hojas y pequefios talluelos,
€éstos se colocaron en un matraz de 2 litros y se les agregéd 1 litro de etanol absoluto,
se agito durante 30 minutos a temperatura ambiente, se filtrd a vacio en papel Watman
No.1 y se evapord hasta aproximadamente 40ml. Se coloco en caja de Petri y se dejo
evaporar en la estufa a 40°c durante la noche. Se obtuvieron aproximadamente entre 9
y 10g de resina de cada lote de extracto alcoholico.

Para el extracto acuoso se pesaron 100g de hojas y pequefios talluelos, que se
colocaron en un matraz de 2 litros que contenia | litro de agua destilada hirviendo, se

dejo hervir y se agitd por 10 minutos. Se paso por un cedazo y luego por una tela
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nylon fina, para que no quedaran residuos de la planta, el extracto que quedaba de
aproximadamente 750ml se repartio en tres matraces kitazato de 11, se dejo enfriar y
luego se congelaron con hielo seco y acetona y se puso a liofilizar.

Tardd aproximadamente 24 horas en liofilizarse cada matraz kitazato. Se obtuvieron

entre 15y 20g de polvo.

5.1.3 Pruebas quimjcas en ¢l extracto alcohdlico:

Debido a la mayor efectividad del extracto etandlico en la prevencion de calculos,
se decidio realizar pruebas para determinar los principales grupos de metabolitos
secundarios presentes como se describe:

Se pesaron 50mg de extracto alcohdlico y se adicionaron 10 ml de metanol,
posteriormente para corroborar el resultado se duplico la concentracion, de ambas

soluciones madre se tomo 1 ml para realizar cada una de las pruebas siguientes:

-Prueba de terpenos-esteroides de Liebermann-Burchard,

Se mezclaron | ml de cloroformo y 1 m! de anhidrido acético a 0°C y se afadié una
gota de acido sulfurico concentrado. Se agrego 1 ml de reactivo a la solucion
problema. La prueba es positiva si se obtiene una coloracion verde (para terpenos) o
rosa (para esteroides).

-Prueba de Shinoda para flavonoides.

Se agrego un trozo de limadura de magnesio y una gota de acido clorhidrico
concentrado a la solucion problema. Se observa un cambio de coloracion: anaranjada,
rojo-azuloso, rojo o violeta si estan presentes flavonas, flavonoles, flavononas,

flavanonoles o xantonas.

-Prueba de Mélish para glucosidos.
Se agregaron 2 gotas del reactivo alfa-naftol y, estratificando, 1 ml de acido
sulfiirico concentrado a la solucion problema. Si la prueba es positiva se observa un

anillo violeta entre las fases.
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-Prueba de alcaloides con el reactivo Draguendorft.
Se evaporé 1 ml de la solucion problema y -se redisolvié en 1 mil de acido
clorhidrico al 1%, se agregaron dos gotas del reactivo. La prueba es positiva si se

forma un precipitado.

-Prueba de alcaloides con acido silicotiingstico.

Esta prueba se llevo a cabo tratando la solucion problema como en la anterior, y

esta es positiva también si hay formacion de un precipitado.

5.1.4 Animales:

En ¢l presente estudio se emplearon hamsters dorados machos (Cepa ChCM) de 60
dias de edad promedio incial, el peso promedio fue de 90.2 % 0.25g inicialmente, los
animales fueron obtenidos de la colonia que sc tiene en el Bioterio de la Facultad de
Ciencias de ]a UNAM. Los animales fueron mantenidos en baterias experimentales con
jaulas de acero inoxidable con piso y frente de malla de alambre, bajo condiciones
ambientales de temperatura y humedad y con un fotoperiodo de 10 hde luzy 14 h de

obscuridad. Cada jaula tenia tres animales.

5.1.5 Dietas:

Como dieta basica de mantenimiento se suministré Nutricubos Purina para
Roedores Pequeiios de Purina S.A., México, D.F.. Los materiales para la elaboracion
de las dietas experimentales fueron los siguientes; caseinato de calcio de Aranz
Comercial S.A., Méx., D.F., glucosa anhidra (Polidex M.A.) de Aranz, S.A., México,
D.F., mezcla de minerales No 2 USP XIll y suplemento para mezcla de minerales No.
2 USP XIII de ICN Biomedicals México, Méx., D.F., vitaminas de Productos Roche
S.A., México, D.F., cloruro de colina de Sigma Chem. Co., St. Louis, Mo, USA.

La mezcla de vitaminas contiene por 100g de dieta, lo siguiente: biotina 0.05mg,
acido folico 0.05mg, acido ascorbico 5.0mg, clorhidrato de tiamina 5.0mg, riboflavina

5.0mg, clorhidrato de piridoxina 5.0mg, cianocobalamina 3.0pg, pantotenato de calcio
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5.0mg, niacinamida 8.0mg, vitamina A 670 UI, vitamina D 133 UI, vitamina E 20mg,
vitamina K 0.06mg, acido p-aminobenzoico 35mg. La mezcla de minerales adicionada
a las dietas estuvo compuesta por 4 partes de mezcla de minerales No 2 USP XIIl y |

parte de suplemento para mezcla de minerales No. 2 USP XIII.

En el presente estudio se empleo la Dieta litogénica de Dam, la cual contiene 20%
de caseinato de calcio, 74.3% de glucosa anhidra, 5% de mezcla de minerales, 0.5%

de mezcla de vitaminas y 0.2% de cloruro de colina (Dam 1969).

5.1.6 Disefio experimental;
Se realizé 1 experimento, en el cual se comparo el efecto de la dieta litogénica de

Dam (1969), libre de grasas y alta en glucosa contra la misma dieta litogénica mas los
extractos alcohélico y acuoso cada uno por separado. Para esto se formaron 4 grupos
de 12 animales cada uno y se alimentaron durante 62 dias con las siguientes dietas y

agua corriente ad libitunr:

Grupo 1: Nutricubos Purina pulverizados

Grupo 2: Dieta litogénica de Dam (DL)

Grupo 3: DL con sélo 73.8% de glucosa, adicionada de 0.5% de extracto alcohdlico
de Larrea tridentata.

Grupo 4: DL con sélo 73.3% de glucosa, adicionada con 1.0% de extracto acuoso de
Larrea tridemata.

En las dietas de los grupos 3 y 4 los extractos se agregaron en sustitucién de los
porcentajes de glucosa de la dieta litogénica. Para mezclar ¢l extracto alcohélico con
la dieta, se le agregaron 5ml de alcohol y se calentaron a bafio maria para poder
desprenderlo, en otra caja de Petri previamente pesada, se pesaron 10g de resina para
cada 2 kilogramos de dicta, luego se agregd a un mortero con 50g de glucosa, se
mezcld y se pasdé por un cedazo, cada residuo que no pasaba se mezclaba nuevamente
con mas glucosa, hasta obtener por completo un polvo homogéneo con toda la

glucosa correspondiente para poder mezclarla con el resto de los componentes de la
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dieta. El polvo de extracto acuoso se pasd por el cedazo y se mezcld primero con la
glucosa y después esta con todos los demas componentes de la dieta. . El extracto
acuoso se adiciond a la dieta al nivel de 1% considerando que un litro de extracto da
un 2% de materia seca por liofilizacién, y una persona de 70kg que tome 1L de
extracto por dia ingeriria el equivalente a 27g de liofilizado o sea 385mg/kg de peso
corporal. De acuerdo al consumo de alimento y peso de los animales del Grupo con
1% de extracto acucso en la dieta corresponde a una dosis de 989mg extracto /kg de
peso corporal, que corresponde aproximadamente al triple de la dosis calculada para
el humano. Para la dosis de extracto alcoholico se considero que de hojas y talluelos
de Gobernadora se obtiene la mitad de éste que del acuoso en materia seca, por lo que

se dio la mitad de 1a dosis del acuoso, o sea 0.5% en la dieta.

A los 55 dias experimentales se midié el consumo de alimento, para lo cual al
medio dia se colocaron 50g de las dictas correspondientes en cada jaula de los
diferentes grupos, a las 24 horas se peso el alimento sobrante.

Los animales de todos los grupos fueron pesados semanalmente para determinar
sus curvas de crecimiento.

Al cabo de los periodos experimentales los animales fueron puestos en ayuno la
noche anterior, pesados y anestesiados con pentobarbital (Anestesal de Smith Kline &
French S.A.) inyectando intraperitonealmente la dosis de 6mg/100g de peso corporal,
i.p.). A través de una incision ventral de aproximadamente lcm se ligod el conducto
cistico y se coloco en el colédoco una canula de polictileno PE-10 (Clay Adams,
Parsippany, NJ, USA). Se colecto bilis por 1 hora, inmediatamente después de ser
canulado. La bilis se colectoé en tubos Eppendorf de 2ml previamente pesados, los
cuales se mantuvieron en hielo. Muestras de bilis se extrajeron el mismo dia de toma
de muestras para el analisis de fosfolipidos, el resto de la bilis se mantuvo a -20°C, y
se analizaron en el curso de las siguientes 2 semanas para colesterol y sales biliares.

Inmediatamente después de colectada la bilis, los animales fueron anestesiados con
éter, sangrados por puncion cardidca con jeringas de 3ml y agujas 25G, estas muestras

de sangre se dejaron coagular por media hora a temperatura ambiente y
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posteriormente fueron centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos para obtener el suero,
el cual se colectd en tubos Eppendorf de 2ml, se mantuvieron en hielo y se analizé el
mismo dia colesterol sérico total y colesterol HDL. Aun bajo anestesia los animales
fueron sacrificados por fractura de nuca y se realizaron inmediatamente las necropsias
parciales (térax y abdomen), examinindose la vesicula biliar y su contenido con
microscopio estereoscopico (Zeiss, West Germany) para determinar la presencia de
cllculos o cristales de colesterol. El higado fué disecado y se registraron los pesos en

una balanza analitica Mettler A30.

5.1.7 Anailisis de muestras:
-Colesterol en bilis: se determindé por método enziméatico con juego de reactivos

Merck (Merck México S.A.), por el método Trinder, cuyo principio es el siguiente:

Colesterol

Estercs de colesterol + HO cn——»- Colesterol + Ac. grasos

esterasa

Colesterol
Colesterol + Oy Colesten-3ona + HyOo

oxidasa

Peroxidasa

2H5 05 + 4aminoantipirina + Fenol ——» Quinonimina + 4H50
El colesterol se determina después de ser hidrolizado y oxidado enziméticamente.

En la oxidacién se produce HyO, que, en presencia de peroxidasa reacciona con 4-

aminoantipirina y fenol se transforma en el cromédgeno quinonimina.
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La determinacion se realizo asi: a 100ul de bilis se les agregaron 500u! de reactivo
Trinder, inmediatamente se leyo la absorbancia a 546nm en espectrofotometro Baush
& Lomb modelo Spectronic 21, se incubaron por 15 minutos a 37°c y se volvio a leer
la absorbancia de las muestras. Para calcular la concentracién de colesterol en la
muestra la diferencia en absorbancia inicial y final se comparé con la de un estandar de
colesterol de 200mg/dL tratandolo igual que a la muestra.

-Sales biliares: se determinaron enzimaticamente en el siguiente medio de
incubacion: 1.5mi de 0.133M Tris-HCl con 0.666M EDTA, Imi de Sulfato de
Hidrazina IM ambos a pH 9.5, 0.3m! de 3.33mM B-NAD, 0.1m! de Deshidrogenasa
30-Hidroxiesteroidea (2U/ml) para muestras (por duplicado) y 0.1mi de KHPO4
10mM a pH 7.2 para blancos. A este medio preparado justo antes del ensayo se
agregaron 0.1ml de bilis:metanol (1:9), se mezclé y se dejaron por una hora a
temperatura ambiente, al cabo de la cual se determind la absorbancia a 340nm con
lampara de UV en un espectrofotometro Bausch & Lomb modelo Spectronic 21. Se
empled un coeficiente de extincion mM de 6.22 para el NAD en el calculo de la
concentracion de sales biliares (Imol de NAD es proporcional a 1 mol de sales

biliares) (Turley and Dietschy, 1978).

-Fosfolipidos biliares: se determinaron como fésforo organico de la siguiente

manera: a 50ul de bilis se agregaron 0.7ml de agua y 2.1ml de CHCI3:McOH (2:1), se

agitd en vortex por 30 segundos y se centrifugé a 3000rpm por 5 minutos en una
centrifuga Sol-Bat C300. Se colocaron 0.4mt del extracto cloroférmico por duplicado

en tubos pequeiio de vidrio y se evaporo el CHCI3. Al extracto se le agregaron 0.2ml
de HpSO4 10N, se mantuvieron por 2 horas a 150-160°C en un baiio de parafina,
luego se les agregd 2 gotas de HyOjp y se mantuvieron por otra hora a 150-160°C. A

este extracto digerido se le determind fosforo inorganico por el método de Fiske-

Subbarow modificado por Bartlett (1959) asi: al extracto digerido con 10N H3804 se

le agregd 0.75ml de HyO desionizada, 0.2ml de Molibdato de Amonio ((NH4)g al 5%
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Mo7034 * 4H30) y 0.05ml de Solucion reductora (10mg de 1-amino 2-naphtol 4-
sulfonic acid mas 120mg de NaySO3 mas 600mg de Bisulfato de Sodio en 5ml de
H20 desionizada), agitando después de cada adicion, luego se incubd 10 minutos en

bafio maria a punto de ebullicion, se enfrié y se leyo la absorbancia a 700nm. Se
realizé una curva patrén de fosforo inorgéanico para calcular el contenido de éste en las

muestras {1 mol de Pi es proporcional a 1mol de fosfolipidos).

-Colesterol sérico total: se determiné enzimaticamente con un juego de reactivos
Sigma (Sigma Diagnostics, St Louis, Mo, USA), el cual es una modificacion del
método de Allan, e/ al. El principio es el mismo que para colesterol en bilis, excepto
que en lugar de fenol emplea p-hidroxibenzenosulfonato. Para la determinacion se
tomaron 10ul de suero y se le agregaron 500p1 de reactivo de colesterol, se incubaron
por 15 minutos a 37°C, sc ley6 la absorbancia en espectrofotémetro a 546nm. Se
calculd la concentracion de colesterol, comparando la absorbancia de la muestra con la

de un estandar de 200mg/dl tratado igual que la muestra.

-Colesterol HDL: se determiné con Reactivo Precipitante para Colesterol HDL
(Merck, S.A. de C.V., México). El fundamento de la prueba es el siguiente: la adicion
de acido fosfotungstico e iones de magnesio a la muestra de suero provoca la
precipitacion de los quilomicrones, VLDL y LDL. El sobrenadante de la
centrifugacion contiene las HDL, cuya concentracion de colesterol es determinada
enzimaticamente. Para la determinacion se pipeted en tubos de centrifuga 100ul de
suero y 200ul de solucién precipitante Merck. Se mezcld y se dejé en reposo 10
minutos a temperatura ambiente, después se centrifugd 12 minutos a 3470 rpm. Se

determiné colesterol en 50pl de sobrenadante, como se hizo para colesterol en suero.
-Triglicéridos séricos: se analizaron por método enzimatico con juego de reactivos

Boheringer Mannheim (Triglicéridos GPO-PAP, Mannheim Alemania), que se basa en

el fundamento siguiente:
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lipasa

Triglicéridos + H30 — o glicerol + 3 RCOOH

Glicerol
Glicerol + ATP ———»  glicerol-3-fosfato + ADP

kinasa

GPO
Glicerol-3-fosfato+ Oy . dihidroxiacetona-fosfato + HoO»

Peroxidasa
H203 + 4-aminofenazona + 4-clorofenol
4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona + 2 HyO +

HCL

Para la determinacion se pipetearon 10ul de sucro y se le agregd Iml de reactivo,
se incubaron por 10 minutos a 25°C, y se leyd la absorbancia en espectrofotémetro a
546nm. La concentracion de los triglicéridos se calculé multiplicando la extincién de

la muestra por ¢l factor 1040 para obtener ing de trigliceridos/dl.

-El indice litogénico de la bilis: se calculdé por medio de las tablas publicadas por
Carey, 1978-b). Para ello primero se calcula el porcentaje molar de colestero! en la
bilis, respecto de los lipidos biliares (considerando un peso molecular para colesterol
anhidro de 387, para una mezcla de sales biliares de 491 y para lecitina biliar de 775).

Se calcula luego la proporcién molar [Lecitina] / [sales biliares] + [lecitina), y la
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concentracion total de lipidos biliares en mg/dl. Todos estos parametros afectan la
capacidad de la bilis para mantener el colesterol en "solucién”. D¢ las tablas se obtiene
el maximo porcentaje molar de colesterol que en equilibrio puede mantener en
solucion Ia bilis con una X proporcién molar de [Lecitina] / [sales biliares) + [lecitina]
(denominado como N) y Y concentracion total de lipidos. El indice litogénico resulta

de dividir el % molar de colesterol presente en la bilis entre el obtenido de tablas.

5.1.8 _Analisis estadistico:

Los resultados son expresados en promedio * desviacion estandar y entre
paréntesis se presenta el tamaiio de la muestra; éstos se analizaron mediante analisis de

varianza de dos vias y prueba de Bonferroni, con un nivel de significancia del 0.05%.



6 RESULTADOS

6.1 Encuesta sobre Gobernadora;

De las encuestas que se realizaron en los diferentes mercados de la Ciudad de México,
se obtuvo la informacién que se presenta en el cuadro 4. En éste se encuentra la
informacién mds relevante acerca del uso de la planta medicinal en nuestra ciudad. Fue
claro que el nombre comin predominante es el de Gobernadora en todos los mercados,
mientras que las respuestas en cuanto al uso, fueron méis diversas, al parecer el uso
predominante es el de contrarrestar la “frialdad de la matriz”, que se relaciona con la
esterilidad, en segundo término se mencionaron las enfermedades reumdticas,
recomendindola igual que en el uso anterjor, por la propiedad de ser una planta de tipo
“caliente™. A continuacion se recomendé para aliviar las enfermedades renales, tales como
cdlculos, mismos que disolvia e iba expulsando, y contra dolor e inflamacién
principalmente. Con una menor frecuencia mencionaron el padecimiento de nuestro interés,
¢ incluso cabe decir que se menciond contra ambos tipos de colelitiasis a la vez, 1a renal y
la vesicular, sin hacer distincién en ellas, y s6lo de manera muy aislada se recomend6
también para bajar los niveles de colesterol y dcido drico.

En cuanto al manejo para su uso, coincidieron en tomar el hervor de un puito de hojas
y talluelos en un litro de agua y tomarlo en ayuno, como agua de uso comiin o tres tazas
al dfa, sin destacar ninguna diferencia importante en éstas formas de consumo, o bien, en
¢l caso de dolor reumitico, en general, se deja macerar la planta en alcohol por una semana
y se frota. Por otro lado, los sitios de abastecimiento son en primer lugar el estado de San
Luis Potosf y Zacatecas, aunque los mercados del sur como el de Coyoacin o Xochimilco
se abastecen incluso del mismo mercado de Sonora, ademds curiosamente nombraron el
estado de Guerrero como sitio de procedencia, el cual no se menciona dentro de la
distribucién de la planta. Finalmente, otra parte de la informacién importante que se
obtuvo es el saber especificamente si la emplean para calculos, ya sea biliares o renales, y
mis del 50% respondié afirmativamente, auque cabe mencionar, que en pocas ocasiones
se recomendo solo  para célculos renales, ya que era muy fuerte en el caso de los vesicales

y podria daiar en vez de aliviar, y de ahf se derivo que era conveniente que hubiera lapsos

de d > de aproxi un mes, por tres de su consumo.




CUADRO 4.

1.;Cudles nombres se le dan a la planta?

Frecuencia Porcentaje
Gobernadora 40 100
Guamis 1 25
Falsa alcaparra 1 2.5
2. Usos (Medicinales, industriales, otros).

Frecuencia Porcentaje

Enfermedades Renales y Vesiculares 15 37.5
Frialdad de la matriz 36 920
Enfermedades Renales 20 50
Inflamacion 20 50
Colesterol alto 2 5
Exceso de dcido urico 1 2.5
Enfermedades Reumiticas 28 70

3. Formas de consumo y/o aplicacion. (Partes de la planta. Hervida, enjuagada, frotada.
En ayuno, como agua comun, lapsos de descanso, etc.)

-Hervir 1 pufio/} agua:

a)lomar como agua comtin 23 57.5
b) ” 3 tzs./dia 3 1.5
c) * en ayuno 4 10
-Hervir 100g/l: como agua comiin 4 10
-1 puiio/l de alcohol, 8 dias en  maceracion, 19 47.5
frotar
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4, Procedencia y distribucién.

Zacatecas 25 62.5
Sn.Luis Potosi 30 75
Mercado de Sonora 3 7.5
Guerrero 3 7.5
5. Fecha de abastecimiento al lugar (Mercado).

c/2 meses 6 15
c/3 meses 21 52.5
c¢/4 meses 13 32.5
6. ¢(La emplean para curar célculos de la vesicula?

Si 27 67.5
No 13 32.5

Nota: En algunas preguntas, los porcentajes de respuesta exceden al 100%, esto es
debido a que las personas dieron mds de una respuesta y el porcentaje fue obtenido

considerando el nimero de éstas entre el total de encuestados.

Pruebas_quimicas en el extracto_alcohdlico:

Debido al efecto preventivo del extracto alcohélico de Larrea, se decidid realizar
pruebas quimicas semicuantitativas con dos diferentes concentraciones del extracto (50 y
100mg/ml), para identificar los principales grupos de metabolitos sccundarios en el
extracto alcohélico. De éstas se obtuvicron resultados negativos para el caso de terpenos
y esteroides, glucosidos y alcaloides. Solo fue positiva la prueba para detectar
flavonoides, observandose un ligero cambio de coloracion anaranjada, proporcionales a
las dos concentraciones ensayadas, lo que indica una baja concentracién de estos ;

compuestos en ¢l extracto. No se pudo analizar para lighanos .
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6.2 Efecto de los extractos de Gobernadora en la colelitiasis de colesterol del
himster
Experimento en hamsters:

La dieta litogénica de Dam es una dieta nutricionalmente deficiente en acidos
grasos, por lo que no fue sorprendente el observar que los animales que la recibieron
(Grupos 2 a 4) pricticamente no crecieron. En la tabla 1, la cual muestra el peso de
fos animales inicial y final de cada grupo, asi como el incremento de peso en el periodo
experimental, se puede observar que el Grupo 1 al que se suministrd solo la dieta
basica tuvo un incremento significativo (P<0.05) respecto a los otros grupos, mientras
que el grupo 3, alimentado con la dieta litogénica mas el extracto alcohélico de la
planta, perdié 4g de peso. El grupo 2 alimentado con la dieta litogénica de Dam (DL)
y el grupo 4 con la misma dieta litogénica mas el extracto acuoso de Larrea
tridentata, tuvieron un incremento similar de peso al término del periodo experimental,
La diferencia de peso del grupo con DL en comparacion con los que se les

administraron los diferentes extractos (grupos 3 y 4) no fué significativa.

TABLA 1
PESOS CORPORAL Y HEPATICO, INCREMENTO DE
CRECIMIENTO Y CONSUMO DE ALIMENTO.

GRUPOS PESO PESO DIF.DE PESO DEL CONSUMO
Y CORPORAL  CORPORAL PESO HIGADO ALIMENTO
DIETAS Inicial Final g 2/100g pc g/dia
1
PURINA 90+ 3 118 + 8*b* 27 £6"b¢ 3.4+02" 10.0£ 0.9
(12) (12) (12) (12)
2
LITOGENIC 90+ 4 94 % 19 4+19 4205 7612
A (12) 12) (12) (12)
(DL)
3
DL + 0.5% Ex 915 87+ 14 4+13 42+04 78+ 1.7
OH GOB. ©®) ) (&)} ©)
4
DL + 1% Ex 90+5 959 56 3.6+04 8908
Aq GOB. (12) (12) (12) (12)

Media+ DE, (n); a=1vs2, b=1vs3, c=1vs4. (P<0.05).
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Sin embargo, aunque el Grupo 1 tuvo un consumo mayor en comparacién con los Grupos

2 a 4, la diferencia no fue significativa.

Curva de crecimiento

10

Peso (g)
100

6 M & 9

=@ Grupo | ---a .. Grupo 2 —@— Grupo 3 —o~— Grupo 4

Grifica 1. Curva de crecimi de los ha s en ¢l periodo experimental.

En la Grafica 1 se a el crecimi de los animales, en esta se observa una ligera

tendencia ascendente de los Grupos 2 y 4, la cual es muy marcada ea el Grupo 1; sin

embargo, el Grupo 3 presenté un notable descenso alrededor de la segunda semana

exp recup d

posteriormente.

Respecto al peso del higado (Tabla 1) expresado como el por ciento de peso corporal
del animal, se observé que al comparar con el control (Grupo 1), el peso del higado de los
grupos alimentados con la dieta litogénica sola (Grupo 2) y adicionada de extracto
alcohélico de Gobemadora (Grupo 3) se incrementd significativamente (P<0.05), mientras
que los hamsters que recibieron el extracto acuoso (Grupo 4) mostraron un peso similar a
los controles, y significativamente menor al de los que recibieron solo dieta litogénica
(P<0.05).
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La dieta del Grupo 3 consistente en la dieta litogénica de Dam mas el extracto
alcoholico de Larrea tridemara en una concentracion de 0.5% no fue tolerada por todos los
animales y solamente sobrevivieron 9 hasta el final del periodo experimental. Durante el
curso de la primera y segunda semana experimental murieron 3 animales, en la necropsia
de uno de ellos se observd intestino delgado congestionado y el ciego repleto de un
contenido pastoso de color verde hoja, mientras que el intestino grueso no presentaba heces
formadas y si una distensién por una gran cantidad de gases. La necropsia de otro mostré
el estdmago conteniendo una bola de pelo muy compacta (tricoma), el ciego aumentado de
tamaiio y lleno de una substancia verdosa. La necropsia del tercer animal no pudo
realizarse ya que se presentd canibalismo. Estos tres animales no fueron considerados para

el crecimiento del Grupo 3.

TABLA 2
FLUJOS Y LIPIDOS BILIARES
GRUPOS FLUJO COLESTEROL SALES FOSFOLIPIDOS
Y BILIAR BILIAR BILIARES
DIETAS mg/min/100g uM mM mM
pc
1
PURINA 5.89+ 044 184 + 640 9.18:+3.43 223+0.19°
(12) (12) 12) 12)
2 :
LITOGENICA 6.05 £ 1.50 403 + 137 9.90 % 3.00 2.9%1.00
(DL) 9) 9 9) (&)
3
DL +0.5% Ex 6.14 £ 141 370+ 133 1131410 382x1.15
OH GOB. %) N %) [0}
4
DL +1% Ex 594+1.14 406 £ 115 1092+£2.93 3.18+ 0385
Aq GOB. (10) (10) 0y (10)

Media= DE (n);a=1vs2, b=1vs3, e=1vs4. (P<0.05).

Respecto al flujo biliar los resultados se muestran en la Tabla 2, en la cual se observa
que este no fue significativamente diferente entre los grupos. Asimismo, la Tabla 2 nos
muestra las concentraciones de lipidos en bilis hepatica, y se puede observar que al
comparar con el grupo control (Grupo 1), los grupos que recibieron dieta litogénica

(Grupos 2 a 4) exhibieron una duplicacion en la concentracion de colesterol. Por otra parte,
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que los animales que recibi el extracto alcohélico de Gobemadora mostraron una

o« 16n de ¢«

ol menor que la de los grupos 2 y 4, esta diferencia no alcanzd a

ser significativa.
En relacion a las sales biliares (Tabla 2), estas aumentaron ligeramente en los grupos

que recibieron los extractos de Gobemadora, especial el alcohélico, sin embargo esta

diferencia no llegd a ser significativa al compararlos con los grupos 1 y 2.
La aci

1 de fosfolipidos biliares de los grupos 2 (DL) y 4 (DL + extracto
acuoso) fue similar, y aunque mayor que la del Grupo control no llegé a ser
significativamente diferente, mientras que el Grupo 3 (DL + extracto alcoh6lico) mostr6 la
concentracidon de fosfolipidos mas elevada, siendo esta significativamente diferente del
Grupo | (control; P<0.05), perono del 2y 4.

Para los anélisis de flujo, colesterol, sales y fosfolipidos biliares, no se pudo obtener

bilis de todos los animales porque no pudieron ser canulados o debido a que el flujo biliar

se & muy disminuido, probablemente por obstruccién de la canula o por fuga de
bilis en puntos cercanos a !a insercién de ésta.

Debido al incremento de la concentracion biliar de colesterol, el porcentaje molar de
colesterol respecto a los lipidos biliares (Tabla 3), tuvo un incremento considerable en

todos los grupos que recibi la dieta litogénica (Grupos 2, 3 y 4), al compararlos con el

grupo control, no siendo significativa la diferencia entre ellos. Sin embargo, con la adicién
del extracto alcohdlico de Gobemadora la elevacion en el porcentaje molar de colesterol
fue intermedia entre las observadas en el grupo con dieta litogénica y el control, de tal
modo que las diferencias con estos no fueron significativas.

" Por otra parte, el indice litogénico (Tabla 3), fué mas elevado en los animales que

ibi la dieta litogénica sola (Grupo 2) y adicionada de extracto acuoso de

Gobemadora (Grupo 4), sin embargo, no llegaron a ser significativamente diferentes del

grupo control. El grupo 3 presento un indice litogénico similar al del grupo control.




TABLA 3
PORCENTAJE MOLAR DE COLESTEROL, INDICE LITOGENICO Y
FRECUENCIA DE COLELITIASIS DE COLESTEROL.

GRUPOS Y % MOLAR DE INDICE FRECUENCIA DE
DIETAS COLESTEROL LITOGENICO CALCULOS
1
PURINA 1.61 = 0.45 0.59+0.17 o/12
(12)
2
LITOGENICA 3.15+1.09 0.93 £0.39 9/12
(E;L) 9) (&)
DL + 0.5% Ex 2.43 £ 0.60 0.54+0.18 0/9
OH GOB. ) %)
4
DL + 1% Ex Aq 298+ 1.18 0.97+0.62 8/12
GOB. 10) (10)

Media+ DE (n); a=1vs2, b=1vs3, ¢=1vs4, (P<0.05).

En relacién a la frecuencia de calculos en los diferentes grupos, los resultados, que se
presentan en la Tabla 3, nos muestran que el grupo 2 exhibié una elevada frecuencia de
colelitiasis de colesterol {75%). De igual manera, el grupo con el extracto acuoso de
Gobemadora (Grupo 4) presentd una alta frecuencia de calculos (63%) y dos animales sin
calculos presentaron cristales de colesterol. Por otra parte, en el grupo con el extracto
alcohédlico (Grupo 3) no se observd formacién de célculos de colesterol, sin embargo, se
encontraron algunos microcristales de colesterol en dos animales (22.2%) e incluso
pequeiios calculos pigmentarios en dos casos mas (22.2%).

Respecto al colesterol sérico los resultados se presentan en la Tabla 4, en la cual se
observa que los animales que recibieron la dieta litogénica (Grupo 2) exhibieron el mayor
nivel de colesterol (P<0.05 vs Grupo 1). La adicion de extracto alcohdlico o acuoso a la
dieta litogénica (Grupos 3 y 4, respectivamente) indujo concentraciones de colesterol sérico
significativamente menores (P<0.05) que las producidas con Ia dieta litogénica sola (Grupo

2), las cuales ademas no fueron diferentes estadisticamente de las de los animales controles

{(Grupo 1).
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TABLA 4
LIPIDOS SERICOS:

GRUPOS COLESTEROL COLESTEROL COLESTEROL TRIGLICERIL
Y TOTAL HDL HDL
DIETAS mg/d| mg/dl % me/dl
1
PURINA 106 & 12.3%%° 68 & 9b< 64,1+ 4.5 100+ 28
12 12) (12) a2)
2
LITOGENICA 181 + 45" 131 2 20™° 741 7.2 133 55
(L) 12) 12) (12) a2
3
DL +0.5% Ex 145 £25 11118 763 £4.2 102 £25
OH @ ™ Y] Y
GOB
4
DL +1%Ex 140 +26 106 + 13 774 £11.4 102+ 39
Aq (12) (12) 12 Qan
GOB

Media£DE (n);a=1vs2, b=1vs3, ¢c=1vs3, d=2vs3, e=2vs4, (P<0.05).

De imilar, la dieta litogénica produjo los niveles mas elevados de colesterol
HDL, mientras que la adicién de extractos de Gobemadora indujeron valores intermedios
entre la dieta litogénica y el control, pero a diferencia del colesterol total, las diferencias en
colesterol HDL entre el grupo control y los que recibieron extractos de Gobemadora
(Grupos 3 y 4) si fueron significativas. Por otra parte, la proporcion de colesterol HDL
respecto al colesterol total se elevé en un 10% con la dieta litogénica en relacién a la
proporcion del control; este incremento en la proporcion de colesterol HDL no se modificé

A

con la adici6n de extractos de Gober a la dieta litogéni

Resp ala i6n de triglicéridos en suero, ésta se elevd ligeramente en el

Grupo 2, sin embargo, este incr no fué significativo al comparar con ef Grupo 1.

Asimismo, los extractos de Gobemadora no afectaron los niveles de triglicéridos.
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7 DISCUSION

El interés por estudiar a la Gobernadora como un agente terapéutico en el
tratamiento de los calculos biliares surgio por la cita que se hace de ella en el libro de
Jose Luis Diaz del Instituto Mexicano para el Estudio de las Plantas Medicinales
(Diaz, 1989), quien hace referencia al libro de Maximino Martinez (Martinez, 1969),
en el cual se sefiala “También se dice que el cocimiento directo disuelve los calculos
renales y vesicales”. Otras publicaciones sobre plantas medicinales mexicanas también
hacen referencia a esa cita de Maximino Martinez (Lara y Marquez, 1996). Por lo
anterior en el presente estudio se decidid realizar entrevistas en los mercados de
plantas medicinales de la Ciudad de México para obtener informacion sobre los usos
medicinales actuales de Gobernadora y si es vendida para el tratamiento de los
calculos biliares. Los resultados de esta encuesta mostraron que la utilizacion principal
de Gobernadora es en problemas de esterilidad (frialdad de la matriz), mientras que a
la pregunta sobre los usos medicinales en general se sefiala que el uso en enfermedades
renales o vesicales es de 37.5%. El sefialar en forma conjunta enfermedades renales y
vesicales indica que no se hace una separacion entre calculos renales y biliares, al
parecer lo importante es que ambos son piedras y deben tratarse igual. Parece ser que
Gobernadora es mas usada para calculos renales o molestias producidas por éstos, que
para célculos biliares, puesto que también se sefiald con un alto porcentaje su uso en
enfermedades renales. Sin embargo, a la pregunta directa de si se emplea en los
calculos biliares 67.5% respondieron que si, lo cual creemos esta influenciado por lo

antes seifialado.

Anteriormente en este Laboratorio se habia ensayado a la Gobernadora como
agente preventivo de la colelitiasis pigmentaria del hamster, encontrandose que un
extracto hidroalcohélico suministrado al 4% en la dieta impide la formacion de este
tipo de calculos (Granados y Cardenas, 1994). Al igual que los calculos renales, los
biliares pigmentarios estan compuestos de sales insolubles de calcio, lo cual haria mas

légico su empleo para la disolucion de ambos tipos de cilculos, aunque la
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farmacologia y el mecanismo de accién del compuesto(s) activo podria ser muy
diferente. Aqui es bueno recordar que uno de los usos industriales de Gobernadora es
el de desincrustante de sales insolubles en tuberias, aunque es dificil que éste sea el
modo de accidn de Gobernadora en la litiasis, su efecto sobre la formacion o
disolucion de sales calcicas puede ser determinante en la litiasis tanto renal como biliar

pigmentaria.

No obstante lo anterior, la mayoria de los célculos biliares en México son calculos
de colesterol (incluyendo aqui a los puros de colesterol y a los mixtos), y sélo un 14%
son pigmentarios (Méndez, ef al. 1995), por lo cual en el presente trabajo se puso a
prueba la posibilidad de que extractos de Gobernadora previnieran la formacion de

calculos biliares de colesterol en el hamster.

Se ensay® un extracto acuoso, cuya preparacion es similar a lo indicado por la
medicina tradicional, pero el extracto no fue suministrado como "agua del dia", sino
que fue liofilizado para mezclarlo con la dieta y tener un mejor control de la ingestion
del extracto. El proceso de liofilizacion pudo causar la pérdida de algunos compuestos
volatiles. Este extracto se adicioné a la dieta al nivel de 1% que es una désis elevada
considerando que un litro de extracto da un 2% de materia seca por liofilizacion, y una
persona de 70kg que tome 1L de extracto por dia ingeriria el equivalente a 27g de
liofilizado o sea 385mg/kg de peso corporal. De acuerdo al consumo de alimento y

peso de los animales del Grupo con extracto acuoso, la dosis de extracto fue de
989mg/kg.

Asimismo, se ensayd un extracto alcohélico, el cual es una resina que se obtuvo
con un rendimiento de aproximadamente 10g/100g de planta, por lo que se suministro

a la mitad del nivel del extracto acuoso.

El deficiente crecimiento de los animales de los grupos experimentales es debido a

la dieta litogénica que no es nutricionalmente balanceada. Los extractos fueron bien
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tolerados por los animales, excepto por 3 que recibieron el extracto alcohdlico, los
cuales murieron al inicio del experimento. Esta tolerancia a los extractos también se
demuestra con la similitud en el consumo de alimento de los 3 grupos experimentales.
Tampoco se presentaron alteraciones macroscopicas en los animales que recibieron los

extractos.

El extracto acuoso produjo incluso un efecto hepatoprotector, reflejado en un peso
porcentual del higado que no fue diferente al del grupo control, asi mismo, los
hamsters de este grupo mostraron un peso corporal final mas homogéneo, aunque el

promedio fue similar al de los otros grupos.

De los 2 extractos ensayados solo el alcoholico produjo una prevencion significativa
de la colelitiasis. Esta prevencion por Gobernadora pudiera deberse, de acuerdo a la
quimica de sus componentes, a su alto contenido de acido nordehidroguaiarético, que
es el principal componente fendlico de toda la planta, y que ademas es completamente
soluble en etanol y solo tiene ligera solubilidad en agua caliente, lo que podria explicar
la diferencia en efecto protector de los 2 extractos. A este compuesto se le han
atribuido, como ya se menciono, las propiedades de antioxidante, antimicrobiano y
fungicida, entre muchas otras. Existen ademas antecedentes de otros antioxidantes
tales como el azul de metileno (Granados y Cardenas, 1987) y el hidroxitolueno
butilado (Cardenas er al. 1996), que previenen la colelitiasis pigmentaria en el hamster,
aunque como ya se menciond la patogénesis de ambas litiasis es diferente. Por este
motivo seria necesario aislar el acido nordehidroguaiarético y ponerlo a prueba en
experimentos con distintas concentraciones y valorar nuevamente si su ingestion se
acompaiia de cambios patologicos, ya que se han reportado efectos deletéreos con este
antioxidante, como inhibicion in vitre de peroxidasa, catalasa, alcohol deshidrogenasa,
complejos 1 y II de la cadena respiratoria mitocondrial, asi como inactivacion de
ureasa y D-aminoacido oxidasa (Timmermann, 1981). No obstante, la accion in vitro
puede ser muy diferente a in vivo debido al transporte y procesamiento del compuesto

por el organismo. Por otra parte, el extracto alcoholico de Gobernadora contiene un
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gran nimero de otros metabolitos secundarios, como lignanos y flavonoides, que
pudieran ser el principio activo. De cualquier manera seria importante poder hacer un
seguimiento con algunos de los consumidores para saber si hay alguna molestia o

intolerancia con el consumo del té.

El extracto alcohélico fue también el que mas afecté los lipidos biliares, pero ni
la concentracion de colesterol, ni la de sales biliares ni la de fosfolipidos llegaron a ser
significativamente diferentes a las de los animales con dieta litogénica sola. No
obstante, todos los cambios, aunque no significativos, tendieron hacia una bilis menos
litogénica, esto es disminuyo el colesterol y aumentaron los fosfolipidos y las sales
biliares, lo cual resultd en un porcentaje molar de colesterol menor, que aunque no fue
significativamente menor que el del grupo con dieta litogénica, tampoco fue
significativamente mayor que el del grupo control.

El cambio mas notable en lipidos biliares producido por el extracto alcohélico fue
una elevacion en la concentracion de fosfolipidos, que alcanzo a ser significativamente
mayor que el control. La importancia de los fosfolipidos en la solubilizacion del
colesterol y reduccion de la litogenicidad de la bilis ha sido estudiada recientemente.
De estudios in vifro se ha sehalado que el incrementar la concentracion de fosfolipidos
en la bilis puede ser mas efectivo para prevenir la colelitiasis de colesterol que
incrementar las sales biliares, ya que un aumento de fosfolipidos, que produzca una
misma disminucion en el indice de saturacion biliar de colesterol que por aumento de
sales biliares, retarda mucho més el tiempo de nucleacion que el obtenido con sales
biliares (Jungst e¢f al. 1993). Lo anterior se asocia con una mayor cantidad de
colesterol transportado en micelas que en vesiculas, en las cuales la proporcion
colesterol/fosfolipidos disminuyd. Debe recordarse que la nucleacion del colesterol
ocurre en vesiculas multilamelares saturadas con colesterol (Hussaini ¢/ al. 1995). Los
fosfolipidos empleados en este estudio incluyeron dipalmitoil y diesteroil fosfatidil
colina, es decir con acidos grasos no esenciales, como los que deben encontrarse en

los fosfolipidos de los himsters de este experimento que reciben una dieta carente de
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acidos grasos esenciales. El mecanismo por el cual el extracto alcoholico aumenta la

concentracion de fosfolipidos queda por establecerse.

Otro posible mecanismo de accion del extracto alcoholico pudiera relacionarse con
lo siguiente: se ha establecido que la hipersecrecion de colesterol correlaciona con
niveles elevados de acido desoxicolico en la bilis, lo cual es debido a su mayor
hidrofobicidad. El acido desoxicolico es un acido biliar secundario formado a partir del
acido cdlico por bacterias intestinales, el cual entra en circulacion enterohepatica y
regula la sintesis hepatica de acidos biliares primarios (Berr ef al. 1996). Por otro lado
se ha reportado el efecto antibidtico del extracto etandlico de Larrea (Zamora y Mora,
1985) y aun del extracto acuoso (Lara y Marquez, 1996), ademas del efecto
antiamebiano del NDGA (Segura ¢f al. 1981). De tal modo cabe la posibilidad de que
se haya alterado la microflora intestinal disminuyendo la formacién de acidos biliares
secundarios, incluido en estos el desoxicélico, resultando en aumento en la absorcion
de acido célico en el ileon, incrementando asi la concentracién de este en la bilis, lo
cual reduciria la secrecion de colesterol. Aunque Ja accion antibidtica de Gobernadora
se ha encontrado tanto en el extracto alcohdlico como en el acuoso, es probable que a
nivel intestinal su efecto sea diferente, provocando las diferencias observadas. Por otra
parte, la disminucion biliar de acido desoxicolico podria también producirse por la
unidén y el arrastre de acidos biliares con algin componente del cxtracto, lo cual
evitaria su circulacion entcrohepatica y por tanto aumento en sales biliares primarias
en la bilis. Lo anterior podria demostrarse determinando la composicion de sales
biliares en la bilis, donde se encontraria una reduccion en la proporcion de acido
desoxicolico, y determinando sales biliares fecales, que dec estar incrementadas

indicarian arrastre de estas.

Por otro lado y de acuerdo con las pruebas para conocer el contenido de metabolitos
secundarios del extracto alcohdlico, se obtuvieron resultados positivos para la
presencia de flavonoides y podemos asi también considerar la posible intervencion de

éstos. Se ha encontrado que los flavonoides alteran procesos de transporte y secrecion
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a nivel del intestino y del colon que podria interferir con la circulacién enterohepatica
de sales biliares, o que por sus propiedades antioxidantes y quelantes pudieran estar

alterando la flora intestinal (Nguyen y Canada, 1993).

En relacion al efecto de los extractos de Gobernadora sobre los lipidos séricos,
podemos decir que en general se observd un efecto benéfico de ambos extractos sobre
los niveles de éstos, tendiendo todos hacia valores normales, lo cual, como es sabido,
reduce el riesgo de ateroesclerosis y enfermedades coronarias. Los niveles de
colesterol HDL, fueron significativamente mas bajos en comparacioén al grupo con
dieta litogénica sola, sin embargo, ni éste ni el colesterol total disminuyeron a valores
normales. El descenso en colesterol producido por los extractos también afecto a las
LDL, ya que el porcentaje de colesterol HDL en los grupos con dieta litogénica y
adicionada de extracto fue similar. Como es sabido, en los humanos, la cantidad total y
la distribucion del colesterol entre los diferentes tipos de lipoproteinas, es un fuerte
factor de enfermedades aterosclerdticas, coronarias e isquémicas (German, et al.
1996), encontrandose mayor riesgo si el colesterol de HDL es bajo y el de LDL alto,
por lo que es importante hacer notar que la adicién de los diferentes extractos a la
dieta litogénica, no alterd dicha distribucién. Asi mismo, aunque la concentracion de
triglicéridos fue estadisticamente similar en todos los grupos, el promedio mas elevado
se encontro con la dieta litogénica sola y los extractos tendieron a valores normales,

asociandose también esto con menor riesgo de enfermedades coronarias.

Por otra parte, ambos extractos mostraron los mismos efectos sobre los lipidos
sérico, pero tuvieron diferente efecto sobre los lipidos biliares, por lo que parece no

haber relacion entre lo que ocurre en plasma con los lipidos y o que ocurre en bilis.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en el presente estudio, se
considera de interés proyectar futuras investigaciones hacia la prevencion o curacion
de los calculos biliares analizando mas a fondo el o los principios activos de esta

abundante planta de nuestros desiertos.
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8 CONCLUSIONES

-Entre vendedores de plantas medicinales en mercados de la Ciudad de México la
Gobernadora (Larrea iridentata) se emplea principalmente contra la esterilidad y el
“enfriamiento de la matriz”; sin embargo, un 37.5% de éstos mencionan que se emplea
en enfermedades renales y vesiculares y un 67.5% respondieron afirmativamente a si se

emplea contra los calculos vesiculares.

-So6lo el extracto alcohdlico de hojas de Gobernadora, suministrado al nivel de

0.5% en la dieta litogénica, previene significativamente la colelitiasis de colesterol en

el hamster; lo cual se asocia con una reduccién del porcentaje molar de colesterol
biliar y una elevacion en la concentracion de fosfolipidos.

-Tanto el extracto alcohdlico de Gobernadora como el acuoso al 0.5 y 1% en

la dieta respectivamente, reducen los niveles de colesterol total sérico, sin afectar la

proporcion de éste en HDL, ni la de triglicéridos.
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9 APENDICE

CUESTIONARIO

. ¢Cudles nombres se le dan a la planta?

2. Usos (Medicinales, Industriales, etc.)
3. Formas de consumo y/o aplicacién, manejo, partes de la planta que se emplea, es

hervida, enjuagada, frotada, etc. Tomada en ayuno, agua comuin, lapsos de descanso,
etc.

&

. Désis. Indicaciones con la dieta, sexo, edad, etc.

w

. Contraindicaciones en cantidad, mezcla con alimentos, descanso en su consumo, etc.

o

Tipo de la planta (Calidad: fria, caliente, combinada con alimentos, etc.

~

Procedencia y distribucion (Silvestre, regional, restringida, abundante, cultivada,

método de cultivo: cuidados, podas, abonos, frecuencia, etc.).

%

. Parametros para la recoleccion. Colector, sexo, edad, otras condiciones; método:
herramientas, horario, estacionalidad, etc., totalidad o partes de la planta.
9. Métodos de preservacion. Completa, cortes, paquetes, forma de secado (sol, aire),

almacenaje (humedad, plagas).

10. Potencialidad como fuente econdmica local. Autoconsumo familiar, método de
comercializacion (Entidad-Mercados), sobreexplotacion, conservacion.

11. Costo, entidad, reventas, demanda-época.

12. Fecha de abastecimiento al lugar (Mercado).

13. Fauna observada cercana a la planta, interacciones, polinizadores.

14, Posibles pacientes-consumidores, resultados.

15. iLa emplean para calculos biliares y/o renales? Caracteristicas para este uso.

16.- Otros.
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