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Resumen

El Sindrome Metabolico es un conjunto de alteraciones que se asocian con la obesidad, que comprende
diversos factores de riesgo cardiovascular tales como la dislipidemia, la hipertension y la hiperglicemia.
La Gobernadora, Larrea tridentata (Sesse y Moc. Ex DC, Zygophyllaceae) es un arbusto abundante en
las zonas éaridas del norte de México y suroeste de Estados Unidos. En medicina tradicional, la
Gobernadora se utiliza para tratar diversas enfermedades, incluyendo la diabetes. El objetivo de este
estudio fue investigar el efecto del extracto etandlico de la Gobernadora sobre algunos parametros
plasméticos, hepéticos y biliares asociados con el sindrome metabdlico, utilizando el modelo del
hamster dorado alimentado con dieta hipercalérica.

Inicialmente, en el primer capitulo de la tesis, basados en reportes previos, se probo el efecto de
dietas hipercaldricas purificadas y no purificadas en hamsteres machos adultos jovenes sobre el
desarrollo de parametros relacionados con el sindrome metabolico. Las dietas purificadas ensayadas
fueron altas en 1) fructosa (40%), 2) aceite de coco (10%) y 3) manteca de cerdo (20%). Como control
se empled una dieta purificada méas baja en calorias con almidon. Las dietas no purificadas fueron
elaboradas con dieta de mantenimiento adicionada de manteca de cerdo (20%) con o sin colesterol al 0.1
0 0.5%. La dieta con fructosa suministrada por 8 semanas, tendié a producir valores plasmaticos y
hepaticos de lipidos mas elevados, aunque estos no llegaron a ser significativos con respecto al control.
No hubo diferencias significativas con la dieta de aceite de coco suministrada por 8 semanas. Las dietas
con manteca de cerdo, tanto purificada como no purificadas suministradas por 4 u 8 semanas indujeron
el mayor peso corporal y altas concentraciones de lipidos plasmaticos y hepaticos. La dieta purificada
provoco que el 80% de los animales desarrollaran célculos biliares pigmentarios. La dieta hipercalorica
no purificada con manteca de cerdo y colesterol fue la que reprodujo mejor los parametros alterados
presentes en el sindrome metabolico, como son obesidad, dislipidemia y resistencia a la insulina.

En el segundo capitulo, se estudio el efecto de la adicidn del extracto etandlico de Gobernadora
al 0.2% en la dieta no purificada con 20% de manteca de cerdo y colesterol al 0.1% (Dieta Grasa, DG)
sobre parametros asociados con el sindrome metabdlico. Asi mismo, se ensayo0 el efecto de cambiar la
DG por dieta de mantenimiento con y sin 0.2% de extracto de Gobernadora. Se incluyeron como
controles positivos, un grupo con DG adicionada con 3mg% de Ezetimiba y otro con dieta de
mantenimiento y Ezetimiba, un inhibidor de la absorcion intestinal de colesterol. El extracto de
Gobernadora en la DG produjo disminucion de los triglicéridos y el colesterol total en plasma, insulina y
leptina en suero, asi como menor obesidad, reduccion en el tamafio del higado, los lipidos totales
hepaticos y el colesterol biliar. Adicionalmente, el extracto de Gobernadora en la DG aumento la
sensibilidad a la insulina y la capacidad antioxidante del higado. El extracto de Gobernadora no
modificé los triglicéridos y el colesterol del higado, ni el porcentaje molar de colesterol en bilis ni los
esteroles fecales. Por el contrario, la Ezetimiba increment los esteroles fecales, lo que indica que el
mecanismo de accion del extracto de Gobernadora es otro, diferente a la inhibicion de la absorcion de
colesterol. EI cambio de DG a dieta de mantenimiento aumento la peroxidacion de lipidos en el higado,
pero disminuyd el colesterol plasmatico, la leptina sérica, el tamafio del higado, los lipidos totales
hepaticos y en bilis las sales biliares, el colesterol y el porcentaje molar de colesterol. Mientras que la
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adicion de extracto etanodlico a la dieta de mantenimiento, posterior al suministro de la DG, disminuyé la
obesidad, la insulina sérica y la peroxidacion de lipidos, e indujo una mayor reduccion de colesterol
plasmatico, leptina sérica y tamafio del higado, elevando el colesterol HDL y la sensibilidad a la
insulina. Por lo anterior, el extracto etandlico de Gobernadora podria ser Gtil en el tratamiento del
sindrome metabdlico.



Abstract

The Metabolic syndrome is a constellation of risk factors including obesity, dyslipidemia, hypertension
and hyperglycemia, that are directly related to the development of type 2 diabetes and cardiovascular
diseases. Creosote bush, Larrea tridentata (Sesse y Moc. Ex DC, Zygophyllaceae) is a shrub abundantly
found in the deserts of Northern Mexico and Southwestern United States. In traditional medicine, it is
used to treat a variety of illnesses including type 2 diabetes. The aim of the present study was to
investigate the effect of creosote bush ethanolic extract on plasma, liver and biliary parameters
associated with the metabolic syndrome, using the model of golden hamster fed a hypercaloric diet.

Initially, in the first chapter of this thesis, the effect of hypercaloric diets, both purified and non-
purified, were tested in young adult male hamsters with the aim to characterize and validate a metabolic
syndrome animal model. Purified diets consisted in high content of 1) fructose (40% w/w), 2) coconut
oil (10%) and 3) lard (20%). A lower caloric content purified diet with starch was used as control. Non-
purified diets consisted of maintenance diet plus lard (20%), with or without the addition of cholesterol
at 0.1 or 0.5%. Animals fed the fructose diet for 8 weeks, showed higher plasma and liver lipids, but not
significantly different from the control group. Both purified and non-purified diets containing lard,
induced the most significant increases in body weight as well as higher plasmatic and hepatic levels of
lipids. The purified diet with lard caused that 80% of the animals developed pigment gallstones. The
hypercaloric non-purified diet containing lard and cholesterol was prominently associated with the
appearance of metabolic syndrome related parameters such as obesity, dyslipidemia and insulin
resistance.

In the second chapter of this work, the effect of the addition of 0.2% w/w creosote bush ethanolic
extract to the non-purified diet containing 20% lard and 0.1% cholesterol (HFD) on parameters
associated with the metabolic syndrome was studied. Also the effect of changing the HFD for a lower
calorie diet (maintenance chow) with or without 0.2% creosote bush extract was assayed. As additional
controls, an animal group fed a HFD plus 3mg% Ezetimibe, an inhibitor of the intestinal absorption of
cholesterol, as well as a group of hamsters receiving maintenance diet plus Ezetimibe, were included.
The creosote bush ethanolic extract in the HFD animal group produced a reduction of plasma
triglycerides, total cholesterol, serum insulin, leptin, as well as liver size, total hepatic lipids and biliary
cholesterol, besides increasing insulin sensitivity and liver antioxidant capacity. Notably, the creosote
bush ethanolic extract did not modify the amount of fecal sterols. In this sense, ezetimibe increased fecal
sterols, which suggests that creosote bush action mechanism does not involve impairment of intestinal
cholesterol absorption. The change from HFD to maintenance chow increased lipid peroxidation, but
reduced plasma cholesterol, serum leptin, liver size, and hepatic total lipids, as well as cholesterol, bile
salts and the percentage of molar cholesterol in bile. Whereas the addition of creosote bush ethanolic
extract to maintenance chow reduced body weight, serum insulin and lipid peroxidation, also inducing
higher reductions on plasma cholesterol, serum leptin and liver size, while increasing HDL cholesterol
and insulin sensitivity. These results suggest that the ethanolic extract of Larrea tridentata may
represent an alternative treatment for the metabolic syndrome.



Antecedentes
El Sindrome Metabdlico

Las alteraciones que caracterizan al Sindrome Metabdlico fueron descritas en los afios 1920s por
el médico sueco Kylin, como una combinacién de hipertension, hiperglucemia y gota. Después en 1947,
Vague dio atencion a la grasa abdominal como el fenotipo de obesidad cominmente asociada a
anormalidades metabdlicas, a su vez asociadas con diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular. (Eckel
et al., 2005). En 1988 Reaven desarrolld el concepto de lo que él llamo “Sindrome X”, segun el cual la
obesidad per se puede llevar a la resistencia a la insulina (Reaven, 1988). Hasta 1998 surgio la primera
iniciativa, convocada por la OMS, para desarrollar una definicién internacionalmente reconocida, esta
definicion puede ser modificada conforme a la nueva informacion de sus componentes y su poder
predictivo. En 2004 se unieron un grupo de expertos de la Federacién Internacional de Diabetes (IDF)
para establecer una definicion unificada del sindrome metabdlico y resaltar areas donde se requiere mas
investigacion (Eckel et al., 2005). El Sindrome Metabdlico (SM) es un grupo de alteraciones que son
antecedentes y factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2, caracterizado por
la presencia de varias anormalidades metabdlicas, de acuerdo a la Federacion Internacional de Diabetes
(IDF), el SM incluye obesidad y mas 2 de las siguientes alteraciones: dislipidemia con
hipertrigliceridemia y bajo colesterol HDL, hipertension e hiperglucemia en ayuno. También se
consideran los siguientes criterios adicionales para investigacion: distribucién anormal de grasa,
dislipidemia aterogénica (elevada apo B, o particulas pequefias de LDL), disglicemia, resistencia a la
insulina, enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD), estado proinflamatorio,
hipercoagulabilidad y microalbuminuria (Alberti et al., 2006; Cefalu, 2006; Haas y Biddinger, 2009). La
hiperleptinemia debida a la resistencia a leptina, podria ser un componente etiologico del sindrome
metabolico (Zimmet et al., 1999, Wang et al., 2010). Muchos individuos obesos presentan mayor
concentracion de leptina que los sujetos delgados, debido a su mayor cantidad de grasa corporal
(Zimmet et al., 1999, Moon et al., 2013).

Epidemiologia

En Mexico, la prevalencia del sindrome metabolico en adultos, de acuerdo a los criterios de la
IDF es del 49.8% (Rojas et al., 2010). El tratamiento adecuado de cada componente podria prevenir o
retardar la aparicion de diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular (Rojas et al., 2010). La etiologia del
SM es compleja, ya que incluye factores hereditarios (genética, programacion fetal como el sindrome
del bebe pequefio, fenotipo ahorrativo) y adquiridos (consumo excesivo de calorias, estilo de vida
sedentario, obesidad, aumento de edad; Varga et al., 2010).

Una consecuencia del sindrome metabdlico es la diabetes tipo 2, que es un grupo de condiciones
metabolicas cronicas, caracterizada por niveles elevados de glucosa resultado de la incapacidad del
cuerpo para producir insulina o presentar resistencia a la accion de la insulina, 0 ambos (Deshpande et
al., 2008). El sindrome metabdlico puede preceder el desarrollo de la diabetes por muchos afios y a su
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vez es 3 a 4 veces mas comun que la diabetes. Estos desdrdenes coexistentes representan un serio
problema de salud publica. En Meéxico la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 se incremento de 4.6%
en 1993 a 22.8% en 2006 (Arredondo y de Icaza., 2009). El impacto no solo es evidente en mortalidad,
sino también en morbilidad. Esta morbilidad representa una enorme carga social y econdémica para los
individuos y sus familias, asi como para el sistema de salud y la sociedad en general, ya que la diabetes
es una enfermedad muy cara para tratar y tiene alta prioridad como problema de salud publica
(Arredondo y de Icaza., 2009).

Asi mismo, la presencia de calculos biliares de colesterol esta frecuentemente asociada al
sindrome metabolico (Grundy et al., 2004a) y relacionada con la obesidad. Donde la bilis de personas
obesas es mas litogénica que la de personas no obesas, es decir que la bilis de personas obesas tiene
mayor proporcion de colesterol que de lipidos “solubilizantes” (acidos biliares y fosfolipidos). Esto
predispone la cristalizacion del colesterol y la formacion de calculos biliares. La razon primaria de la
bilis litogénica en personas obesas es el incremento en la sintesis total de colesterol (Grundy., 2004c).
En México y Estados Unidos, 10 a 15% de la poblacion adulta tiene calculos biliares (Méndez-Sanchez
et al., 2007). En un estudio realizado en México se encontrd que de 245 sujetos analizados, el sindrome
metabolico estaba presente en 40% de los pacientes con calculos biliares, comparado con 17.4% en los
que no los presentaban (Méndez-Sanchez et al., 2005).

Etiologia y Patogénesis

Un estilo de vida sedentario, dieta hipercalérica con base en grasas, carbohidratos refinados y
caracteristicas genéticas son factores que influyen en la expresion clinica del SM. La hipdtesis del
“ambiente tdxico” en el aumento en la frecuencia de obesidad propone que en las sociedades con estilos
de vida occidentales e industrializadas, este incremento se debe a factores ambientales, como mayor
disponibilidad y consumo de alimentos procesados altos en grasa y calorias, ingestion de porciones
grandes de esos productos, ademas de sedentarismo (Carlos Poston y Foreyt, 1999). La inactividad fisica
o0 sedentarismo promueve el desarrollo de obesidad y modifica la sensibilidad muscular a la accion de la
insulina. El envejecimiento va acompafiado de pérdida de masa muscular e incremento de grasa
corporal, particularmente en el abdomen, estos cambios también podrian incrementar la resistencia a
insulina (Grundy et al., 2004b). En contraste con el metabolismo sistémico de la glucosa, el higado es el
principal sitio para metabolizar 4 compuestos asociados al desarrollo del SM: grasas trans, aminoécidos
de cadena ramificada, etanol y fructosa. Los niveles de estos compuestos en el organismo no son
regulados por la insulina y producen intermediarios metabdlicos en el higado, que al ser captados en
exceso promueven la lipogénesis y el almacenamiento ectopico de grasa. Las grasas trans se adicionan a
los alimentos procesados para prolongar su estancia en anaqueles comerciales, pues las bacterias no
degradan estos acidos grasos. Al igual que las bacterias, las mitocondrias humanas no pueden romper las
grasas trans por p—oxidacion en el higado, promoviendo la lipogénesis y el almacenamiento ectopico de
grasa (Bremer et al., 2012). Los aminoacidos de cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina)
normalmente se utilizan para la sintesis de proteinas y el crecimiento celular. Sin embargo, en exceso se

desvian hacia la produccidon de energia y disminuyen la sensibilidad a la insulina al estimular la
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fosforilacion de serina del IRS-1 y reducen la via de sefializacion de PI3K (Copps y White, 2012). El
consumo moderado de etanol mejora la sensibilidad a la insulina, el consumo cronico y excesivo de
etanol provoca que éste tenga un metabolismo en el higado similar al de la fructosa, pues dentro del
hepatocito y en presencia de otros sustratos caléricos, tanto el etanol como la fructosa se emplean para la
sintesis de acidos grasos VY triglicéridos, aumentando también malonil-CoA que inhibe el transportador
de acidos grasos mitocondrial CPT-1, inhibiendo la B-oxidacién y estimulando la lipogénesis; ademas es
convertido en acetaldehido, que promueve la formacion de especies reactivas de oxigeno, que dafian al
higado (Bremer et al., 2012). Las dietas altas en grasas saturadas inducen mayor peso corporal,
resistencia a la insulina e hiperlipidemia en animales y humanos, pero el énfasis en dietas y alimentos
reducidos en grasa no ha dado beneficios significativos en reducir la obesidad global (Basciano et al.,
2005). El incremento en el consumo de carbohidratos refinados, particularmente altos en sacarosa y
fructosa es un factor importante en el incremento del SM. El jarabe de maiz alto en fructosa (HFCS) se
agrega a bebidas como refrescos y jugos, también se incorpora a alimentos empacados como cereales y
panaderia. EI consumo de fructosa se ha incrementado en las ultimas décadas por el uso de estos jarabes,
que contienen entre 55 y 90% de fructosa. El higado al estar expuesto a estas cantidades de fructosa lo
lleva a estimular la lipogénesis y acumulacion de TG, que a su vez contribuye a reducir la sensibilidad a
la insulina y a la intolerancia a la glucosa (Basciano et al., 2005). La teoria de la lipotoxicidad implica
que los lipidos almacenados en forma de triglicéridos son bioldgicamente inertes y que las disfunciones
metabolicas se deben principalmente a la exposicion de las células a los acidos grasos libres. Esta
exposicion resulta en disfuncion celular, inflamacion y hasta muerte celular. Los riesgos a la salud
aparecen cuando la capacidad de almacenamiento de los adipocitos no puede acomodar el exceso de
lipidos. Mientras los &cidos grasos sean almacenados como triglicéridos en los adipocitos, la
lipotoxicidad celular no ocurrira (Sgrensen et al., 2010).

De acuerdo al grupo de Vidal-Puig (Lelliot et al., 2004), el tejido adiposo blanco es el 6rgano
clave para el desarrollo del sindrome metabdlico. La lipotoxicidad puede prevenirse evitando la
acumulacién de grasa, 0 con un incremento en la capacidad de almacenamiento del tejido adiposo
blanco por hiperplasia en vez de hipertrofia, o al incrementar la oxidacion de &cidos grasos en otros
tejidos. Si el depdsito energético se genera mediante la hipertrofia de los adipocitos existentes, provoca
en ellos alteraciones funcionales como: 1) Inducir la activacion de una respuesta inflamatoria
intracelular mediante vias de sefializacion como el NFxB y la sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno por activacion de enzimas como la NADPH oxidasa, creando un estado de estrés oxidativo e
inflamacion. 2) Cambios en la sintesis de adipocinas, incrementando las citocinas proinflamatorias tales
como: TNFa, IL-6, PAI-1, MCP-1, ademas de la disminucién de adiponectina y reclutamiento de células
inflamatorias al interior del tejido adiposo, lo que incrementa la secrecion de citocinas proinflamatorias
y la generacion de especies reactivas de oxigeno. Estos eventos contribuyen al estado de estrés oxidativo
e inflamacidn subclinica crénica presente en los pacientes con obesidad (Flores-Lazaro et al., 2011).

La expresion del SM también tiene control genético, que influye en la respuesta a factores
ambientales. Por ejemplo, los polimorfismos en genes que afectan el metabolismo de lipoproteinas
asociados a la dislipidemia en personas obesas, o predisposicién genética a secrecion defectuosa de

insulina combinada con resistencia a insulina, que puede incrementar la glucosa plasmatica a niveles
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anormales. De acuerdo a la “hipotesis del genotipo ahorrativo” propuesta por Neel en 1962, los
individuos que viven en ambientes hostiles, con alimentos limitados e inestabilidad para obtenerlos,
maximizan su probabilidad de supervivencia si maximizan el almacenamiento de energia sobrante, esta
variacion seleccionada y favorecida durante la desnutricion, es desfavorable cuando ocurre una
alimentacion abundante, lo que predispone a estos individuos al SM. La “hipdtesis del fenotipo
ahorrativo” propuesta por Hales y Barker en 1992, propone que los bebes con malnutricion intrauterina
se adaptaron reduciendo su gasto energético; postnatalmente se convierten en ahorradores de energia y
con un aumento en la alimentacion, esta adaptacion ahorrativa ya no es benefica para estos individuos y
desarrollan SM. Esta hipdtesis se sustenta en observaciones de recién nacidos con bajo peso corporal
que tienen un alta predisposicion a desarrollar resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 en la edad adulta
(Kaur, 2014).

Tratamientos

Los tratamientos del SM incluyen cambios en el estilo de vida que lleven a la pérdida de peso
corporal. Debido a que los medicamentos disponibles son efectivos en reducir componentes especificos
del SM, la administracion farmacoldgica dptima debe ser individualizada. Como la pérdida de peso en
pacientes con SM incrementa la sensibilidad a insulina, se han utilizado medicamentos anti-obesidad
como fentermina, fentermina/topiramato de liberacion extendida, lorcaserina, orlistat y liraglutida, un
agonista del péptido similar a glucagon-1 (GLP-1). Las tiazolidinedionas o la metformina, se
recomiendan para pacientes con resistencia a insulina. Los agentes reductores de colesterol como las
estatinas se recomiendan para las dislipidemias aterogénicas, y la mayoria de los pacientes con SM son
elegibles para usarlas. Los derivados del &cido fibrico reducen eventos de enfermedad cardiovascular en
pacientes con hipertrigliceridemia y con bajo colesterol HDL. En algunos pacientes, el tratamiento de la
dislipidemia aterogénica requiere la combinacion de estatinas y derivados del acido fibrico. Muchos de
estos medicamentos tienen efectos secundarios adversos, por ejemplo la lorcaserina, aprobada para
adultos obesos con presion alta, colesterol alto o diabetes tipo 2, produce dolores de cabeza, mareos,
fatiga, nausea, boca seca y constipacion (Lim y Eckel, 2014).

Gobernadora, Larrea tridentata (Mo¢. & Seseé ex DC.) Coville (1893).

La medicina tradicional mexicana es utilizada tanto por mexicanos como por mexicano-
americanos por razones culturales. Uno de los remedios mas comunes es el uso de hierbas y plantas para
tratar diversas enfermedades, entre estas la diabetes tipo 2. Aunque muchos de estos remedios son
seguros, los profesionales de la salud deben estar pendientes de incidentes debido a los efectos
secundarios adversos de estas hierbas o a interacciones con medicamentos prescritos (Montiel Tafur et
al., 2009).

El género Larrea comprende cinco especies, distribuidas desde los desiertos en el suroeste de los
Estados Unidos de América (Larrea tridentata), hasta la Patagonia en Argentina (Larrea ameghinoi,

Larrea nitida, Larrea divaricata y Larrea cuneifolia), donde se les llama jarillas. Es un arbusto
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dominante y es reconocida como un componente importante de las comunidades de plantas en ambientes
desérticos (Palacios y Hunziker, 1972; Mabry et al., 1977). Es una planta prolifica adaptada para
sobrevivir en el desierto. Provoca desplazamiento de otras especies, impidiendo de esta manera la
diversificacion de la flora en el lugar donde se desarrolla. Bajo condiciones de humedad favorables
inhibe el crecimiento de la vegetacién que se desarrolla a su alrededor. Posee un gran numero de
compuestos quimicos en sus hojas, aparentemente como anti-herbivoros. (Vazquez-Yanes et al., 1999).
La Gobernadora pertenece a la familia Zygophyllaceae, es también conocida como Hediondilla,
Chaparral o “Creosote bush”, es un arbusto que se distribuye abundantemente en las zonas aridas del
norte de México en los estados de San Luis Potosi, Coahuila, Chihuahua, Durango, Sonora, Zacatecas,
Baja California Norte y Sur y en el suroeste de Estados Unidos de América. Entre las plantas de zonas
aridas del hemisferio occidental, las especies de Larrea son las mas diversas quimicamente. Estas
plantas producen ceras complejas, compuestos volatiles, saponinas y otros triterpenos, y grandes
cantidades de compuestos fendlicos, incluyendo flavonoides (Mabry y Bohnstedt, 1981). La resina que
cubre sus hojas posee flavonoides y lignanos, como el acido nordihidroguayarético (NDGA), un
compuesto polifendlico que se usa como antioxidante (Konno et al., 1990) presente en todas las especies
de Larrea (Mabry y Bohnstedt., 1981), habiendo una ligera diferencia en su concentracion entre las
razas de ploidia en lo que se avanza a través del Desierto Chihuahuense (2.62%) hacia el Sonorense
(3.84%) y hacia el Mojave (4.86%) (Gisvold 1948; Downum et al., 1988). Estudios interpoblacionales
de Larrea tridentata realizados en el Desierto Sonorense revelaron que las concentraciones de NDGA
encontradas en la resina de las hojas variaron en funcion de la latitud y la época del afio, con reducciones
significativas entre Abril y Julio (Downum et al., 1988), asi como con factores ecoldgicos, ya que la
concentracion de NDGA puede verse reducida por la contaminacién ambiental provocada por
concentraciones elevadas de ozono, lo que hace a la Larrea tridentata mas vulnerable a los herbivoros
(Gonzalez-Coloma et al., 1988). Otros lignanos presentes estructuralmente relacionados al NDGA son
lineales como el éacido guayarético, el &cido meso-dihidroguayarético y los ciclolignanos
norisoguayasina y su derivado 3-metilo (Figura 1., Gnabre et al., 2015). Se han aislado de la
Gobernadora algunos flavonoides glicosilados, sapogeninas, aceites esenciales, alcaloides alogenicos
(Argueta, 1994) y ceras (Romo de Vivar, 1985). Larrea tridentata contiene el 0.1% de su peso seco
como aceites volatiles, principalmente monoterpenoides y sesquiterpenoides aromaticos (Mabry y
Bohnstedt., 1981; Xue et al., 1988). La extraccidn con etanol de hojas y talluelos de Larrea tridentata,
realizado a temperatura ambiente, rinde un 10% de resina en base seca, que contiene 26% de NDGA
(Belmares et al., 1981). La resina representa del 10 al 25% del peso seco de la planta, y el NDGA
representa hasta el 40% del peso seco de la resina (Mabry et al., 1977; Tyler, 1994). El 60% restante es
una mezcla compleja de flavonas parcialmente metoxiladas (Mabry et al., 1977). Los productos y
componentes quimicos de todas las especies de Larrea se encuentran resumidos en Mabry et al., 1977;
Mabry y Bohnstedt., 1981.
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Figura 1. Estructura de los principales lignanos presentes en las especies de Larrea, incluyendo la Gobernadora
(Gnabre et al., 2015).

Extractos de esta planta, como té (“Agua de uso”) o extracto alcohdlico de hojas vy talluelos se
utilizan con fines medicinales en el norte de México y sur de EUA para tratar diversas enfermedades,
como calculos renales y biliares (Timmermann 1981, Vazquez-Yanes et al., 1999, Winkelman 1989), asi
como para el tratamiento de la diabetes (Winkelman 1989, Arteaga et al., 2005). También se utiliza para
tratar enfermedades del higado y como tonico hepatico (Sheikh et al., 1997; Brent, 1999). Sin embargo,
debido a su alto contenido del antioxidante NDGA, se comercializaron en EUA cépsulas y tabletas de
planta desecada y pulverizada como suplementos nutricionales, lo cual llegé a inducir hepatotoxicidad
(Arteaga et al., 2005b). La principal via de eliminacion del NDGA en la orina es en forma de
conjugados de acido glucurdnico (Lambert et al., 2002).

El extracto de Gobernadora no ha sido estudiado en el tratamiento del sindrome metabdlico, el
cual tiene una mayor incidencia en la poblacion y, a diferencia de la diabetes tipo 2, es un padecimiento
que puede curarse completamente. Asi mismo, como el tratamiento del sindrome metabdlico y de la
diabetes tipo 2 incluyen como componentes principales el incremento de actividad fisica y dieta baja en
grasa y carbohidratos, en este trabajo analizamos el efecto del extracto como un coadyuvante en una
terapia de cambio de dieta como parte del tratamiento del sindrome metabdlico en el modelo de hamster.

Objetivo general del estudio

El presente estudio tiene por objeto establecer el efecto del extracto etanodlico de la Gobernadora sobre
algunos parametros plasmaticos y hepaticos asociados con el sindrome metabdlico, utilizando el modelo
de hdmster dorado con dieta hipercaldrica.

Etapa I. Induccién de sindrome metabdlico por medio de dietas hipercaléricas.
Antecedentes
Modelos animales de sindrome metabdlico inducido por dieta

Tres argumentos principales se han mencionado para justificar el uso de animales en
experimentacion biomédica: 1) Los animales proveen un sistema biolégico complejo, necesario para
ciertos estudios, a diferencia de los cultivos celulares, 2) permiten controlar y estandarizar la influencia
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genetica y ambiental y 3) se pueden aplicar muestreos e intervenciones invasivas que en humanos no son
ni ética ni legalmente posibles. En el sindrome metabolico los modelos animales se utilizan para probar
nuevas hipotesis, descubrir mecanismos patofisioldgicos y desarrollar nuevos tratamientos. El
entendimiento de los modelos y su relevancia para diferentes propdsitos es crucial para optimizar su uso.
No hay un modelo Unico, ideal y al mismo tiempo general para el sindrome metabdlico, por lo tanto hay
muchas especies y cepas usadas para estudiar sus diferentes aspectos (Varga et al., 2010).

Los modelos animales de induccion por dietas permiten estudiar el papel de dietas no
balanceadas en el sindrome metabdlico. Muchos roedores no desarrollan el sindrome metabolico
espontaneamente cuando son alimentados con dieta estandar para roedores, por lo que se requieren
dietas especiales para precipitar alteraciones similares a las encontradas en el sindrome metabolico en
humanos (Varga et al., 2010). Las diversas dietas empleadas se pueden dividir en dos categorias: las
basadas en alimento estandar para roedores (Chow) o no purificadas y las purificadas, que emplean en
su elaboracién ingredientes més refinados como fuente de carbohidratos, proteinas y lipidos, como
sacarosa, caseina y aceites. Las dietas comerciales Chow proveen nutricion completa y adecuada,
generalmente contienen ingredientes de origen natural como granos, cereales, harina de pescado o de
soya, generalmente complementados con vitaminas, minerales y grasas. Debido al origen natural de los
ingredientes, puede haber mucha variabilidad en los lotes, aunque sean del mismo fabricante. Las
férmulas de las dietas Chow generalmente son cerradas, la cantidad de cada ingrediente es un secreto del
fabricante y para modificarse se deben agregar carbohidratos o grasas 0 ambos. En las dietas purificadas
cada nutriente es aportado por un ingrediente separado y purificado, generalmente son formulas abiertas,
publicadas a disposicién de la comunidad cientifica, con la ventaja de ser reproducibles o modificables
de acuerdo a lo que se desea estudiar (Ulman et al., 2005; Nutrient Requirements of Laboratory
Animals, 1995).

Modelos murinos de induccion de obesidad y dislipidemia por dietas altas en carbohidratos
refinados

El incremento en el consumo de carbohidratos refinados, como jarabe de fructosa y sacarosa, se
ha asociado a ganancia de peso corporal, elevacion de triglicéridos en la sangre y resistencia a insulina
en humanos y animales. (Gajda et al., 2007). Modelos animales de obesidad y sindrome metabdlico se
han desarrollado con base en dietas altas en fructosa (Kasim-Karakas et al., 1996; Basciano et al., 2005;
Taghibiglou et al., 2000) o sacarosa (Pagliassotti et al., 1996). Estas dietas tienden a incrementar la
cantidad de lipidos acumulados en el organismo o en el higado, en particular por fructosa (Basciano et
al., 2005), provocando lipotoxicidad. Las ratas Wistar son modelos establecidos de resistencia a insulina
e hipertrigliceridemia inducidas por sacarosa (Pagliassotti et al. 1996). Estos fenotipos se desarrollan en
dos semanas cuando los animales son alimentados con dieta que contiene sacarosa al 68% (en peso) en
vez de almiddn de maiz. La insulina basal en el plasma se eleva con la dieta de sacarosa 52 y 55% a las
5 y 8 semanas, respectivamente, en comparacion con la dieta de almidon de maiz. Los triglicéridos
plasmaticos y hepaticos tambien fueron significativamente mayores en la dieta con sacarosa (88 y 103%
en plasmay 70 y 92% en higado, a las 5 y 8 semanas respectivamente, (Pagliassotti et al. 1996). Parece
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que la fructosa componente de la sacarosa es responsable de las alteraciones producidas por las dietas
altas en el disacarido. A menos que sean alimentados durante largos periodos, estas dietas altas en
fructosa o sacarosa no producen ganancia excesiva de peso (Gajda et al., 2007). Por otro lado, mientras
que en las ratas macho, las dietas altas en fructosa o en sacarosa producen las alteraciones sefialadas, en
contraste, las ratas Wistar hembra parecen protegidas contra los cambios en el metabolismo inducidos
por estas dietas (Horton et al., 1997). Esta proteccidn ya no se presenta después de la ovarectomia, lo
que sugiere que las hormonas sexuales femeninas confieren proteccion contra los efectos de una dieta
alta en fructosa (Tappy y Le, 2010). Otros dos modelos cominmente estudiados son las ratas
espontaneamente hipertensivas (SHR) alimentadas con dieta alta en sacarosa, y las ratas Sprague
Dawley alimentadas con fructosa (SDR), que desarrollan resistencia a insulina, hiperinsulinemia e
hipertension. Los dos modelos fueron comparados en su habilidad para inducir caracteristicas del
sindrome metabdlico. Ratas SHR recibieron sacarosa al 12% en el agua de beber, mientras que ratas
Sprague Dawley recibieron dieta con fructosa al 60% durante 7 semanas. Estas Ultimas tuvieron
incremento del 13 % en la presion sistolica, del 81% en insulina, 215% en triglicéridos y 10% en
colesterol total plasmaticos; el area bajo la curva después de una carga de glucosa fue 19.6% mas alta
en comparacion con su control. En cambio las ratas SHR alimentadas con sacarosa en el agua solo
tuvieron incremento del 5 % en la presion sistolica y el area bajo la curva después de una carga de
glucosa fue solo 6.3% mas alta, también en comparacion con su control. Por tanto, el modelo de ratas
Sprague Dawley con fructosa representa mejor las caracteristicas del sindrome metabdlico adquiridas
por la dieta alta en carbohidratos y el ambiente, mientras que las ratas hipertensas con sacarosa son
menos afectadas por la dieta, pero muestran la aparicion espontanea predominantemente genética del
sindrome metabolico. Estas diferencias deben ser tomadas en cuenta al elegir un modelo para estudiar
las caracteristicas del sindrome metabdlico (Oron-Herman et al., 2008). Un modelo que permite ver
cambios metabdlicos a corto plazo es el de ratas Wistar macho adultas tratadas con sacarosa al 20% o
mas en el agua ad libitum y dieta normal de mantenimiento durante 8 semanas. Con este tratamiento
ocurre un incremento de peso corporal, grasa abdominal, insulina y triglicéridos plasmaticos y presion
sanguinea, asi como intolerancia a glucosa, asociado con un aumento en los transportadores GLUT2 en
el pancreas, por lo que hay sobreestimulacion de células beta e hipersecrecion de insulina (Larqué et al.,
2011).

Los modelos con dietas altas en grasa, sacarosa o fructosa desarrollan hipertrofia del tejido
adiposo blanco, lipotoxicidad y sindrome metabdlico (Basciano et al., 2005). En el modelo de dieta alta
en fructosa, la entrada de ésta al higado, sin regulacién mediada por insulina, lleva a un incremento en la
lipogénesis de novo y sintesis de triglicéridos. Los triglicéridos y acidos grasos libres sintetizados se
acumulan en el higado, lo cual conduce a lipotoxicidad y reduccion de la sensibilidad a insulina. La
fructosa per se, a diferencia de la glucosa, no estimula la secrecion de insulina o leptina. La estimulacion
en la secrecion de estas hormonas ocurre después de la induccion de la resistencia a insulina
comunmente observada con dietas altas en fructosa en humanos y modelos animales (Basciano et al.,
2005), siendo las ratas Wistar mas susceptibles y responsivas a desarrollar estos parametros
consumiendo agua con elevadas concentraciones de carbohidratos (Chen et al., 2011; Larqué et al.,

2011).
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Modelos murinos de induccion de obesidad y dislipidemia por dietas altas en grasa

La obesidad es un elemento clave del sindrome metabdlico, muchos roedores cominmente ratas
y ratones tienden a volverse obesos con dietas altas en grasa. El desarrollo de intolerancia a la glucosa,
resistencia a la insulina, elevacion de los triglicéridos y otros parametros, dependen de la cepa, género y
fuente de grasa incluida en la dieta. Numerosas dietas altas en grasa para roedores estan disponibles a
nivel comercial, en las cuales tanto la cantidad como el origen de la grasa varian. Por lo general se
utilizan dietas purificadas, aunque también se utiliza dieta estdndar de mantenimiento con grasa
adicionada, asi como otros ingredientes para no provocar deficiencias nutricionales. Para inducir
obesidad se utilizan dietas con hasta 45% de Kcal totales como grasa (High Fat Diet, por sus siglas en
inglés, HFD) o por arriba de 50% de grasa (Very High Fat Diet, por sus siglas en inglés, VHFD). Las
VHDF inducen cambios mas robustos en los diferentes parametros, sin embargo, si se estudia el efecto
de nutrientes o farmacos, el grado con que se expresan los parametros puede ocultar un efecto de las
sustancias probadas, por lo que en esos casos es mejor utilizar dietas HFD o hasta bajas en grasa (Low
Fat Diet, por sus siglas en inglés, LFD: 10% de grasa) (Gajda et al., 2007). En modelos de desarrollo del
sindrome metabolico, los ratones C57BL/6J responden mejor con dietas altas en grasa, mientras que las
ratas Wistar son mas susceptibles a la sacarosa en el agua. Esta reportado que ratones C57BL/6J machos
tratados con dieta alta en grasa, presentaron incremento de peso corporal, grasa epididimal, glucosa,
insulina, y colesterol séricos, y resistencia a insulina. Estos parametros también se presentaron elevados
en ratas Wistar macho con dieta grasa, sin embargo, fue con dieta estandar y sacarosa al 30% en el agua
donde el incremento fue mas significativo (Chen et al., 2011). En otro estudio hecho en ratas Wistar
macho alimentadas durante 90 dias, el grupo con dieta alta en grasa con colesterol y con sacarosa al 5%
en el agua, presentd incremento de peso corporal, peso del higado, triglicéridos y colesterol hepatico,
con mayores concentraciones séricas de glucosa, colesterol y leptina, esta dieta fue mas efectiva para
producir parametros del sindrome metabolico que la dieta con sacarosa al 20% en el agua de beber y
dieta normal de mantenimiento, excepto en la concentracion de triglicéridos e insulina séricos, los cuales
fueron mayores en este grupo (Torres-Villalobos et al., 2015).

Hamster como modelo de sindrome metabdlico

En el hdmster dorado (Mesocricetus auratus) también conocido como hamster sirio, alimentado
con dietas altas en fructosa o sacarosa desarrolla algunos parametros del SM. Un estudio encontré que
hamsteres alimentados por 2 semanas con dieta alta en fructosa (60%) presentd un aumento del 18% en
el peso corporal y 22% en el peso del higado, concentraciones de triglicéridos plasméticos 221% mas
elevadas y 25% de los hepaticos, ademas de 186% mas de insulina plasmatica, que los alimentados con
dietas de mantenimiento o alta en sacarosa. Estos ultimos no fueron diferentes del control, excepto por
un incremento del 71% en la insulina plasmatica (Kasim-Karakas et al., 1996). En otro estudio,
hamsteres dorados también recibieron dieta con fructosa al 60% durante 2 semanas, hubo incrementos
plasmaticos del 50% en colesterol, del 185% en triglicéridos, del 133% en insulina y del 50% en acidos
grasos libres, resistencia a insulina por pinza hiperinsulinémica euglicémica y 4.6 veces mayor
produccién de VLDL-apoB, tanto in vivo como en hepatocitos cultivados. Este modelo ofrece ventajas
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sobre el modelo de rata alimentada con fructosa, en que el metabolismo de lipoproteinas apoB del
hamster es mas parecido al de los humanos, porgue el higado del hdmster produce VLDL solamente con
apoB-100 y con una densidad similar a la de la VLDL de humano, en cambio la rata secreta apoB-48 y
apoB-100 (Taghibiglou et al., 2000).

El hamster dorado tiene vesicula biliar y un metabolismo de colesterol similar al de los humanos,
la naturaleza y composicion de los &cidos biliares hidrofobicos y la proporcién de tauro y
glicoconjugados es similar en hamsteres y humanos (Combettes-Souverain et al., 2002). Es un buen
modelo para estudiar alteraciones que se presentan en el sindrome metabdlico de humanos, porque su
metabolismo de colesterol y lipoproteinas, asi como su reaccion a los lipidos de la dieta, es similar a los
humanos (Bravo et al., 1994). Estas caracteristicas lo hacen 0til para estudios de dislipidemias, debido a
que pueden inducirse cambios marcados en la saturacion de colesterol plasmatico y biliar por medio de
dietas con formulas especificas (Valasek et al., 2008), como con dieta alta en manteca de cerdo y
colesterol en concentraciones que van del 0.1% al 0.9%, que provoca incrementos en el colesterol y
triglicéridos plasmaticos (Zhang et al., 2009b; Wang et al., 2001; van Heek et al., 2001; Valasek et al.,
2008). Se han desarrollado dietas altas en aceite de coco y colesterol, que en hamsteres producen mayor
concentracion de colesterol total y triglicéridos, aumento en el peso del higado y del colesterol hepatico,
en comparacion con hamsteres alimentados con dieta con aceite de coco, sin colesterol (Lecker et al.,
2010). Dietas de manteca de cerdo con niveles de colesterol entre 0.1 a 0.9% producen en hamsteres
mayor incremento de triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL, colesterol hepatico y adiposo, que en
ratas, lo que muestra que los hamsteres son hiperresponsivos al colesterol de la dieta. Las ratas a
diferencia de los hamsteres, regulan el colesterol total y LDL maés rapido, manteniéndolos en bajos
niveles bajos y con altos valores de colesterol HDL, por lo que hay menor acumulacion de colesterol
hepético, y no se incrementa el colesterol sérico en respuesta al incremento de este lipido en la dieta;
ademas eliminan més eficientemente el colesterol y los acidos biliares a través de las heces (Zhang et al.,
2009b).

Objetivo: Establecer el efecto de dietas hipercal6ricas altas en fructosa o grasas como manteca de cerdo
0 aceite de coco, con o sin colesterol, sobre algunos parametros relacionados con el sindrome
metabolico, que permitan estudiar posteriormente el efecto de Gobernadora.
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Materiales y métodos:
Animales y Dietas

Se realizaron 5 experimentos en los que se montaron grupos de 6 hamsteres machos de la colonia del
bioterio de la Facultad de Ciencias, de la misma edad y con peso corporal similar. Cada grupo recibié ad
libitum una de las dietas purificadas o no purificadas mostradas en la Tabla 1. En experimentos con
dietas purificadas se emple6 una dieta con almidon al 35% como control (Tabla 1), mientras que en
experimentos con dieta no purificada se empled Nutricubos Purina para roedores como control y como
base de las dietas experimentales.

Las dietas fueron suministradas por periodos de tiempo entre 4 y 9 semanas, segun se sefiala en la
seccion de resultados.

Cada grupo se mantuvo en jaulas de acero inoxidable con cama de aserrin y recibieron las dietas y agua
corriente ad libitum. Los animales fueron pesados semanalmente y se determind el consumo de alimento
suministrando una cantidad determinada y midiendo el restante cada tercer dia.

Toma de muestras

Al final del periodo experimental, los animales, en ayuno desde la noche anterior, fueron anestesiados
con pentobarbital (63mg/kg p.c.) y se tomaron muestras de sangre por seno retrorbital con capilares
heparinizados y no heparinizados. Se separaron el plasma o suero por centrifugacion (Microspin 24,
Vulcon Technologies).

Después de la toma de muestras de plasma y suero, o durante la ultima semana del periodo
experimental, a los animales bajo anestesia con pentobarbital (63mg/kg p.c.), se les realiz6 una prueba
de tolerancia a insulina, por inyeccion de 0.05 Ul de insulina humana recombinante de accion rapida
(Humulin R, Lilly) intraperitoneal. Se determind glucosa antes y después de 5, 10 y 15 min de la
inyeccion de insulina.

Inmediatamente después, los animales fueron sacrificados por exceso de anestesia (pentobarbital). Se
colecto la bilis vesicular y se diluyo 1:1 con isopropanol. Se disecciond y peso el higado y la grasa
epididimal.

Analisis de muestras

Se determinaron glucosa, triglicéridos y colesterol total y HDL en plasma por ensayos enzimaticos
colorimétricos utilizando los reactivos Spinreact (Girona, Espafia).
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Tabla 1. Composicion de dietas experimentales *

Ingredientes Dietas

A F C M PM PMC 0.5% PMC 0.1%
Purina 70 70 70
Fructosa 40
Sacarosa 20.85 55.53 19.85
Almidon 25 15
Glucosa 35
Dextrina 10
Caseina 24 24 24 24 6.156 6.156 6.9
Celulosa 5 3 3 3 1.5 1.0 1.5
Aceite de coco 10
Manteca de 20 20 20 20
cerdo
Aceite de maiz 4 4
Colesterol 0.05 0.05 0.5 0.1
Metionina 0.67 0.4 0.67 0.4 0.12 0.12 0.12
Colina 0.2 1.1 0.2 1.1 0.06 0.06 0.042
Minerales® 5 5 5 5 1.5 1.5 1.05°
Vitaminas® 1.6 1.6 1.6 1.6 0.666 0.666 0.3*
Kcal/kg 3786 3828 4098 4634 4283 4283 4297

*Valores en porcentaje peso a peso. * Mezcla con 80% de Salt Mixture #2 U.S.P. XIll y 20% de Supplement to USP
#2 Salt Mixture (ICN Biomedicals, Inc.). >Vitamin Diet Fortification Mixture (ICN Biomedicals, Inc.). *Mezcla de
minerales AIN-93M-MX (MP Biomedical, LLC). *“Mezcla de vitaminas AIN-93-VX (MP Biomedical, LLC). Valor
energético de Nutricubos Purina: 3683 kcal/kg dieta. Dieta Almidén (A), Dieta Fructosa (F), Dieta Aceite de Coco
(C), Dieta Manteca (M), Dieta Purina-Manteca (PM), Dieta de Purina Manteca y Colesterol al 0.5% (PMC 0.5%) y
Dieta de Purina Manteca y Colesterol al 0.1% (PMC 0.1%).

Aproximadamente 30 mg de higado fueron homogenizados en cloroformo:metanol (1:1). Se centrifugé a
1000g por 5 min a 4°C y alicuotas del sobrenadante fueron evaporadas. En éstas muestras se
determinaron lipidos totales por el metodo de fosfovainillina (Inouye et al., 2006), triglicéridos y
colesterol con reactivos Spinreact. Alicuotas de bilis vesicular diluida se extrajeron con
cloroformo:metanol:salina (2:1:0.5). Se centrifugd a 1000g por 5 min y muestras de la fase
cloroférmica se evaporaron y analizaron para colesterol, por ensayo enzimético colorimétrico y
fosfolipidos por el método de fosforo inorganico de Bartlett (1959). Otra alicuota de bilis vesicular
diluida se analiz6 para sales biliares totales por método enzimatico (Turley, 1978). Se estimo la
litogenicidad de la bilis por medio del porcentaje molar de colesterol.

15



Tabla 2. Analisis Quimico Proximal de dietas de mantenimiento y altas en grasa*

Dieta Nutricubos Purina Manteca Purina-Manteca
% % %

Proteina Cruda 25.01 21.26 22.52
(Nitrégeno*6.25)
Extracto Etéreo 3.73 11.54 10.88
Cenizas 8.04 3.70 7.03
Fibra Cruda 4.56 7.77 3.38
Extracto Libre de 58.67 55.75 56.19
Nitrégeno
Total (%) 100 100 100

* Los resultados se expresan en Base Seca. Método AOAC (Association of Analytical Communities) Quimico
Proximal (1990). Andlisis realizado en el Departamento de Nutricién Animal y Bioquimica de la Facultad de
Medicina Veterinaria, UNAM.

Analisis estadistico

Los resultados son reportados como media + desviacion estandar para el numero de muestras
especificado. Las diferencias entre las muestras fueron analizadas por medio de ANOVA de una via y
prueba pos hoc de Tukey HSD, considerandose significativas las diferencias con una p<0.05. Los datos
fueron analizados con el programa GraphPad Prism version 6.00 para Windows (GraphPad Software,
La Jolla California USA).
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Resultados
Peso corporal y consumo de alimento

Las curvas de crecimiento a lo largo de 4 a 10 semanas de hamsteres con dietas hipercaldricas de 5
experimentos se presentan en la Figura 1. Los grupos con las dietas purificadas con base en fructosa y
aceite de coco (Figuras 1A y 1B) no mostraron diferencias significativas de crecimiento respecto a su
grupo control con dieta de almidon de maiz. La dieta no purificada con manteca de cerdo indujo en la
semana 3 significativamente un mayor peso corporal que la dieta de mantenimiento (Figura 1C),
mientras que la dieta purificada de manteca tuvo un crecimiento intermedio que no fue
significativamente diferente de las otras 2 dietas. La adicion de colesterol al nivel de 0.5% en la dieta no
purificada con manteca de cerdo (Figura 1D) tempranamente indujo un aumento significativo del peso
corporal desde la primera hasta la cuarta semana; sin embargo, en la semana 5 y de ahi en adelante, el
grupo con colesterol ya no fue significativamente mayor al grupo control. Debido a que este nivel de
colesterol mostrd un higado hipertrofiado y con esteatosis que dejaba al 6rgano blanco, se decidié
ensayar un nivel de colesterol de solo 0.1% en la dieta no purificada (Figura 1E). Esta dieta causé que
desde la tercera semana de suministrada, los hdmsteres mostraran un peso corporal significativamente
mayor que el grupo control. La Figura 1F muestra el incremento de peso acumulativo semanal de los
grupos con dietas hipercaloricas. Se observa que las dietas que inducen el mayor crecimiento
significativo con respecto a las dietas de fructosa y aceite de coco, son las que incluyen manteca de
cerdo; de éstas, las no purificadas con y sin colesterol indujeron crecimientos similares.

En relacion al grado de obesidad alcanzado por los animales, la grasa epididimal fue significativamente
mayor en los grupos con dietas no purificadas con manteca de cerdo respecto a los grupos con dietas
purificadas. Las dietas purificadas no mostraron diferencias significativas entre si, e incluso las de
almidon y fructosa fueron significativamente menores que la de Purina, solo la que incluia manteca de
cerdo alcanzd a inducir un porcentaje de grasa epididimal significativamente mayor al de las de almidon
y fructosa.
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Figura 1. Peso corporal de hamsteres con dietas hipercaldricas. *Semana mdas temprana en que hubo diferencia
significativa en el peso corporal. § Semana a partir de la cual se perdid la diferencia significativa entre grupos.
Diferente letra indica diferencia significativa entre grupos. (P<0.05; ANOVA y Tukey).
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Tabla 3. Grasa epididimal en hamsteres con dietas experimentales.*

Tipo de | Dieta Grasa Epididimal | % Grasa Epididimal
dieta (g)
Almidén 0.97 +0.15, 0.86 + 0.09,
n=5
©
et Fructosa 0.90 +0.18, 0.85+0.11,
o n==6
E Aceite de Coco 1.03+0.21, 1.01£0.13;,
3 n==6
a
Manteca 1.47 £0.15, 1.10 + 0.09;,
n==6
© Purina 1.3310.26, 1.08 £0.12p
© n==6
©
[S) .
= Purina-Manteca 2.18 +0.38, 1.38 +0.13,
= n=6
: .
o Purina-Manteca- 1.66 + 0.23;, 1.26 £0.07. 4
<z: Colesterol 0.5%

n=8

*Media + DS. Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05)

Asi mismo, el consumo de alimento durante los periodos experimentales con las dietas fue
significativamente diferente al inicio (Figura 2). Con las dietas purificadas (Fig 2A y Tabla 3), la dieta
con manteca de cerdo indujo un mayor consumo al inicio, el cual no fue significativo, que disminuyé

progresivamente hasta igualarse con

la otras 3 dietas purificadas,

las cuales no variaron

significativamente entre si. Con las dietas no purificadas (Fig 2B y Tabla 4), al inicio las dietas con
manteca indujeron un mayor consumo, aunque no significativamente diferente al que hubo con Purina,
excepto la 12 y 22 semana con Purina-Manteca. El consumo disminuy6 a lo largo del tiempo y para la 4?
semana no hubo diferencias entre los grupos, excepto un incremento significativo en el grupo con

Purina-Manteca-Colesterol 0.5% en la 72 semana que tuvieron un consumo mayor.
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Figura 2. Consumo de alimento promedio semanal de hamsteres durante 10 semanas con dietas purificadas (A)

y no purificadas (B). *Semana en que hubo diferencia significativa. § Semana a partir de la cual se perdid la

diferencia significativa entre grupos.

Tabla 4. Consumo de alimento promedio semanal por animal con dietas purificadas y no purificadas.

Consumo de alimento en semana (g / dia / hamster)*
Tipo Dieta 1 4 7 9 10
n=4 n=3 n=3 n=3 n=3

Dieta

Almidon 6.7+ 1.2, 49+1.7, 6.9+ 1.1, 52+09, | 49+1.9,
©
o Fructosa 53+14,, 6.6 + 1.0, 5.9+0.7,p 48+1.0, | 6.7+1.0,
(8]
E Aceite de Coco 4.1+29, 49+1.8, 5.0£0.5,p 4.8+0.6, 2.9+2.2,
>
a

Manteca 8.911.0,p 5.2+1.1, 45%+1.5, 5.3+1.8,

Purina 84113, 6.6+ 1.3, 69121, 6.8+0.5,
@
t .
o Purina-Manteca 10.3+1.3; 7.4+ 1.0, 47+1.9, 5.6+ 1.5,
=
5 Purina-Manteca- 9.2+ 0.8, 4.0£2.6, 7.8 1.9
o Colesterol 0.5%
]
z Purina-Manteca- 10.1+0.04, | 7.9%04,

Colesterol 0.1 %

*Media % DS. Diferente letra indica diferencia significativa entre grupos. (P<0.05).

20



Parametros plasmaticos

Al cabo del periodo en que recibieron las dietas experimentales, la glucosa plasmatica en los animales
con dietas de almidon y aceite de coco presentaron concentraciones significativamente mayores a las de
las demés dietas (Tabla 5). En triglicéridos, los animales con dieta pura de manteca exhibieron
significativamente los mayores niveles de todos los grupos. En colesterol total el grupo con 0.5% de
colesterol en la dieta exhibid la mayor concentracion, mientras que los grupos con dietas purificadas,
incluyendo el control de dieta de almidén, también presentaron niveles significativamente superiores al
grupo con Purina. El grupo con Purina-Manteca no fue significativamente diferente del grupo control
con Purina. En cambio, la proporcion del colesterol HDL no present6 diferencias significativas.

Tabla 5. Parametros plasmaticos de hamsteres con dietas experimentales.*

Tipo de Dieta y periodo Glucosa Triglicéridos Colesterol % Colesterol HDL
dieta experimental (mg/dl) (mg/dl) total (mg/dl) (mg/dl)
Almidon 260 + 58}, 300 + 89, 179 % 11p 4 42411,
10semanas n=6
©
o Fructosa 137 + 14, 249 + 115, 217 + 234 49£6,)
o 10semanas n=6
= Aceite de coco 228 £ 77, 211 + 74, 193 + 15 4 49426, p
s 10semanas n=6
o
Manteca 152 + 14, 485 + 127, 186 + 49y, 4 35 £33,
7 semanas n=6
Purina 134 + 18, 159 + 36, 96 + 14, 64 +18,
© 7 semanas n=6
©
o Purina-Manteca 190+ 14 5, 294 + 70, 136+ 25, 55+ 8,
z° - 7 semanas n=6
5 Purina-Manteca- 155 + 40, 311 + 95, 402 £ 53 49 £ 14,
o Colesterol 0.5%
7 semanas n=8

*Media £ DS. Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05; ANOVA y
Tukey)

Tolerancia a insulina

En las curvas de tolerancia a la insulina (Tabla 6), tanto la pendiente en mg/dl/min como en porcentaje
de disminucién de glucosa por minuto, no fue significativamente diferente entre los grupos, debido a
una alta dispersion de los datos. Solo con dieta de Purina con manteca el % de reduccion de glucosa por
minuto fue menor que el de los grupos que recibieron dietas purificadas y Purina, indicando mayor
resistencia a la accion de la insulina en este grupo.
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Tabla 6. Tolerancia a insulina de hamsteres con dietas experimentales.*

n=8

Tipo de Dieta Reduccién de Reduccién de
dieta glucosa (mg/dl/min) | glucosa (%/min)
Almidén 8.2+3.2, 3.8+1.0p
n=6
©
'g Fructosa 6.0+ 0.65 4.0%0.7,
o n=6
= Aceite de Coco 4.6+2.3;p 3.0£1.9,p
=] n==6
a
Manteca 43+0.8;p 25%0.73p,c
n=5
o Purina 431£23,p 3.2+13,4
s n==6
° g Purina-Manteca 1.5 £ 2.0, 0.7 +1.0,
Z « n=6
3 Purina-Manteca-Colesterol 0.5% 3.0£1.8,p 1.5+1.0,c

* Media £ DS. Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05)

Parametros hepaticos

Después del periodo experimental, (Tabla 7) tanto el peso del higado absoluto como porcentual de los
tres grupos con manteca de cerdo fueron significativamente mayores que los de los demas grupos. Los

grupos con Purina y con aceite de coco fueron los de significativamente menor peso del higado.

Respecto a los lipidos hepaticos (Tabla 7), el grupo con dieta de Purina-manteca y colesterol exhibid
significativamente la mayor concentracion de lipidos totales, colesterol y triglicéridos, aunque estos dos
ualtimos no alcanzaron a ser significativamente mas elevados.
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Tabla 7. Parametros hepaticos de hamsteres con dietas experimentales.*

Tipo Grupos y Dieta Higado (g) Higado Lipidos tot. | Triglicéridos Colesterol
de . (mg/g) (mg/g) (mg/g)
dieta (% p.c)
Almidon 6.5+0.5, | 58+0.2y 25+ 6, 9.8 +3.1, 3.6+ 1.2y
© n=5
= Fructosa 6.4+0.9, 6.1+0.5. 47 + 11, 8.8+2.8, 6.9+ 1.7,
e n=6
= Aceite de Coco | 4.1+03. | 4.0%0.1, ND ND ND
: n=4
Manteca 8.2+0.5, 6.2+0.1¢ 41+4, 12.4+8.3, 43+3.5,
n=6
© Purina 52+0.8,c | 4.3£0.5, 3418, 6.9+35, | 5.0%41,p.
b e} n= 6
©
U .
“ Purina-Manteca | 83105, | 53102, 395, 11.1£8.6, 1.8+ 1.1
- n==6
=
Q .
Purina-Manteca- | 92+12, | 694034 | 223+31, | 15.6+3.4, 7.8+0.9,
3 Colesterol 0.5%
n=8

* Media £ DS. Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05)

Parametros biliares

Los valores de los lipidos biliares se muestran en la Tabla 8. Hay pocos datos en los grupos con dietas
purificadas, debido a que no se pudo colectar la bilis vesicular en todos los animales, por presentar
vesiculas vacias o porque se rompio la vesicula al disecarla. En fosfolipidos hubo mayor concentracion
en los animales con dietas de Purina, Purina con manteca y Purina-manteca con colesterol, es decir con
las dietas no purificadas y en particular con la que se adicioné de colesterol. En &cidos biliares no hubo
diferencias entre los grupos. El colesterol biliar fue mas elevado en el grupo con dieta Purina-manteca y
colesterol, seguido de los grupos con las dietas purificadas de almidon, fructosa y manteca. Las
concentraciones mas bajas de colesterol biliar se encontraron en los grupos con dieta no purificada sin
adicion de colesterol. Se observo un mayor porcentaje molar de colesterol con las dietas purificadas, en
particular las de fructosa y manteca, y con la no purificada adicionada de colesterol. En los animales con
dieta purificada de manteca se presentaron calculos biliares en 4 de 5 animales, pero fueron de tipo
pigmentario, no de colesterol.
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Tabla 8. Composicion de la bilis vesicular de hdmsteres con dietas experimentales.*

Tipo de Dieta Fosfolipidos Acidos biliares Colesterol % Molar
dieta mM mM mM Colesterol
© Almidon 2.5+0.3, 25.5+2.4, 0.71£0.10, p, 25+0.2,p
'g n=3
2 Fructosa 2.2+0.4, 20.2 £8.3, 1.05 +0.13p 5.0 2.1
E n=4
2 Manteca 2.5+£0.9, 17.5 £15.8, 0.67 £0.16, 4.7+4.1,)
n=2
Purina 5.0+2.6,p 18.7 £5.0, 0.34 +0.04, 1.5+0.2,
= n==6
© .
o Purina-Manteca 7.5+1.9;, 17.6 £ 2.5, 0.31+0.05, 1.3+0.3,
- N=5
S | Purina-Manteca- 11.3+1.3, 20.145.8, 1.53 +0.50, 4.3+1.1y
Q Colesterol 0.5%
z° n=7

*Media  DS. Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05).
Discusion y conclusiones

La comparacién de los resultados entre las dietas purificadas muestra que la dieta de manteca es la que
induce mejor algunos parametros del SM en el hamster, sin embargo solo el peso del higado y
triglicéridos plasmaticos fueron significativos con respecto a los de animales con dieta de almidén. En
los otros pardmetros solo hubo una tendencia a ser mas elevados. La fructosa y el aceite de coco no
causaron una mayor obesidad y varios parametros plasmaticos y hepaticos no llegaron a ser diferentes a
los de la dieta control basada en almidon. La manteca de cerdo, al ser grasa de origen animal, es la que
mejor produce incremento en parametros del sindrome metabolico, a diferencia de la gr asa de origen
vegetal como el aceite de coco.
La dieta con 10% de aceite de coco no incremento el peso corporal de los hamsteres como se esperaba.
El aceite de coco fue elegido como grasa saturada experimental porque ha sido utilizado previamente en
estudios con hamsteres alimentados con dietas altas en aceite de coco y colesterol durante 12 semanas,
que les produjeron mayor concentracion de colesterol total y triglicéridos, aumento en el peso del higado
y del colesterol hepatico, en comparacion con hamsteres alimentados con dieta con aceite de coco, sin
colesterol, que tuvieron reducciones en esos parametros (Lecker et al., 2010). En nuestro trabajo el
aceite de coco no afecto los parametros plasmaticos, pero indujo un menor peso del higado que la dieta
con almidon.
Dieta con fructosa fue empleada por Kasim-Karakas et al. (1996) encontrando que la dieta purificada
con 60% de fructosa por 2 semanas indujo un pequefio pero significativo incremento en peso corporal,
menor tolerancia a la glucosa, incremento de triglicéridos plasmaticos y hepaticos. En nuestra
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experiencia la fructosa no incremento el peso corporal u obesidad de los animales, ni los parametros
plasmaticos ni hepéticos se alteraron significativamente. Quizas la cepa y talla de los hamsteres
utilizados puede ser la diferencia con nuestro estudio, ya que eran hdmsteres mas grandes al inicio. Lo
que sorprende es el consumo de alimento reportado por ellos, que fue mas de 4 veces mayor que el
encontrado por nosotros, e inclusive es mayor al consumo de una rata de 300 g de peso corporal.

En general, no se obtuvieron los cambios esperados con las dietas purificadas, excepto parcialmente con
la dieta de manteca de cerdo, la cual produjo calculos biliares pero del tipo pigmentarios y no de
colesterol, que se asocian mas con el sindrome metabolico. En el hamster este tipo de célculos estan
compuestos principalmente de hidroxiapatita y sales de calcio de &cidos biliares (Dam, 1969). Por lo
anterior, se ensayo la dieta no purificada con manteca de cerdo. Esta dieta tuvo una mayor aceptacion
por los animales, mostrada por un mayor consumo al inicio del experimento, quizés por la textura o
palatibilidad. La dieta no purificada con manteca indujo una mayor obesidad, expresada como mayor
peso corporal y contenido de grasa epididimal, asi como resistencia a la insulina, medida como la
pendiente de la curva de tolerancia a la insulina, ademas de una tendencia a mayor acumulacion de grasa
en plasma e higado.

Sin embargo, con la dieta no purificada con manteca, el colesterol plasmatico no se encontrd
significativamente alto, e inclusive fue menor que con dietas purificadas. Asi mismo, el colesterol biliar
fue igualmente bajo. Por lo anterior, se decidié ensayar la adicion de colesterol a la dieta no purificada
de manteca. Un estudio previo mostré que en hamsteres alimentados con dietas de manteca de cerdo
adicionada de colesterol al 0.3 a 0.9%, producen mayor incremento de triglicéridos, colesterol total,
colesterol HDL, colesterol hepatico y en tejido adiposo, que con la dieta sin adicion de colesterol. En
este mismo trabajo se encontré que en la rata no se elevo la concentracion triglicéridos ni colesterol
séricos como en el hamster, y que estos Gltimos responden de modo directamente proporcional a la
concentracion de colesterol agregado a la dieta (Zhang et al., 2009b). En nuestro estudio con la adicion
de colesterol al 0.5% en la dieta se produjo hepatomegalia y mayor contenido de lipidos totales, asi
como una tendencia al incremento de colesterol y triglicéridos plasmaticos y hepaticos en comparacion
con la dieta no purificada de Purina y de Purina-manteca. Con esta dieta la apariencia del higado fue el
de una marcada esteatosis, por la hepatomegalia pronunciada y el color blanco del higado, la cantidad de
colesterol parece ya tener efectos toxicos a las 7 semanas, pues el crecimiento de los animales se redujo.
Por lo cual se decidi6 ensayar la dieta no purificada con manteca adicionada de solo el 0.1% de
colesterol, con la cual a las 2 semanas de suministro los animales ya presentaban un peso corporal
significativamente mayor que con solo la dieta de mantenimiento. Esta Gltima dieta es la que se utilizd
para evaluar el efecto del extracto etanolico de Gobernadora, por afectar menos el higado e inducir
dislipidemia, como se discutira en el siguiente capitulo.

Respecto a los parametros biliares, las dietas purificadas, particularmente fructosa y manteca, indujeron
un mayor porcentaje de colesterol biliar, debido a una mayor concentracion de colesterol biliar y una
reduccién en los fosfolipidos. Entre las dietas no purificadas, la adicion de colesterol incremento el
colesterol biliar mas que con ninguna otra dieta, pero también se estimuldé una mayor secrecion de

fosfolipidos por lo que el porcentaje molar de colesterol, aunque elevado, no fue mayor que con las
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dietas purificadas de fructosa y manteca. Entre las dietas no purificadas, la adicion de colesterol si
produjo una mayor litogenicidad que la de Purina y Purina-manteca, lo que permitiria estudiar el efecto
de diferentes compuestos sobre la litogenicidad de la bilis. La dieta litogénica para hdmsteres descrita
por Dam (1969) es sin grasas Y alta en carbohidratos refinados, como glucosa o sacarosa. La deficiencia
en acidos grasos en los animales provoca una mayor sintesis de colesterol en el organismo y su
excrecion en la bilis provoca la litiasis. Al afiadir menos de 2% de aceite vegetal a la dieta de Dam,
previene la formacion de los célculos de colesterol. También es posible que el colesterol de la dieta se
depositd en la abundante grasa corporal, en vez de eliminarse en la bilis.

Etapa Il. Efecto de Gobernadora 'y NDGA en el modelo de hamster alimentado con una dieta alta
en manteca de cerdo

Antecedentes.

Se ha publicado que el masoprocol, que es NDGA puro extraido de la Gobernadora, reduce las
concentraciones de glucosa plasmatica y triglicéridos en ratas diabéticas tratadas con estreptozotocina,
(Luo et al, 1998, Reed et al., 1999). También en un modelo de ratas no diabéticas con
hipertrigliceridemia inducida por fructosa en su dieta, el masoprocol redujo las concentraciones de
triglicéridos plasmaticos (Scribner et al., 2000) e inhibe la dipeptidil peptidasa 4, la a-glucosidasa y la
a—amilasa (Roskar et al., 2016). Por otro lado, el extracto etandlico de Gobernadora redujo la incidencia
de calculos biliares de colesterol en hamsteres con dieta litogénica alta en glucosa y sin grasas, al
incrementar el quenodesoxicolato y reducir el desoxicolato biliar, cambios que favorecen una bilis
menos saturada de colesterol, lo que redujo el porcentaje molar de colesterol (Arteaga et al., 2005b). En
ratones con dieta alta en grasa como manteca de cerdo, el NDGA, administrado oralmente, redujo la
ganancia de peso corporal, la grasa epididimal y subcuténea, el colesterol total, LDL y los triglicéridos
séricos, ademas en el higado previene la esteatosis y reduce los triglicéridos. Los animales mostraron
baja expresion de la proteina de union al elemento regulador del esterol-1 (SREBP-1, por sus siglas en
inglés) en el higado, factor de transcripcion que participa aumentando la lipogénesis, y también se
observo un aumentd en la expresion del receptor alfa activado por el factor proliferador de peroxisomas
(PPAR-a), involucrado en la oxidacion de acidos grasos (Lee et al., 2010). En ratas con dieta alta en
fructosa, la administracion oral de NDGA redujo los niveles plasmaticos de triglicéridos, glucosa,
insulina y acidos grasos libres, también redujo en el higado los triglicéridos (Zhang et al., 2015). Muchas
de las actividades farmacoldgicas de los extractos de Gobernadora se han adscrito a sus lignanos, aunque
hay muchos otros componentes que pueden actuar sinérgicamente o potenciando sus actividades
(Arteaga et al., 2005a, Gnabre et al., 2015).

El extracto etanolico de Gobernadora tiene actividad antimicrobiana (Mabry y Bohnstedt, 1981;
Verastegui et al., 1996), lo cual puede afectar la microbiota intestinal del hamster. La microbiota
intestinal puede afectar el metabolismo del organismo, ademas de la absorcion de nutrientes (Di Baise et
al., 2012; Festi et al., 2014). Por otro lado, en hamsteres, esteroles de plantas reducen la absorcion de
colesterol e incrementan su excrecion fecal (Rasmussen et al., 2006).

26



Tanto alteraciones en la microbiota como algun componente del extracto de Gobernadora
podrian estar evitando la absorcion de colesterol proveniente de la dieta, y eliminandolo por las heces,
actuando de manera analoga a la Ezetimiba. Esta ultima es un farmaco que en humanos que se emplea
para reducir el colesterol plasmatico hasta en 15 a 20%. El blanco directo es el transportador intestinal
de esteroles, la proteina Niemann-Pick C1l-like (NPC1L1), la cual es critica en el transporte
transmembranal de colesterol en el intestino delgado. La Ezetimiba se une a su dominio extracelular y
bloquea la absorcién de esteroles (Valasek et al., 2008; Suchy et al., 2011) aumentando su excrecion
fecal.

Justificacion

La prevalencia del SM en adultos, de acuerdo a los criterios de la IDF es de casi el 50% en
México (Rojas et al., 2010). Las causas que llevan a esta elevada frecuencia son el sedentarismo,
consumo excesivo de alimentos y dieta rica en carbohidratos refinados y/o grasas, asi como malos
habitos alimentarios, lo que ha provocado una epidemia de obesidad y SM. El tratamiento adecuado de
cada componente del sindrome puede prevenir o retardar la aparicion de diabetes tipo 2 y enfermedades
cardiovasculares, dos de las principales causas de mortalidad en poblacion adulta en México (Rojas et
al., 2010).

Debido a que el SM es un grupo de anormalidades metabolicas caracterizado recientemente, es
dificil encontrar en la medicina tradicional mexicana plantas utilizadas especificamente para su
tratamiento. Sin embargo, la Gobernadora se utiliza en el tratamiento de la diabetes, (Winkelman, 1989),
por lo que podria también tener efecto sobre el SM que frecuentemente antecede a la diabetes.

Objetivo general

Establecer el efecto de Gobernadora sobre parametros del SM, empleando como modelo al hamster
alimentado con una dieta hipercalorica alta en grasa y colesterol.

Objetivos particulares

Determinar el efecto del extracto alcohdlico de hojas y talluelos de Gobernadora (Larrea tridentata)
sobre los siguientes parametros de hamsteres alimentados con una dieta alta en manteca de cerdo
adicionada de colesterol:

> Los niveles plasmaticos de glucosa, triglicéridos, colesterol, insulina y leptina.
La resistencia a la insulina.

La acumulacion de lipidos totales, triglicéridos y colesterol por el higado.

El estrés oxidativo y peroxidacion en el higado.

La composicidn lipidica y litogenicidad de la bilis.

YV VYV V

Asi mismo, puesto que el cambio en el estilo de vida, principalmente en la dieta y en el ejercicio, son
recomendados para el tratamiento del SM en humanos (Grundy et al., 2004b), se ensayo0 el efecto del
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cambio de dieta grasa a dieta de mantenimiento con o sin el extracto de Gobernadora. Se espera que el
cambio de dieta mas el extracto pueda inducir mayor beneficio en revertir los pardmetros alterados.

Se compararan los efectos de Ezetimiba, como control positivo de la inhibicion de la absorcion del
colesterol dietético, y el extracto de Gobernadora para determinar si el extracto tiene un efecto sobre la
excrecion fecal de colesterol.

Meétodo:
Preparacion del extracto etanolico de Gobernadora

La planta utilizada para obtener el extracto etandlico de Gobernadora fue colectado en San Luis Potosi.
Especimenes se depositaron en el Herbario Nacional, Instituto de Biologia, UNAM (MEXU; no.
534807) y en el Herbario de Plantas Medicinales, Centro Médico Siglo XXI (IMSS; nos. 11 319-11
321). A 100 g de hojas y talluelos de planta seca se les agregaron 1L de etanol absoluto y se agitd
durante 30min a temperatura ambiente. Se filtr6 y se evaporé el etanol en un rotavapor. La resina
obtenida se liofilizo y las hojuelas y polvo resultantes se almacenaron en envase de aluminio y en
desecacion. Se tuvo un rendimiento de aproximadamente 11g de resina por 100g de planta.

Contenido de NDGA en el extracto etandlico de Gobernadora

Se utilizo un equipo de HPLC marca Agilent 1260 infinity, equipado con un detector de diodos G1315C,
con una columna de fase inversa C-18 (250 x 4.6 mm; 100-5) Macherey-Nagel. Como fase movil se
empled H3PO,0.04 M y acetonitrilo (ACN); se inicio con una relacion de H3PO4,/ACN 70:30 (v/v) y se
incremento la concentracion de ACN hasta llegar a una relacion de H3PO4/ACN 50:50 (v/v) a los 15
minutos. Posteriormente se aumenté nuevamente la concentracion de ACN hasta llegar a una relacion
H3PO4/ACN 30:70 (v/v) en el minuto 19. Finalmente se estabilizé nuevamente a 30% de ACN en el
minuto 21. El flujo utilizado fue de 1.5 mL/min y se inyectaron 20 uL de muestra. Se detect6 a 280 nm.
Se hizo una curva estandar de NDGA en el intervalo de 20 a 80pg/ml de metanol. Como se muestra en
el cromatograma del extracto de Gobernadora (Figura 1), muestra un pico a los 10.85 min de corrida
que corresponde a NDGA, junto con otros picos, que podrian ser derivados O-metilados reportados para
la resina (Gnabre et al., 2015). La concentracion del acido nordihidroguayarético se calculd por medio
de la interpolacion del area bajo la curva (ABC) en la ecuacion de la recta, obtenida a partir de las curva
de calibracion disefiada en la evaluacion de la linealidad del sistema. En base a la curva patron realizada,
el extracto etandlico contiene 8.9% de NDGA. La evaluacion de la selectividad del método se realizd
mediante el registro de los espectros de UV del estandar de NDGA (Sigma Aldrich), la matriz de trabajo
(extracto de Gobernadora) y la matriz enriquecida con el estandar. La validacion del método analitico se
realiz6 con base en los lineamientos establecidos por guias de validacién ICH [Q2 (R1), 2005].
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Figura 1. Cromatograma del extracto etandlico de Gobernadora (mAU: Unidades de Absorbancia, es
directamente proporcional a la concentracidn del compuesto en la muestra).

Animales y dietas

Se utilizo la dieta alta en grasa, que consistio de la dieta de mantenimiento para roedores (Nutricubos
Purina) adicionada de 20% (p/p) de manteca de cerdo y otros componentes para no desbalancearla
nutricionalmente, adicionada de 0.1% de colesterol (PMC 0.1%; Tabla 1). Los hamsteres se
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mantuvieron en jaulas de acero inoxidable con cama de aserrin y recibieron las dietas y agua corriente
ad libitum. Los animales fueron pesados semanalmente y se determind el consumo de alimento
suministrando una cantidad determinada y midiendo el restante cada tercer dia. Se colectaron las heces
de 3 dias de cada grupo en la Gltima semana de tratamiento.

Se formaron 7 grupos de 6 hamsteres machos de 5 semanas de edad y un peso promedio inicial de 75g.
Los animales de cada grupo se mantuvieron en una sola jaula, porque se observd que crecen mejor con
la interaccion social que al mantenerse en jaulas individuales. Un grupo recibié solo Nutricubos Purina
por 4 semanas, los otros seis grupos recibieron PMC 0.1% durante las primeras 2 semanas. En las
siguientes 2 semanas, uno de los 6 grupos continuo recibiendo la dieta PMC 0.1%, otro recibi6 la dieta
grasa adicionada de extracto de Gobernadora al nivel de 0.2 % y otro la dieta grasa adicionada de 3mg%
de Ezetimiba (Zient, Schering-Plough) como control positivo de la inhibicién de la absorcion del
colesterol dietético (Suchy et al., 2011). Los 3 grupos restantes cambiaron a una de las siguientes dietas:
Nutricubos Purina Unicamente o éstos adicionados con 0.2% de extracto de Gobernadora o con 3mg%
de Ezetimiba. Considerando un consumo de alimento de 7g/dia para un hamster de 100g, las dosis serian
de 140mg/kg p.c. y 2.1mg/Kkg p.c. de extracto de Gobernadora y Ezetimiba, respectivamente.

Al término de las 4 semanas del periodo experimental, los animales, en ayuno de 4 horas, fueron
anestesiados con pentobarbital (63mg/kg p.c.). Se tomaron muestras de sangre por el seno retrorbital con
capilares heparinizados y no heparinizados. Los capilares fueron sellados por calor y centrifugados en
una centrifuga para microhematocritos Microspin 24 (Mulcon Technologies). El plasma y el suero se
separaron y se almacenaron a 4 y -40°C, respectivamente. En el plasma, se analizaron los metabolitos en
los siguientes 3 dias y en el suero se analizaron insulina y leptina. Posteriormente, a los hAmsteres aln
bajo anestesia se les realizd una prueba de tolerancia a insulina, por inyeccion intraperitoneal de insulina
(Humulin R, Lilly) a dosis de 0.2 Ul/ 100g p.c. en 0.1ml de PBS, y se determind glucosa en plasma de
muestras de sangre tomadas con capilares heparinizados a los 5, 10 y 15 min después de la inyeccion.

Después de la prueba de tolerancia a insulina, los animales fueron sacrificados por exceso de anestesia,
se disecO el higado y la vesicula biliar, colectandose la bilis vesicular, determinando su volumen
gravimétricamente. El higado y la bilis se mantuvieron en congelacién a -40°C.

Analisis de muestras

En plasma se determind glucosa, triglicéridos, colesterol total y HDL por ensayos enzimaticos
colorimétricos (SpinReact, Girona, Espafia).

En suero se determinaron las concentraciones de insulina y leptina por medio de ELISA de tipo
sandwich (Milipore Rat/Mouse Insulin y Millipore Rat Leptin).

En higado se determind la concentracién de lipidos totales por medio de reactivo de vainillina,
triglicéridos y colesterol por ensayos enzimaticos colorimétricos.
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El estrés oxidativo en el higado se determind con la prueba del acido tiobarbitdrico para detectar
peroxidacion de lipidos (Ohkawa et al., 1979) de la siguiente manera: 10% de higado fue homogenizado
en NaCl al 0.9%, centrifugado a 800g, 10 minutos a 4°C. Alicuotas de 0.1 ml del sobrenadante fueron
mezcladas con 50ul de SDS al 8.1%, 60ul de BHT 50mM en metanol, 375ul &cido acético al 20% pH
3.5, 375ul acido tiobarbiturico al 0.8%, y 40ul de agua desionizada. La mezcla se incub6 en bafio maria
a 95°C durante 60 minutos, se enfrio y se agregaron 250ul de agua y 1.2ml de butanol. Se agit6 y se
centrifug6 a 1000g por 10 min. La absorbancia se ley6 a 532 nm en la fase orgénica.

La capacidad antioxidante del higado se ensayé por medio de método del 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH) (Hsu et al, 2007; Sharma et al, 2009) de la siguiente manera: a una alicuota de 50ul del mismo
homogenado de la prueba del acido tiobarbiturico (TBARS) se le agregaron 350 ul de metanol, seguido
por 400ul de DPPH a 0.8mg% en metanol, incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente,
centrifugando 12000g durante 3 minutos antes de leer la absorbancia a 517 nm.

Una alicuota del higado fue homogenizada en cloroformo:metanol (1:1). Se centrifugdé a 1000g por 5
min a 4°C vy alicuotas del sobrenadante fueron evaporadas. En éstas muestras se determinaron los
lipidos totales por el método de fosfovainillina (Inouye et al., 2006), triglicéridos y colesterol con
reactivos Spinreact.

Alicuotas de bilis vesicular diluida se extrajeron con cloroformo:metanol:salina (2:1:0.5). Se centrifugd
a 1000g por 5 min y muestras de la fase cloroférmica se evaporaron y analizaron para colesterol, por
ensayo enzimatico colorimétrico y fosfolipidos por el método de fésforo inorganico de Bartlett (1959).
Otra alicuota de bilis vesicular diluida se analiz6 para sales biliares totales por método enzimatico
(Turley, 1978). Se estim0 la litogenicidad de la bilis por medio del porcentaje molar de colesterol.

En bilis vesicular se analizaron sales biliares por el método enzimatico (Turley y Dietschy, 1978),
colesterol por ensayo enzimatico colorimétrico y fosfolipidos por el método de fosforo inorganico de
Bartlett (Bartlett, 1959). Se estimd la litogenicidad de la bilis por medio del porcentaje molar de
colesterol.

Los esteroles fecales neutros se extrajeron por medio de cloroformo:metanol:salina (2:1:0.75) de
muestras de heces de 72 horas recogidas al final de la segunda semana de tratamientos. Se determinaron
esteroles en la fase organica por medio de la reaccion de Lieberman-Burchard (Richterich and Colombo,
1981).

Andlisis estadistico

Los resultados son reportados como media + desviacion estandar para el numero de muestras
especificado. Las diferencias entre las muestras fueron analizadas por medio de ANOVA de una via con
significancia estadistica de p < 0.05. Tukey HSD fue la prueba pos hoc. Los analisis estadisticos fueron
realizados con GraphPad Prism version 6.00 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California
USA).
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Resultados

Peso corporal y consumo de alimento

El peso corporal a las 2 semanas no presentd diferencias significativas entre los grupos (Figura 1). En la
cuarta semana, el grupo con dieta grasa control tuvo el mayor peso corporal de todos los grupos, el cual
fue solo significativamente mayor contra el de los grupos con Purina sola y el que cambio de dieta grasa
a Purina con extracto de Gobernadora (P<0.05), los cuales presentaron un peso similar y el menor peso
de todos los grupos. Los 2 grupos con Ezetimiba fueron los segundos en mayor peso, y en tercer lugar el
de DG con Gobernadora y el que cambio a Purina sola. El peso de ninguno de estos 4 Gltimos grupos fue
significativamente diferente del de DG ni del de Purina control.

140 —+—Purina (Pur)
—-Dieta Grasa (DG) b
130 DG +Ez3 mg%
-#-DG + Gob 0.2% a,b
120 —4—DG --> Purina ab
— DG --> Pur+Ez3mg %
©110 DG --> Pur + Gob 0.2% a
2
8 100
o
(7]
& 90
80
70
0 1 2 3 4
Tiempo (Semanas)

Figura 1. Curvas de crecimiento de hamsteres con dietas no purificadas y extracto de Gobernadora en la dieta
durante las ultimas 2 semanas. En la cuarta semana, diferente letra indica diferencia significativa entre grupos
(P<0.05).

En relacion a la grasa epididimal (Tabla 3), ésta aumento significativamente con la DG sola respecto a
Purina y DG con Gobernadora y no present6 diferencias con los que recibieron DG o Purina con
Ezetimiba, incluso al cambiar de dieta grasa a Purina la grasa epididimal disminuyo, pero no alcanz6 a
ser significativamente diferente del grupo con DG. Con dieta grasa y extracto de Gobernadora este
pardmetro disminuyé significativamente respecto al grupo con DG, mientras que el cambio de DG a
Purina con extracto de Gobernadora tuvo la menor masa de grasa epididimal, también diferente de DG
sola. Se encontrd una alta correlacion entre el peso corporal y el peso de la grasa epididimal (r=0.8, n =
42, P<0.001). En relacién al peso porcentual de la grasa epididimal, los grupos que recibieron extracto
presentaron los valores mas bajos, pero solo el que recibi6 el extracto de Gobernadora con Purina
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alcanzd a ser significativamente diferente de todos los demas grupos, excepto con el que recibiéo DG y

extracto.

Tabla 3. Grasa epididimal. *

Grupos y Dietas Grasa Epididimal % Grasa
(g) Epididimal

Purina 1.43+0.29, 1.28+0.19,
n==6
Dieta grasa (DG) 1.90+0.28, 1.42+0.17,
n==6
DG + Ezetimiba 3mg% 1.88+0.25 5 1.45+0.16 ,
n==6
DG + Gobernadora 0.2% 1.43 +0.18, 1.19+0.08 , ,
n==6
Dieta grasa ---> Purina 1.50+0.18 3¢ | 1.24+0.11,
n==6
DG --> Purina + 1.67+0.35 4 1.33+0.16,
Ezetimiba 3mg%
n==6
DG --> Purina + 1.06 £0.22 0.94+0.13,

Gobernadora 0.2%
n=6

*Media + DE. Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05).

En el consumo de alimento (Figura 2), hubo diferencias significativas entre los grupos. En la tercera
semana, primera con tratamientos, el grupo con Purina y con 3mg% de Ezetimiba present6é un consumo
significativamente elevado respecto a todos los demas grupos. Mientras que el menor consumo,
significativo contra todos los demas, lo tuvo el grupo con DG y Gobernadora. En la cuarta semana, el
grupo con Purina y Ezetimiba mostré un consumo de alimento significativamente mayor al del resto de
los grupos. Entre los demas grupos no hubo diferencia.
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Figura 2. Consumo de alimento promedio de hamsteres con dietas no purificadas. ® El menor y el mayor valor
fueron diferentes de los intermedios. ° Solo el mayor valor difirié estadisticamente de todos los demas (P<0.05).

Parametros plasmaticos

Al final del periodo de tratamiento con las dietas experimentales hubo diferencias significativas en los
parametros plasmaticos analizados entre los grupos con Purina, DG y DG con EZ o extracto de
Gobernadora (Tabla 4). En glucosa, de los grupos que cambiaron a dieta de Purina hubo tendencia a la
reduccion en los grupos con EZ o extracto de Gobernadora, respecto a su control que solamente cambio
de DG a Purina, sin embargo, estos grupos si presentaron diferencias significativas respecto a los grupos
que recibieron Purina y DG por 4 semanas. En triglicéridos, aunque el grupo con DG presenté una
mayor concentracion, ésta no alcanzo a ser significativa contra el grupo que recibio Purina. La adicion
de Ezetimiba y extracto a la DG significativamente redujo los triglicéridos respecto a los demas grupos.
Al cambiar los animales de DG a la dieta de Purina, no se observaron diferencias significativas contra
sus controles.

En colesterol total, el grupo con DG mostro un valor significativamente mayor que el grupo con Purina.
La adicion de Ezetimiba a la DG indujo valores mas bajos que con DG y con solo Purina, lo mismo
ocurrié con la adicién del extracto de Gobernadora, aunque en menor grado que con Ezetimiba
(P<0.05). El cambio de dieta grasa a dieta de Purina redujo el colesterol total a concentraciones similares
a las del grupo con Purina por 4 semanas. Con la adicion de Gobernadora a la Purina se redujo ain mas
este parametro comparado con los grupos que cambiaron de dieta grasa a dieta de Purina y Purina con
Ezetimiba, mientras que con la Ezetimiba aunque la concentracion disminuy6, no fue significativa
contra el grupo que cambio a Purina, pero si contra los que recibieron Purina y DG por 4 semanas. En
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colesterol HDL, todos los grupos con DG tuvieron valores similares entre ellos y méas elevados que el
grupo control con Purina. EI cambio a Purina tendio a reducir el porcentaje de colesterol HDL en
comparacion con la DG, a un porcentaje similar al del grupo con Purina por 4 semanas, pero la adicion
con Gobernadora a la Purina indujo el mayor porcentaje de todos los grupos, siendo significativamente

diferente al del grupo con DG.

Tabla 4. Glucosa y lipidos plasmaticos.*

n==6

Grupos y Dietas Glucosa Triglicéridos Colesterol % Colesterol
(mg/dl) (mg/dl) total (mg/dl) HDL

Purina 1607, 197 £ 46, 215+ 27, 4519,
n=6

Dieta grasa (DG) 167 £18 , 248 + 67, 280+ 38, 70+10p ¢
n==6

DG + Ezetimiba 3mg% 147 £26 53¢ 72 £ 29, 93+174 79+12y 4
n==6

DG + Gobernadora 0.2% 145+£9, b 110 £ 20p,¢ 150+ 26 ¢ 74164
n==6

Dieta grasa ---> Purina 1308 ¢ g 256+ 36, 188 +36 5 58112,
n==6

DG -->Purina + Ezetimiba 3mg% 125+ 194 196 + 41, 160+ 13 ¢ 86t6p4
n==6

DG --> Purina + Gobernadora 0.2% 107 + 14 4 182 +56, 109 + 244 ¢ 91 + 4y

*Media + DE. Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05).

Insulina y Leptina en suero

Respecto a las concentraciones de Insulina y Leptina séricas, mostradas en la Tabla 5, se observé un
incremento significativo en los grupos con DG y DG con Ezetimiba respecto al grupo con Purina.
Adicionada a la dieta grasa, la Gobernadora redujo, respecto al grupo con DG, las concentraciones de
Insulina y Leptina significativamente, a valores similares a los del grupo con solo Purina. La adicion de
Gobernadora a la Purina disminuyo significativamente, respecto al grupo que cambio de DG a Purina,
aun maéas la insulina y la leptina. Mientras que con la Ezetimiba ambas hormonas no fueron
significativamente diferentes del grupo con DG.

35



Tabla 5. Insulina y Leptina séricas.*

n=6

Grupos y Dietas Insulina Leptina
(ng/ml) (ng/ml)

Purina 180+£1.0,4 0.59+0.27, 4
n=6
Dieta grasa (DG) 246+£1.9 1.35+0.27,
n==6
DG + Ezetimiba 3mg% 22718 1.05£0.21y
n==6
DG + Gobernadora 0.2% 204+1.9, 0.52+0.065 4
n=6
Dieta grasa ---> Purina 241+1.0 0.70+0.15,
n==6
DG --> Purina + Ezetimiba 3mg% 224+ 1.7 0.93+0.36 5 ¢
n==6
DG --> Purina + Gobernadora 0.2% 15.6+2.54 0.28 £0.114

*Media + DE. Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05).

Tolerancia a insulina

En las curvas de tolerancia a insulina (Tabla 6), hubo diferencias significativas en la velocidad de
disminucion de la glucosa plasmatica expresada en mg/dl/min. La menor velocidad la presento el grupo
con DG. Las adiciones de Ezetimiba o Gobernadora a la DG indujeron velocidades de reduccién de la
glucosa, similares a la del grupo con Purina. EI cambio de DG a Purina provocé menor resistencia a la
accion de la insulina que con DG, mientras que mayores velocidades se obtuvieron en los grupos que
ademas recibieron Ezetimiba o Gobernadora, similares a las del grupo con Purina por 4 semanas. En la
velocidad de reduccién de la glucosa expresada como porcentaje de disminucién de ésta en el tiempo
respecto a la concentracion inicial se observo algo similar, pero los valores de las desviaciones estandar
fueron menores y asi el grupo con DG y Gobernadora si tuvo una velocidad significativamente diferente
a la del grupo con DG. Asi mismo, al cambiar de DG a Purina, la adicion de Gobernadora provocé una
velocidad significativamente mayor que con solo cambiar a Purina.
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Tabla 6. Tolerancia a insulina.*

Grupos y Dietas Reduccién de glucosa | Reduccidon de glucosa
mg/dl/min % /min

Purina 6.32+244 , 4.58+2.19,
n=>5
Dieta grasa (DG) 0.42£2.56, 0.65+1.82
n=>5
DG + Ezetimiba 0.003% 498+1.91, 246+0.41,4
n=>5 '
DG + Gobernadora 0.2% 3.65+2.71,y 2.09+0.96 ;¢
n=5
Dieta grasa ---> Purina 4.08+1.36, 2.55+1.02 5¢
n=6
DG-->Purina + Ezetimiba 0.003% 6.05 + 2.06 , 3.86+0.76 g e f
n=>5
DG --> Purina + Gobernadora 0.2% 7.51+1.80, 5.96 + 0.66 .
n=4

*Media + DE. Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05)
Parametros y lipidos hepaticos

Después de 4 semanas con DG lo animales de este grupo, mostraron los valores mas elevados en peso
absoluto del higado, el cual presentaba un color més claro y un patrén en forma de mosaico, indicando
esteatosis hepatica (Tabla 7). La adicion de Ezetimiba redujo significativamente el peso del higado,
respecto al grupo con DG, a valores mayores pero estadisticamente similares a los inducidos por Purina.
La Gobernadora en la DG disminuyo el peso del higado, pero no alcanzé a ser significativo al del grupo
con DG cuando se expreso en forma porcentual del peso corporal, sin embargo la apariencia del higado
era normal. De la misma manera, el cambio a la dieta de Purina redujo el peso pero solo
significativamente en el valor absoluto del higado. La Purina con Ezetimiba o Gobernadora redujo aun
mas los valores, siendo todos significativamente diferentes del grupo con DG y similares al que recibid
Purina por 4 semanas.

Respecto a los lipidos hepaticos, mostrados en la Tabla 7, se observé un incremento significativo en
todos ellos en el grupo de animales alimentados con la DG al compararla con la Purina. Con ésta dieta,
la Gobernadora y la Ezetimiba redujeron los lipidos totales significativamente, siendo mayor el efecto
con la ultima respecto al grupo con DG. El cambio a Purina en vez de DG también redujo este pardmetro
significativamente a valores similares a los de animales con solo Purina por 4 semanas. La adicion de
Gobernadora o Ezetimiba redujo los lipidos totales ain mas, aunque no significativamente diferentes a
los de grupo que cambio a solo Purina.
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La adicion de Gobernadora o Ezetimiba a la DG no redujo significativamente los triglicéridos hepaticos
respecto a los grupos con solo Purina y DG. ElI cambio a Purina redujo significativamente los
triglicéridos respecto a DG, al igual que la adicion de Gobernadora o Ezetimiba a Purina, estos dos
altimos grupos no tuvieron efecto significativo respecto al grupo que cambio de DG a Purina.

Gobernadora en DG no disminuyo significativamente los niveles de colesterol hepatico respecto al
grupo con DG, mientras que la Ezetimiba si lo hizo. EI cambio a Purina disminuyé el colesterol hepéatico
y la adicion de Gobernadora y Ezetimiba lo redujeron ain mas, los tres respecto al grupo con DG, pero
no fueron los valores significativamente diferentes a los del grupo que cambio a solo Purina.

Tabla 7. Parametros hepaticos.*

Grupos y Dietas Higado Higado Lipidos Triglicéridos Colesterol
@) (% p.c) totales (mg/g hig.) | (mg/g hig.)
(mg/g/ hig.)

Purina 45+0.8, 4.0+0.6, 23+6, 74+20,4 23+0.7,
n=6
Dieta grasa (DG) 7.2+0.8y 54+0.3y 6210 13.4+ 0.9y 54+1.0p
n=6
DG + Ezetimiba 3mg% 54+06,c | 4.1%0.2, 24£4, 122+3.7pc | 21%0.7,
n=6
DG + Gobernadora 0.2% 5.8+0.7, 49+0.3 41+10. 10.9+2.1,p | 43+1.1
n=6
DG ---> Purina 5.9+ 0.6, 49104, 3127, 82+12,4 30£1.1,,
n=6
DG --> Purina + 53+09,. | 42+03, 19+7, 9.0+11,.q4 | 1.5%09,
Ezetimiba 3mg%
n==6
DG -->Purina + 44107, 39403, 20+9, 732074 2005,
Gobernadora 0.2%
n=6

*Media + DE. Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05).

Peroxidacion y capacidad antioxidante en higado

En la tabla 8 se muestra el grado de peroxidacion y la capacidad antioxidante en higado, estimados
como niveles de TBARs y grado de reduccién del DPPH, respectivamente. Se observa que el grupo con
Purina presenta un mayor nivel de TBARS que el que recibié DG, con una capacidad antioxidante
similar entre ambos grupos. Cuando el grupo con DG recibe extracto de Gobernadora tiende a reducirse
la peroxidacion y se incrementa la capacidad antioxidante significativamente respecto a los grupos con
Purina y DG con Ezetimiba, mientras que Ezetimiba en DG no afecto significativamente TBARS ni la
capacidad antioxidante respectoa DG. La capacidad antioxidante y TBARS en los grupos que cambiaron

38




a Purina fue similar entre todos ellos y no fueron significativamente diferentes de los grupos con solo
Purina por 4 semanas y el de DG.

Tabla 8. Peroxidacion y capacidad antioxidante en higado.*

Grupos y Dietas Malonaldehido | Capacidad Antioxidante
(nmol/g higado) | (Eq pg Asc/ml ensayo)

Purina 208 +8 , 3.67+0.40,
n=4

Dieta grasa (DG) 114 +8 ¢ 3.75+0.06 ,
n=4

DG + Ezetimiba 3mg% 145+ 44 , . 3.82+0.15,
n=4

DG + Gobernadora 0.2% 45+ 8 5.27+0.32,
n=4

Dieta grasa ---> Purina 207 £21, 4.65+0.72 5
n=4

DG --> Purina + Ezetimiba 3mg% 166 72, ¢ 435+0.76 5
n=4

DG --> Purina + Gobernadora 0.2% 116 £34 472+0.51,p
n=4

*Media + DE. Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05).

Parametros biliares

Las concentraciones de lipidos en la bilis vesicular se muestran en la Tabla 9. Los fosfolipidos
aumentaron en los grupos con DG respecto a Purina. Aun después de cambiarlos a Purina por 2 semanas
los fosfolipidos continuaron elevados con o sin adicién de Gobernadora o Ezetimiba. Las sales biliares
no fueron diferentes entre los grupos con Purina y DG, la Ezetimiba tampoco alterd significativamente
la concentracion, solo Gobernadora con DG redujo las sales biliares. EI cambio de DG a Purina
disminuyd las sales biliares respecto a Purina y DG, con la adicion de Ezetimiba y Gobernadora estas no
fueron significativamente diferentes del grupo con dieta grasa sola. El colesterol biliar aumento con la
DG sola y con Ezetimiba, mientras que la Gobernadora lo volvid a los niveles del control de Purina. El
cambio de DG a Purina redujo la concentracion a valores similares al grupo con Purina, sin que la
Ezetimiba y la Gobernadora tuvieran un efecto significativo. El porcentaje que el colesterol representa
de los 3 lipidos biliares, el cual es una estimacion de la saturacion de la bilis con colesterol, aumento6 con
la DG y con la DG adicionada de Ezetimiba, respecto a Purina, mientras que con la Gobernadora no fue
significativamente diferente de Purina y DG control. El regreso a dieta de Purina causd que este
parametro regresara a valores control, sin que la Ezetimiba y la Gobernadora tuvieran un efecto.
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Tabla 9. Composicion de bilis vesicular.*

Gobernadora 0.2%
n=6

Grupos y Dietas Fosfolipidos | Sales biliares Colesterol % Molar

Mm mM mM Colesterol

Purina 4.77+1.23, | 19733, | 035%£0.15, | 1.1+0.51,

n=6

Dieta grasa (DG) 11.30+0.73p, | 18.6£3.3,4 | 0.67 £0.09; 2.1+0.25,

n=6

DG + Ezetimiba 3mg% 13.49+3.28}, | 24.1+£3.0, 0.58+0.19 5p| 2.2+0.89

n==6

DG + Gobernadora 0.2% 13.42+1.02 | 13.543.0p4 | 0.41£0.09, | 1.5+0.33 54

n==6

DG ---> Purina 12.86+£0.21y, | 11.5+3.0p |[0.24£0.15. | 1.2+£0.25,}

n=6

DG --> Purina + 11.58+0.77}, | 157394/ 0.41£0.12, | 1.3£0.39,}

Ezetimiba 3mg%

n=6

DG -->Purina + 11.53+0.69, |17.4+1.0pcq4| 0.3520.08;5¢ | 1.320.15,,

*Media + DE. Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05).

Esteroles fecales neutros

Respecto a las concentraciones de esteroles fecales, mostradas en la tabla 10, se observo un incremento
significativamente mayor con la DG adicionada de Ezetimiba respecto a Purina y DG. El grupo con DG
adicionada de Gobernadora tuvo un incremento significativo, aunque menor que con Ezetimiba, respecto
a Purina. El cambio de DG a Purina no afecto significativamente la concentracion de esteroles fecales
respecto a DG, tampoco lo hizo la adicién de Gobernadora, solo el grupo con Ezetimiba tuvo un
aumento significativo en la concentracion de esteroles fecales respecto al grupo con DG. En ambos
grupos que recibieron extracto, los esteroles fecales no fueron significativamente diferentes de sus
controles, lo que indica que el efecto del extracto no esta relacionado a una reduccién de la absorcion
intestinal de colesterol o al incremento en su excrecion.

40



Tabla 10. Esteroles fecales neutros .*

Grupos y Dietas Esteroles
(ng/g de heces)

Purina 5.0£0.6,
n=4
Dieta grasa (DG) 55+0.4 ;.
n=4
DG + Ezetimiba 3mg% 11.0+0.8
n=4
DG + Gobernadora 0.2% 7.0+0.5 ¢4
n=4 ’
Dieta grasa ---> Purina 6.6 +0.9 4
n=4 '
DG --> Purina + Ezetimiba 3mg% 7.5+£0.64
n=4
DG --> Purina + Gobernadora 0.2% 6.2+0.7 5.4
n=4

*Media = DE. Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05).

Discusién

La dieta grasa empleada en este experimento contenia 0.1% de colesterol, a diferencia de la usada
anteriormente que contenia 0.5%. Dietas con diversos niveles de colesterol han sido utilizadas en
modelos de roedores. Wang et al., (2001) utilizaron en hamsteres una dieta no purificada alta en grasa a
base de Purina, aceite de coco y aceite de maiz, cada uno al 11.5%, colesterol al 0.5% y desoxicolato al
0.25%, la cual fue suministrada durante 3 semanas, ademas de fructosa en el agua al 10%. Encontraron
incrementos en el peso corporal, el colesterol total, triglicéridos y glucosa, mayores a los de nuestro
estudio, en particular en triglicéridos y glucosa, mientras que, al contrario de nuestros resultados, la
insulina sérica se redujo. Aunque la grasa en la dieta solo alcanzé 23%, la fructosa, el &cido
desoxicolico, que reduce la sintesis de sales biliares a partir del colesterol, y el colesterol al 0.5%, hacen
que esta dieta induzca parametros muy alterados, haciendo de este un modelo muy atipico con una
exagerada lipotoxicidad (Wang et al., 2001). En otro estudio se analiz6 el efecto de una dieta purificada,
con niveles normales de grasa (5%) a base de manteca de cerdo y adicionada de colesterol en
concentraciones que iban del 0.3 al 0.9%, en hamsteres y ratas durante 6 semanas. Los hamsteres
presentaron incrementos en triglicéridos, colesterol total y HDL séricos, asi como en colesterol hepatico,
proporcionales al incremento en la concentracion de colesterol. El nivel de 0.3% de este estudio semeja
los resultados encontrados en el presente trabajo, particularmente en el incremento en colesterol HDL.
En cambio, con esa dieta las ratas respondieron mucho menos, lo que indica que los hdmsteres y las
ratas metabolizan el colesterol de manera diferente. Asi mismo, el estudio de Zhang et al. (2009b),
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muestra que en el hamster con solo aumentar el colesterol dietético, ademas de incrementarse el
colesterol, los triglicéridos séricos aumentan. No obstante, otro estudio mostro que con un nivel dietético
moderadamente alto de colesterol (0.12%) la adicién de 15% de grasa, ya sea como trimiristina, trioleina
o trilinoleina, aumentan mucho mas el peso corporal, el peso del higado, el colesterol hepatico, asi
como la insulina, la leptina, el colesterol total y los triglicéridos séricos (van Heek et al., 2001). En el
estudio de Valasek et al., (2008), hamsteres recibieron dieta de mantenimiento adicionada con colesterol
al 1% y aceite de cartamo al 10% durante 28 dias, encontrandose incrementos en el colesterol total
plasmatico, hepatico y biliar, con mayor porcentaje molar de colesterol biliar, sin cambios significativos
en sales biliares y fosfolipidos en la bilis, asi como higado graso. Estos resultados son similares a los
encontrados por nosotros en este trabajo respecto al porcentaje molar de colesterol biliar, pero en nuestro
caso los fosfolipidos si se elevaron con la dieta grasa, muy probablemente debido al que el nivel de
grasa en la dieta fue el doble del utilizado por Valasek et al. (2008). Debido a la poca cantidad de
colesterol de la manteca de cerdo (57mg%; SARA- Ministerio de Salud de la Nacién Argentina), es
necesario agregarle mas para obtener los parametros de sindrome metabdlico en el hamster, siendo la
concentracion de 0.1% en la dieta, la que produce alteraciones significativas sin que ocurra demasiada
lipotoxicidad.

Género

En humanos, la prevalencia del sindrome metabdlico es ligeramente mayor en mujeres que en hombres
(Beigh and Jain, 2012; Marquez-Sandoval et al., 2011; Beltran-Sanchez et al., 2013). En el presente
estudio solo se utilizaron machos, debido a que la respuesta a la dieta alta en grasa es mas pronunciada
en machos que en hembras, siendo los machos los que tienen mayores concentraciones plasmaticas de
colesterol total, TG, y mayor indice litogénico en bilis (Morise et al., 2006). En otro estudio, los
hédmsteres de diferente sexo y edad fueron alimentados con dieta alta en calorias, la dislipidemia se
desarrollé en los machos, irrespectivamente de su edad, mientras que en las hembras solamente se
desarrolld con la edad (Zagayco et al., 2015). Sin embargo, falta establecer si el extracto de Larrea
tridentata tiene los mismos efectos en hembras, que provoca en los machos.

Ganancia de peso y obesidad

Los hamsteres con DG durante las 2 primeras semanas alcanzaron mayor peso que los que recibieron
Purina. En las 2 semanas de tratamiento, el consumo de alimento fue similar entre los grupos, excepto
el que cambio a Purina con Ezetimiba que comieron mas por dia, siendo al final del periodo
experimental los segundos con mayor peso corporal. A pesar de que el consumo fue similar entre los
grupos, excepto Purina con Ezetimiba, el peso corporal fue mayor en los que recibieron solo dieta grasa.
El cambio de DG a Purina con Gobernadora alcanzé el mismo peso que los que recibieron Purina por 4
semanas, esto no fue debido a un menor consumo de alimento, ya que el primero consumio ligeramente
mas que el segundo. La grasa epididimal también refleja una menor acumulacion de grasa en ese grupo,
y tuvo sus mayores valores en los animales que recibieron solo dieta grasa seguidos por los que
recibieron Ezetimiba, con y sin dieta grasa. Se ha publicado que la Ezetimiba en la DG no afecta la
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ganancia de peso corporal ni en hdmsteres (van Heek et al., 2001) ni en ratones (Muraoka et al., 2011).
En nuestro estudio no difirieron en la cantidad de grasa epididimal y fueron los segundos con mayor
peso corporal. Los que recibieron extracto de Gobernadora fueron los que alcanzaron el menor peso
corporal de sus grupos con la misma dieta, por lo que al parecer el extracto de Gobernadora pudo haber
impedido la absorcion de nutrientes o aceleré el metabolismo, de manera que en las 2 semanas con
Purina y extracto estos grupos ganaron menos peso a pesar de un consumo similar. A corto plazo hay un
beneficio, sin embargo, a largo plazo este puede ser un efecto tdxico, considerando que el uso excesivo
de Gobernadora puede llevar a toxicidad hepatica y renal (Sheihk 1997; Gordon et al., 1995). Los
herbivoros generalistas pueden evitar la intoxicacion ingiriendo pequefias cantidades de una mezcla de
metabolitos secundarios de plantas. Sin embargo, un solo compuesto, uno altamente toxico o el mas
abundante en la mezcla es el que podria causar la intoxicacion. En un estudio, la sobrevida y la toxicidad
en ratones Rockland machos fueron evaluadas para determinar si los efectos toxicos de la resina fendlica
de jarilla (Larrea divaricata Cav.) se debe a su compuesto mayoritario, el NDGA, o a la concentracion
total de compuestos fendlicos en esta resina. La ingesta voluntaria de resina adicionada al 5 % en la
dieta de mantenimiento para roedores por estos ratones tuvo un efecto toéxico pronunciado, evidenciado
en una pérdida en masa corporal y una reduccion significativa de la ingesta de alimento. Ratones a los
que se suministro, de manera oral forzada, resina (100mg), NDGA (100mg) o NDGA (15mg) mostraron
una reduccion significativa de la sobrevida comparada con ratones Control. Animales expuestos a
NDGA (15mg) tuvieron una sobrevida equivalente a la de los animales expuestos a resina (100mg, que
contienen 15mg de NDGA); la menor sobrevida la presentaron los animales expuestos a 100mg de
NDGA. No se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos en la desintoxicacion medida
como excrecion urinaria de conjugados de acido glucurdnico. Puesto que 15 mg de NDGA fueron
suficientes para producir el mismo efecto que la resina total, se sugiere que el NDGA, compuesto
principal de la resina de Larrea divaricata, es el responsable del efecto toxico de esta planta (Rios et al.,
2008).

Parametros plasmaticos

El extracto de Gobernadora o Ezetimiba en la dieta tanto alta en grasa como con Purina, redujeron o
tendieron a reducir los parametros plasmaticos de glucosa, triglicéridos y colesterol total, en
comparacion con la dieta grasa sola. Los efectos reductores de la glucosa y triglicéridos plasmaticos por
el extracto etanolico de Gobernadora fueron menores a los reportados anteriormente para el metabolito
secundario mas abundante en el extracto etanolico de Gobernadora, el NDGA (Masoprocol), el cual se
suministré a dosis de 150 mg/kg de manera oral forzada a ratones db/db y ob/ob con dieta estandar (Luo
et al.,, 1998) y 0.83 mmol/kg a ratas que recibieron dieta grasa y ademdas fueron tratadas con
estreptozotozina (Reed et al., 1999). Las diferencias pueden ser debidas no solo al modelo, sino a que las
dosis de NDGA usadas en esos estudios (250mg/kg p.c.) fueron mayores a las suministradas con el
extracto de Gobernadora en este trabajo, que con consumo de alimento por animal entre 7 y 10g/dia en
el periodo de 2 semanas que recibieron el extracto, y considerando el contenido de 8.9% de NDGA en el
presente estudio o de 26% de NDGA en el extracto etandlico (Mabry et al., 1981) nos da una dosis de
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entre 10 y 45mg/kg p.c. En un experimento preliminar, suministramos NDGA, adicionado en dieta grasa
al 0.1%; el NDGA fue primero disuelto en 10 ml de etanol y posteriormente adicionado a la Purina. Los
resultados de este experimento mostraron incrementos significativos en peso corporal, peso del higado y
grasa epididimal, asi como en glucosa, triglicéridos y colesterol total entre el grupo con dieta grasa
comparado con el grupo control alimentado con Purina. Sin embargo, no se observaron cambios
significativos en esos mismos pardmetros entre los animales que recibieron dieta grasa y NDGA (ver
Apéndice 1), lo cual difiere de lo reportado por Luo et al. (1998) y Reed et al. (1999). Especulamos que
estas diferencias pueden deberse a que el NDGA en la dieta grasa pudiera haberse oxidado o de otra
forma perder su actividad. También a diferencia de nosotros, ellos lo suministraron de manera oral
forzada en una sola dosis, mientras que en el presente estudio, aunque las cantidades de NDGA
consumido fueron similares, el compuesto se adicion0 a la dieta grasa. Asi mismo, es posible que las
diferencias se deban a los modelos empleados, ya que ellos emplearon ratas con estreptozotocina y
ratones genéticamente modificados.

Insulina 'y leptina

Otras caracteristicas del sindrome metabdlico son la hiperinsulinemia, hiperleptinemia y resistencia a
insulina. Estos tres parametros estan presentes en los hamsteres alimentados con la dieta alta en grasa.
La principal causa fisiologica de la hipersecrecion de leptina es la expansion de adipocitos inducida por
la dieta. Los niveles de leptina en circulacion son directamente proporcionales a los almacenes
energéticos del cuerpo. Cuando se excede la capacidad de almacenaje energético de los adipocitos en el
periodo del sobrepeso/obesidad y el inicio del sindrome metabdlico, se desarrolla la resistencia a la
leptina (Moon et al., 2013). Esta falta de accion de la leptina lleva a la sobrealimentacion y mayor
almacenamiento de grasa en tejidos no adiposos, caracterizada por elevacion de acidos grasos libres,
esteatosis generalizada, lipotoxicidad y lipoapoptosis que lleva a la resistencia a la insulina (Unger et
al., 2010). En condiciones normales, la leptina suprime la produccion hepatica de glucosa, la lipogéenesis
de novo e induce la oxidacion de acidos grasos en hepatocitos, generando un efecto antiesteatdsico y
sensiblizante a la insulina. Los factores que promueven la secrecion de leptina en humanos son:
obesidad, sobrealimentacion, glucosa, aminoacidos, insulina, glucocorticoides, estrégenos, citocinas
inflamatorias TNF-a e IL-6. Los niveles de leptina bajan con la pérdida de peso (Moon et al., 2013).
Respecto a la insulina y a la leptina séricas, la dieta grasa induce una hiperinsulinemia y una
hiperleptimemia, las cuales no son afectadas por la Ezetimiba, pero si son normalizadas por el extracto
de Larrea. Al retirar la dieta grasa y suministrar una dieta de Purina, la hiperinsulinemia persiste hasta
las 2 semanas del estudio, mientras que la leptina ya se ha normalizado. De nuevo, la adicion de
Ezetimiba no afect0 estos cambios, pero la adicion de extracto de Larrea a la Purina causa la mayor
disminucion tanto en insulina como en leptina séricas. Esto significa que aunque quitar la grasa excesiva
de la dieta mejora la sensibilidad a estas hormonas, el extracto de Gobernadora mejora aln mas esta
sensibilidad. Estos efectos pueden relacionarse a una menor ganancia de peso corporal y menor
adiposidad, como lo indica el menor peso de la grasa epididimal en ambos grupos con extracto, pero no
debido a un menor consumo de alimento.
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Varios compuestos fenolicos como el resveratrol, oleuropeina y miricitina, asi como precursores y
derivados de fenoles, como la polidatina, se ha encontrado que reducen los niveles circulantes de leptina
en estudios in vivo, utilizando diferentes tipos de modelos (Aragonés et al., 2016). Ademas de los
compuestos fendlicos, otros metabolitos secundarios de plantas, como los isotiocianatos y algunos
terpenoides incluyendo timol, saponinas y licopenos entre otros, se ha mostrado que reducen los niveles
de leptina al ser administrados en roedores (Aragonés et al.,, 2016). No se han establecido los
mecanismos de accion para la mayoria de estos compuestos. El resveratrol incrementa la actividad de
AMPK, reduciendo lipogénesis e incrementado la oxidacion de lipidos (Zhang et al., 2009a). Otros,
como algunas coumarinas, flavonoides y polifenoles de algunos jugos de frutas, podrian actuar como
agonistas de PPARs e incluso mejorar el transporte de la leptina a través de la barrera hematoencefalica
(Aragonés et al., 2016), mejorando la oxidacion de &cidos grasos en exceso Yy reduciendo la
lipotoxicidad (Unger et al., 2010). Falta establecer como el extracto de Gobernadora, probablemente a
través del NDGA, reduce la resistencia a leptina y mejora la sensibilidad a insulina. En un estudio con
hamsteres y dietas grasas (van Heek, 2001), se encontrd que la hiperinsulinemia se produce con solo la
adicién de colesterol (0.12%) a la dieta de Purina, mientras que la leptina no cambia. Sin embargo, al
agregar 15% de grasa a la Purina con colesterol, en la forma de trimistina, trioleina o trilinoleina se
produce tanto la hiperinsulinemia como la hiperleptinemia, como ocurrié en nuestro estudio. En este
mismo estudio se encontrd que la Ezetimiba reduce tanto el colesterol como los triglicéridos sericos, sin
afectar el peso corporal, glucosa, insulina y leptina séricas, como ocurrio en el presente trabajo.

Tolerancia a la Insulina

La sensibilidad a insulina exdgena fue menor en los animales con dieta grasa, de acuerdo con la prueba
de tolerancia a la insulina; mientras que los grupos con extracto de Gobernadora o Ezetimiba en la dieta
respondieron més a la hormona, siendo similar a la de los grupos controles con dieta de mantenimiento.
La sustitucion de la dieta grasa por Purina también mejora la sensibilidad a la insulina, sin embargo la
adicion de Ezetimiba y extracto de Larrea eleva alin mas esta sensibilidad. Se ha publicado que la
Ezetimiba aumenta la tolerancia a la insulina en ratones obesos con dieta grasa, pero no en ratones con
dieta estandar (Muraoka et al., 2011).

Parametros hepaticos

La dieta grasa empleada incrementa el tamafio del higado, asi como los lipidos hepaticos, como ya ha
sido publicado (van Heek et al., 2001; Valasek et al., 2008). El extracto de Gobernadora disminuye, los
lipidos totales y con el nivel suministrado tiende a reducir el tamafio del higado, los triglicéridos y el
colesterol. Zhang et al., (2015) reportan una reduccion de triglicéridos con NDGA, en ratas con dieta
alta en fructosa. El efecto de la Ezetimiba fue mayor en este aspecto, con resultados similares a los
previamente publicados en hamster (van Heek et al., 2001; Valasek et al., 2008) y en ratones (Muraoka
et al., 2011). La sustitucion de dieta grasa por dieta de Purina durante 2 semanas, disminuye los lipidos
hepéticos y tiende a reducir el peso porcentual del higado. La adicion de extracto de Gobernadora induce

mayores reducciones tanto en el tamafio como en los lipidos hepaticos, es decir acelera la normalizacion
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de estos pardmetros. La Ezetimiba adicionada a la Purina disminuye el peso del higado, los lipidos
totales y el colesterol, pero no los triglicéridos. En el estudio de Valasek (2008) la Ezetimiba no redujo
el colesterol hepatico cuando se adiciona a la dieta basica, pero si a la dieta grasa alta en colesterol. Esta
diferencia con nuestro estudio puede deberse a que los hamsteres del presente trabajo venian de haber
recibido dieta grasa y no de dieta basica como en el estudio de Valasek (2008).

Lee et al (2010) publicaron que en ratones C57BL/6J alimentados con dieta grasa, el NDGA induce una
menor acumulacién de triglicéridos a través de vias de sefializacion de la AMPK. En el extracto de
Gobernadora el analisis por HPLC muestra que contiene 8.9% de NDGA que muy probablemente es el
responsable de estos efectos, ademas de otros compuestos que podrian ser otros lignanos como el acido
guayarético y derivados O-metilados. Asi mismo, entre los otros componentes del extracto de
Gobernadora estan los polifenoles, que incluyen los flavonoides (Timmermann et al., 1981; Vazquez-
Yanes et al., 1999; Arteaga et al., 2005a) que han sido utilizados para tratar el sindrome metabdlico.
Durante muchos afios, los efectos benéficos en la salud de los flavonoides han sido adscritos a su
capacidad antioxidante que resulta de que capturan los radicales libres 0 quelan metales prooxidantes.
Tambien pueden mejorar las dislipidemias al modular la absorcion de lipidos y la lipogenesis (Galleano
et al., 2012). Gnabre et al., (2015) sefiala que La accion combinada de los lignanos y flavonoides
presentes en el extracto etandlico de Gobernadora parece ser sinérgica, ejerciendo mayor actividad que
cuando se utiliza solo un compuesto. Falta establecer si el empleo tradicional de Gobernadora, es decir
como “agua de uso” en el tratamiento de la diabetes, ejerce los mismos efectos del extracto etandlico.
Tanto el té y la tintura de Gobernadora contienen 10 y 25% respectivamente, de lignanos activamente en
el extracto total (Gnabre et al., 2015).
Una caracteristica comun de muchos metabolitos secundarios es que son “promiscuos” en cuanto a los
blancos fisioldgicos que afectan. Por lo anterior, su actividad bioldgica es multifuncional, esto es, puede
ocurrir sobre muchas especies silvestres u organismos patdgenos o procesos patologicos en humanos. La
multifuncionalidad frecuentemente depende de la concentracion. Tipicamente las concentraciones
pequefias de metabolitos secundarios tdxicos en modelos o pacientes producen estimulacion, también
Ilamada hormesis. En otros casos los efectos agénicos o antagonicos de un mismo compuesto dependen
de la especie de organismo. Para establecer estos es necesario revisar la riqueza de metabolitos
secundarios, su accion como compuestos aislados y los mecanismos que producen variacion en las
escalas de diversidad fitoquimica (Garcia-Rodriguez et al., 2012). La produccién de aceites esenciales
pudiera tener distintas funciones, asi, durante el verano, su biosintesis actuaria como una "véalvula de
seguridad” que removeria el exceso de carbono y energia que no puede ser procesada por una planta
bajo estrés térmico o hidrico. También podria mantener los sistemas enzimaticos en un estado que
permita la rapida reactivacion al regresar a condiciones favorables. Adicionalmente algunos metabolitos
secundarios desempefian funciones fisioldgicas, por ejemplo: los alcaloides y péptidos (lectinas,
inhibidores de proteasas) sirven para movilizar y transportar nitrégeno toxico. Los compuestos
fendlicos, son producidos por las plantas en respuesta a estrés abidtico, como altitud elevada, frio,
sequia, deficiencias de nutrientes y radiacion UV. En plantas superiores, los fenilpropanoides como el
acido hidroxicindmico, los ésteres de cinamoil, flavonas, flavonoles y antocianinas proveen proteccion
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contra UV-A y UV-B y también son toxicos para insectos y exhiben actividad fungistatica. En los
tejidos vegetales, la fotosintesis y la respiracion requieren del transporte de electrones entre moléculas.
Cuando este mecanismo no es eficiente se producen compuestos con un alto potencial destructivo
Ilamados especies reactivas de oxigeno, como el anion superoxido (Oe-), el peroxido de hidrogeno
(H202) vy el radical hidroxilo (*OH). Varios fenoles, alcaloides y terpenoides pueden reducir estos
compuestos transformandolos en otros menos dafiinos actuando como antioxidantes.

La alelopatia es el efecto perjudicial de los metabolitos secundarios de una planta sobre otra o sobre
microbios. Los compuestos con potencial alelopatico se pueden encontrar en todos los tejidos de la
planta y liberarse por volatilizacion, lixiviacion, exudacion o descomposicion de materia organica. Los
principales compuestos alelopaticos son terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos Yy lactonas
sesquiterpénicas) y fenoles (acidos fenolicos, derivados del acido cindmico, cumarinas, flavonoides,
quinonas y taninos). Los alcaloides también pueden ser alelopaticos. Las hojas y semillas de Datura
stramonium contienen alcaloides de tipo tropano (hiosciamina y escopolamina) que pueden mantener su
toxicidad durante semanas en el suelo. Debido a que la alelopatia representa una ventaja competitiva
para las plantas, se ha estudiado con particular interés en especies invasoras. En Centaurea stoebe se ha
descubierto que las raices exudan (-)-catequina, que inhibe el crecimiento de las plantas vecinas. Las
fitoalexinas son compuestos de bajo peso molecular con propiedades antimicrobianas sintetizados por
las plantas al ser atacadas por patdgenos. Su naturaleza es diversa: terpenoides, alcaloides, acidos grasos,
alcanos, cumarinas, taninos, acidos hidroxamicos ciclicos, glucésidos cianogénicos y glucosinolatos;
muchos de ellos son también toxicos para animales herbivoros. Los metabolitos secundarios actian de
diversas maneras sobre los herbivoros, ya sea disuadiendo el ataque o afectando su crecimiento,
desarrollo, sobrevivencia, salud, reproduccion y respiracion (Garcia-Rodriguez et al., 2012). La
Gobernadora presenta compuestos con actividades como las de los mencionados, lo que podria explicar
su exitosa adaptacion y dominancia en el desierto, y su uso como planta medicinal.

Peroxidacion y capacidad antioxidante en higados

El estrés oxidativo ha estado implicado en el desarrollo del sindrome metabolico y la diabetes tipo 2
(Hopps et al., 2010). Ya que el principal metabolito del extracto etandlico es el NDGA, un antioxidante
reconocido, se analizo la peroxidacion y capacidad antioxidante en higados, determinadas por TBARS y
DPPH, respectivamente. La DG reduce la peroxidacion, mientras que la capacidad antioxidante fue igual
que con la Purina. Esta reduccion de TBARS con la dieta alta en grasa y con colesterol es similar a la
reportada en ratones alimentados con dieta que contenia manteca de cerdo al 10% (lbrahim et al., 1997).
Ese estudio mostro que la presencia de acidos grasos insaturados en la dieta aumenta la suceptibilidad a
la peroxidacion de lipidos. En sus ratones con aceite de pescado, el cual contiene acidos grasos
altamente insaturados, se presentd una mayor concentracion de TBARS en higado que los que tenian
manteca de cerdo, independientemente de la cantidad de vitamina E presente en la dieta. Esto indica que
en el hamster alimentado con dieta alta en grasa saturada, el estrés oxidativo, al menos en el higado, no
esta asociado a signos de sindrome metabdlico. El extracto etandlico de Gobernadora mejora la
capacidad antioxidante y reduce la peroxidacion.

47



Parametros biliares

En relacién a la composicion lipidica de la bilis vesicular, la DG incrementa los fosfolipidos y el
colesterol biliar, sin incrementar las sales biliares, lo que se traduce en un mayor porcentaje molar de
colesterol, lo que hace mas propenso el desarrollo de célculos biliares (Castro-Torres et al., 2015). Los
fosfolipidos no se modificaron con los tratamientos, mientras que el extracto de Gobernadora en la dieta
grasa disminuye los acidos biliares y el colesterol, lo que conduce a un porcentaje molar de colesterol
maés bajo, pero no diferente de la DG. Esto no es acorde con el reporte de la prevencion de la litiasis de
colesterol en el hamster (Arteaga et al., 2005b), lo cual puede ser debido a que con la dieta litogénica sin
grasa usada en ese estudio, el colesterol biliar es mucho més elevado y, por ser la dieta sin grasa, los
fosfolipidos son muy bajos, lo que conduce a un alto porcentaje molar de colesterol y a la formacion de
calculos, lo cual no ocurre con la DG de nuestro estudio. Ezetimiba no modificd los parametros
alterados por la DG, lo cual difiere con el estudio en hamsteres con dieta grasa tratados con Ezetimiba
(Valasek et al., 2008). La diferencia es probablemente debida a que en ese estudio la dieta grasa contenia
un nivel 10 veces mayor de colesterol que el de nuestra dieta. En un estudio clinico se propuso a la
Ezetimiba como un agente para la prevencion y/o tratamiento de la litiasis biliar, pues redujo el
colesterol plasmatico y biliar, e indujo un retraso en la cristalizacion del colesterol en la bilis (Wang et
al., 2008). Sin embargo, en otro estudio epidemioldgico se concluy6 que la Ezetimiba no parece influir
en la prevalencia de litiasis (Stein et al., 2012).

El cambio de dieta grasa a dieta de Purina parece ser suficiente para reducir la concentracion de
colesterol biliar y bajar el porcentaje molar de colesterol. Ni Ezetimiba, ni el extracto de Gobernadora
tienen un mayor efecto que el solo cambio de la dieta.

Esteroles fecales

En un estudio anterior de este laboratorio (Arteaga et al., 2005b), se sugirié un probable efecto del
extracto sobre la microbiota intestinal para explicar el cambio en el perfil de acidos biliares, debido al
extracto de Gobernadora en hamsteres con dieta inductora de calculos biliares. El perfil de acidos
biliares en presencia de extracto de Gobernadora, cambia a uno con mayor proporcion de acidos biliares
primarios y reduccion de los secundarios, los cuales son producidos en el intestino por la microbiota y
que entran en la circulacion enterohepatica (Arteaga et al., 2005b). El extracto etandlico de Gobernadora
tiene propiedades antibioticas (Mabry et al., 1979; Argueta, 1994), que podrian haber modificado la
microbiota intestinal. Quizas estos cambios en la microbiota pudieran afectar la absorcion del colesterol.
Por lo anterior, se utiliz6 Ezetimiba para comparar sus efectos con los del extracto de Gobernadora. La
Ezetimiba, al inhibir la absorcion del colesterol en el intestino, aumenta los esteroles neutros fecales y
disminuye el colesterol y los triglicéridos plasmaticos (Valasek et al., 2008). Mientras que esto fue
confirmado en el presente estudio, también se encontrd que el extracto de Gobernadora no induce un
aumento en los esteroles fecales.
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En el caso de los animales de experimentacion para determinar si presentan los parametros del sindrome
metabolico, como obesidad, dislipidemia, hiperinsulinemia y resistencia a insulina, generalmente se
comparan los grupos experimentales con el grupo control. Esto complica las comparaciones entre
diferentes estudios, por la especie, cepa, edad y género del modelo animal utilizado, los tiempos de
exposicion a las dietas y las mismas dietas. Tampoco existen criterios absolutos para identificar niveles
patologicos de los pardmetros como colesterol, triglicéridos o hipertensién. En cambio en los humanos,
hay niveles estandarizados de los pardmetros por las diferentes organizaciones que vigilan la
epidemiologia del sindrome metabdlico a nivel mundial como la Federacion Internacional de Diabetes y
la OMS (Alberti et al., 2006).

Cambio de dieta grasa a dieta de mantenimiento

El tratamiento de la diabetes y del sindrome metabolico en humanos incluye dieta, ejercicio y terapia
farmacologica (Grundy et al., 2004b), por esta razén en este experimento fue estudiado el efecto del
cambio de dieta grasa a una menos calorica como la estdndar de mantenimiento (Purina), tanto sola
como adicionada de extracto de Gobernadora. Varios parametros disminuyeron con el solo cambio de
dieta, tales como colesterol plasmatico, leptina sérica, tamafio del higado y lipidos totales hepaticos, asi
como sales biliares, colesterol y porcentaje molar de colesterol en bilis vesicular. Sin embargo, no se
modificaron el grado de obesidad, medidos como peso corporal y grasa epididimal. La adicién del
extracto de Gobernadora a la dieta con Purina indujo una reduccién de la obesidad, una mayor
disminucion en colesterol plasmatico, insulina y leptina séricas, tamafio del higado y peroxidacion,
ademas de elevar el colesterol HDL y la sensibilidad a la insulina. Lo anterior es consistente con la idea
de que el cambio de habitos alimentarios y un tratamiento farmacol6gico mejoran las alteraciones
producidas por el sindrome metabdlico. Asi mismo muestran que el extracto de Gobernadora puede ser
atil en el tratamiento no solo de la diabetes sino también del sindrome metabdlico.

Conclusiones

El extracto etandlico de Gobernadora en la dieta alta en grasa y con colesterol en hdmsteres que ya han
desarrollado algunos signos presentes en el sindrome metabdlico, es el de reducirlos hacia niveles
normales, tales como: los triglicéridos y el colesterol total plasmaticos, insulina y leptina séricas,
mejorar la sensibilidad a la insulina, asi como la obesidad, el tamafio del higado, los lipidos totales
hepaticos y el colesterol biliar. No modifica los triglicéridos y el colesterol en el higado, tampoco el
porcentaje molar de colesterol en bilis ni los esteroles fecales. Estos efectos también estan asociados a
un incremento en la capacidad antioxidante en el higado. EI cambio de dieta grasa a dieta de
mantenimiento incrementa la peroxidacion de lipidos, pero disminuye varios parametros alterados por la
dieta grasa, tales como colesterol plasmatico, leptina sérica, tamafio del higado, lipidos totales hepaticos
y en bilis vesicular sales biliares, colesterol y porcentaje molar de colesterol. Aun asi, el extracto de
Gobernadora en el cambio de dieta grasa a dieta estdndar induce una reduccion en la obesidad, y una
mayor disminucion en colesterol plasmatico, insulina y leptina séricas, tamafio del higado y
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peroxidacion, ademas de elevar el colesterol HDL y la sensibilidad a la insulina. Por lo anterior, se
requieren mas estudios preclinicos para establecer toxicidad y conocer los mecanismos de accion que
harian que el extracto etandlico de Gobernadora pueda ser util en el tratamiento del sindrome
metabolico.

Perspectivas

A partir de los resultados y discusiones de los experimentos presentados en este estudio, las perspectivas
de trabajos futuros son las siguientes:

El ejercicio es una parte importante en el tratamiento del sindrome metabolico, al igual que modificacion
de la dieta (Grundy et al., 2004b). Ya se vio que el extracto de Gobernadora puede mejorar algunos
parametros alin mas o quizas mas rapido que con solo el cambio de dieta. Falta establecer si al combinar
el extracto con el ejercicio puede ser mas benéfico para tratar alteraciones del sindrome metabolico
inducido por la dieta.

Se esperaba que el principio activo fuese el antioxidante presente en la resina de la Gobernadora, el
NDGA. Sin embargo, al suministrarlo en la dieta no mostré efectos, a pesar de suministrarse en niveles
superiores a su contenido en el extracto. Esto pudiera deberse a la forma de suministrarlo. Estudios
previos mostraron efectos benéficos del NDGA en modelos de diabetes, en los cuales se suministré en
forma oral forzada de una suspesion en carboximetilcelulosa (Luo et al., 1998, Reed et al., 1999). Por lo
que hace falta probar este modo de suministro en nuestro modelo para descartar si es benéfico o
inefectivo. Asi mismo, Gnabre et al. (2015) mostro que los derivados O-metilados del NDGA, son
menos toxicos y mas efectivos que el NDGA como antivirales y anticancerigenos, por lo que seria
interesante poner a prueba a los derivados obtenidos de la metilacion del NDGA en el sindrome
metabolico.

De cualquier manera, es posible que el NDGA no sea el principio activo sino otro (S) compuesto.
Tambien es posible que al suministrarlo con el extracto, se incluyen también derivados O-metilados, que
parecen ser los picos cercanos al pico del NDGA que aparecieron en el cromatograma, y/o otros
compuestos que evitan su oxidacion o tienen un efecto sinérgico o potencializador. Por lo anterior, se
requiere fraccionar el extracto etandlico de Gobernadora, y ensayar las fracciones en el modelo.

Respecto al mecanismo de accion del extracto de Gobernadora, falta analizar modificaciones en factores
transcripcionales como SREBP-1, 2 y PPAR-a, que podrian indicar cambios en lipogénesis, alteraciones
en el metabolismo del colesterol u oxidacién de acidos grasos. También pueden analizarse cambios en la
actividad de la AMPK, como ocurre en ratones con dieta grasa tratados con NDGA oral (Lee et al.,
2010).

El modelo de hamster con dieta grasa puede ser util para estudiar el efecto de extractos de otras plantas
medicinales conocidas para tratar diabetes y sindrome metabdlico.
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Apéndice |. Resumen de un experimento preliminar con NDGA en dieta alta en grasa

Objetivo: Ensayar el efecto del NDGA sobre algunos pardmetros relacionados con el sindrome metabdlico
inducidos con dieta purificada alta en manteca de cerdo.

Metodologia general: La composicion de la dieta estudiada se muestra en la Tabla 1. La dieta de Purina-
Manteca consiste de la dieta de ingredientes naturales de mantenimiento de roedores (Nutricubos Purina)
adicionada de manteca de cerdo y otros componentes para no deshalancearla nutricionalmente.

Se montaron 3 grupos de 7 hdmsteres machos de 5 semanas de edad y un peso promedio inicial de 75g. Un grupo
recibié solo Nutricubos Purina por 4 semanas, los otros dos grupos recibieron Purina con manteca de cerdo (dieta
grasa) durante las primeras 2 semanas (Tabla 1). En las semanas 3a y 4%, uno de los 2 grupos continuo recibiendo
la dieta de purina con manteca, mientras el otro recibi¢ la dieta grasa adicionada con NDGA al nivel de 0.1 % que
fue disuelto en 10ml de etanol antes de adicionarse a la Purina y por Gltimo se adicionaron los demas
componentes.

Resultados
Peso corporal y consumo de alimento

El peso corporal final después de 4 semanas con las dietas (Figura 1) present6 diferencias significativas entre los
grupos. Se observa que los machos con dieta de purina control se separan de los demas grupos desde la primera
hasta la cuarta semana. Sin embargo, los grupos con dieta grasa y dieta grasa con NDGA no difieren entre si
desde la primera semana.
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Figura 1. Curva de crecimiento de hamsteres durante 4 semanas con dietas no purificadas y una dosis de NDGA.
En la cuarta semana, diferente letra indica diferencia significativa entre grupos. (P<0.05; ANOVA y Tukey).
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En las curvas de incremento de crecimiento (Figura 2), presentd diferencias significativas entre los grupos. Al
igual que en peso corporal, se observa que los machos con dieta de purina control se separan de los demés grupos
desde la primera hasta la cuarta semana. Sin embargo, los grupos con dieta grasa y dieta grasa con NDGA no

difieren entre si desde la primera semana.
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Figura 2. Curvas de incremento de crecimiento acumulativo de hamsteres durante 4 semanas con dietas no
purificadas y una dosis de NDGA. En la cuarta semana, diferente letra indica diferencia significativa entre grupos.

(P<0.05; ANOVA y Tukey).

En el consumo de alimento (Figura 3), no hubo diferencias significativas entre los grupos con las diferentes

dietas desde la primera a la cuarta semana.
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Figura 3. Consumo de alimento promedio de hamsteres durante 4 semanas con dietas no purificadas y una

dosis de NDGA. Diferente letra indica diferencia significativa entre grupos. (P<0.05; ANOVA y Tukey).
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Parametros plasmaticos

Al final del periodo de tratamiento con las dietas experimentales hubo diferencias significativas en los parametros
plasmaticos analizados entre los grupos y tratamientos (Tabla 2). La glucosa y el colesterol total fueron
significativamente mayores en los grupos que recibieron dieta grasa sola y con NDGA, asi como los triglicéridos
en este Ultimo grupo. No hubo diferencias en el colesterol HDL entre los grupos.

Tabla 2. Glucosa y lipidos plasmaticos.*

Grupos y Dietas Glucosa Triglicéridos Colesterol total % Colesterol
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) HDL
Purina 177 + 25, 136 +40, 81+7, 77+7,
n=7
1.Dieta grasa (DG) 223+ 26y 202+99,p 121+13 66+9,
n=7
* Media = DS

Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05; ANOVA y Tukey)

Parametros hepéticos

A las 4 semanas con dietas (Tabla 3) y después de recibir una dosis de NDGA en la dieta durante 2 semanas, los
grupos con DG sola y con NDGA mostraron los valores mas elevados en peso absoluto y porcentual del higado,
sin diferencias significativas entre ellos. Lo mismo se observé en relacién a la grasa epididimal.

Tabla 3. Tamaiio del higado y depdsitos de grasa epididimal.*

Grupos y Dietas Higado Higado Grasa Epididimal % Grasa
(8) (%p.c.) (g) Epididimal

Purina 43+0.4, 44+03, 0.98+0.19, 0.99+0.13,
n=7

1.Dieta grasa (DG) 6.9+06p 5.5+0.4 1.74+0.17 1.39+0.12,
n=7

2.DG + NDGA 0.1% 6.9+0.5, 59+0.3 1.67+0.30 141+0.21
n=7

* Media £ DS

Diferente letra en la misma columna indica diferencia significativa entre grupos (P<0.05; ANOVA y Tukey).
Conclusion

El NDGA adicionado a la dieta grasa al nivel de 0.1% no tuvo ningn efecto sobre los pardmetros analizados y
relacionados con el sindrome metabdlico, inducidos por la dieta grasa.
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Cholesterol Diet
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Autdnoma da Mdwco, Maico City, Maxico

Creosote bush, Larrea tridentata (Sesse y Moc. Ex DC, Zygophyllaceae) is a shrub
found in the deserts of Northern Mexico and Southwestern United States. In traditional
medicing, it is used to treat a variety of illnesses including type 2 diabetes. The present
study aims to investigate the effects of creosote bush ethanolic exfract on plasma and
liver parameters associated with the metabolic syndrome in hamsters fed a high fat and
cholesterol diet (HFD), comparing them with those induced by ezetimibe (EZ). Seven
groups of six hamsters each were formed. Six groups were fed HFD for 2 weeks. The
following 2 weeks, the HFD groups received: (1) only HFD, (2) HFD + 3 mg% EZ, (3)
HFD + 0.2% creosote bush ethanolic extract, (4) only standard diet (Std Diet), (5) Std
Diet + 3 mg% EZ, (6) Std Diet + 0.2% creosote bush ethanolic extract. The beneficial
effects of creosote bush ethanolic extract in the HFD hamster model were a reduction
of insulin resistance, associated with lower serum insulin and leptin, lower hepatic lipid
peroxidation and higher liver antioxidant capacity. Plasma and liver lipids tended or
were reduced to values closer to those of animals fed standard diet. A similar effect
on lipids was induced by EZ, although with even lower hepatic cholesterol and total
lipids concentrations. In general, the change from HFD to standard diet plus ethanclic
extract induced the same but deeper changes, including a reduction in plasma glucose
and an increase in the percentage of HDL cholesterol. Unlike creosote bush extract,
EZ increased food consumption and neutral fecal steroids, with no significant effect on
body weight, epididymal fat pads, liver peroxidation or antioxidant capacity. Also EZ
did not modify serum insulin and leptin. However, insulin sensitivity improved to values
similar to those induced by the exiract. This suggests that the mechanism of action
of creosote bush ethanolic extract is different to inhibition of cholesterol absorption or
increase excretion. The ethanolic extract of L. tridentata could be useful in the treatment
of the metabolic syndrome.

Keywords: Larrea tridentata, cholesterol, hamster, high fat diet, insulin tolerance
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INTRODUCTION

Creosote bush, Larrea tridentata (Sesse y Moc. Ex DC,
Zygophyllaceae) is a shrub found in the deserts of Northern
Mexico and Southwestern United States. The resin that covers
the leaves contains flavonoid aglycones, as well as several
lignans, notably including the antioxidant NDGA (Konno et al,,
1990). Other lignans present are the linear ones, guaiaretic
acid and meso-dihydroguaiaretic acid, and the cyclolignans,
norisoguaiacin and it's 3 methyl derivative [Gnabre et al,, 2015).
L. tridentata contains about 0.1% of dry weight as volatile oils,
mainly monoterpenoids and aromatic sesquiterpenoids (Mabry
and Bohnstedt, 1981; Xue ot al, 1988). The ethanol extraction
of leaves and twigs of L. fridentala, at room temperature, yields
10% resin in a dry weight basis, containing 26% NDGA (Belmares
etal, 1981).

Creosote bush is used to treat a variety of illnesses including
type 2 diabetes. Oral decoctions and extracts of leaves and twigs
have been used by the Pima Indians in the United States and
in Mexico for the treatment of diabetes (Winkelman, 1989).
Additionally, it has been reported that NDGA reduces plasma
glucose and TGs in rats treated with streplozotocin (Luo et al,,
1998; Reed et al, 1999); it also reduces TG secretion and liver
TG content in rats with fructose-induced hypertriglyceridemia
(Scribner et al, 2000) and inhibits dipeptidyl peptidase 4
{Roskar et al., 2016). Many of the pharmacological activities
of L. tridentata have been ascribed to its lignans, although
many other components are present in the extract that could
be synergizing or potentiating its activities. Thorough reviews
dealing with the medicinal uses and phytochemistry of creosote
bush and NDGA are available (Arteaga et al, 2005; Gnabre et al,,
2015).

A risk factor for developing type 2 diabetes and cardiovascular
disease, is the MS. Central obesity and insulin resistance are
acknowledged as important causative factors. According to the
IDF (Alberti et al,, 2006), MS includes central obesity and two of
the following factors: decreased HDL cholesterol, elevated TGs,
high blood pressure and raised fasting glucose. Hyperleptinemia,
due to leptin resistance, may also be an important etiological
component of the MS (Wanyg et al., 2010}, Persons with MS are
predispose to develop fatty liver and its complications (Wang
et al., 2010).

Since MS is a group of metabolic abnormalities that recently
have been characterized, it is difficult to find in the Mexican
traditional medicine plants specifically usad for its treatment.
However, creosote bush is used to contral hyperglycemia and
hyperlipidemia, two key factors of the MS (Winkelman, 1989).

The aim of the present work was to study the effects of creosote
bush ethanolic extract on the Syrian golden hamster fed a high
fat and cholesterol diet that expresses some components of the
MS, in order to determine its possible use in the treatment of
this alteration. Since change of life style, mainly diet and exercise,
is recommended for treatment of MS in humans, the effect
of changing high fal diet to maintenance diet with or without

Abbreviation: HFD, high fat diet: IDF. International Diabetes Federation; MS,
metabolic syndrome: NDGA. nordihydroguataretic acid: TG. irighycerides.

creosole bush ethanolic extract was tested. It was expected thal
the change of diet plus extract could induce higher improvement

of the altered parameters.

MATERIALS AND METHODS
Plant Extract

The plants of [ fridentata nsed to prepare the ethanolic
extract were collected at San Luis Potosi State, Mexico. Voucher
specimens were deposited at the National Herbarium, Institute
of Biology, UNAM (MEXU:; no. 534807) and at the Herbarium of
Medicinal Plants, 5. XXI Medical Center (IMSS; nos 11 319-11
321).

The ethanolic extract was prepared from 100 g of coarsely
fragmented leaves and twigs, extracted in 1 L absolute ethanol
mixed for 30 min at room temperature, filtered with paper
and reduced to approximately 40 mL in a rotary evaporator
under reduced pressure and then lyophilized. The ratio of the
herbal drug to the herbal drug preparation (DER native) was
10:1.

NDGA Content in the Ethanolic Extract

For the HPLC analysis, an Agilent 1260 Infinity system
with diode array detector and a Macherey-Nagel 100-5 C18
(250 mm x 4.6 mm) column were employed, with H: PO, 0.04 M
and acetonitrile (ACN) mixtures as mobile phase, at a flow rate of
1.5 ml/min and 20 pl sample volume injection. Initially a relation
of HsPO4fACN 70:30 (v/v) was started, with ACN concentration
being increased up to 50% by minute 15 Then ACN was
increased again, so that a relation of H3PO4/ACN 30:70 (v/v) was
reached by minute 19. Finally, mobile phase was returned to an
ACN proportion of 30% by minute 21. NDGA (Sigma-Aldrich)
and creosote bush ethanolic extract were dissolved in methanol
An NDGA standard curve was made in the range 20-80 pg/ml,
following absorbance at 280 nm. As shown in the chromatogram
(Figure 1), the creosote bush extract contains NDGA (8.9%),
together with several other peaks, which could be O-methylated
derivatives that have been reported in creosote bush (Gnabre
etal., 2015).

Animals and Diets

Thirty-six male Syrian hamsters, 5-week-old, weighing 72 g were
obtained from the stock colony kept at the animal house from
the Faculty of Sciences, UNAM, Mexico, were fed ad libifum
with a HFD containing standard rodent chow (Std diet: Purina
Nutricubes; 3.39 keal/g) 70%, casein 6.9%, cellulose 1.5%, lard
20%, methionine 0.12%, choline 0.042%, AIN-93M Mineral Mix
1.05%, AIN-93Vitamin Mix 0.3% and cholesterol 0.1%. The
energy content was 4.46 kcal/g diet. The control group (1 = 6)
was fed with the standard rodent chow. After 2 weeks, the
hamsters on HFD were randomly divided in six groups of six
animals each with average similar body weight and fed the
following diets and water ad libitum: (1) HFD; (2) HFD with
added ezetimibe (EZ; Zient, Schering-Plough) at 3 mg% as a
positive control; (3) HFD added with creosote bush ethanolic
extract at 0.2%: (4) standard rodent chow (Sid diet): (5) Std diel
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FIGURE 1 | HPLC chromatogram of creosote bush extract.

added with creosote bush ethanolic extract at 0.2%, and (6) 5td
diet with 3 mg% EZ. The level of extract included in the HFD diet
was based upon the result of a preliminary experiment indicating
a higher and more consistent effect on plasmatic lipids than with a
lower one (0.1%). A higher level (0.25%) was equally effective. EZ
was chosen as a positive control at 3 mg% of diet (~2 mg/kg b.ow.),
since it had been reported that this dose is effective in normalizing
the combined dyslipidemia induced by high fat diet in male
hamsters (van Heek et al,, 2001). Each group was housed in a
stainless steel cage with sawdust bedding, at 22 £ 2°C, under a
14:10 h light-dark cycle. Food consumption was measured every
other day.

‘The animals were handled according to the Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (Office of amimal care
and use of the National Institute of Health, 1996). All methods
used in this study were approved by the Internal Council of the
Facultad de Ciencias of the Universidad Nacional Auténoma de
Mexico.

Blood and Tissues Sample Collection

Al the end of the fourth week the animals were fasted for
4 h, anesthetized with pentobarbital (50 mg/kg bow. ip.) and
blood samples were taken from the retro-orbital sinus with

heparinized and non-heparinized capillary tubes. An insulin
tolerance test was then performed as shown below. After the
insulin tolerance test, the animals were euthanized with a
pentobarbital overdose. The liver and epididymal fat depots were
dissected, weighed and frozen at —40°C. Plasma and serum was
obtained by centrifugation on a hematocrit centrifuge and kept
at —40°C.

Plasma and Serum Analysis

Plasma glucose, TGs, total cholesterol, and HDL cholesterol were
determined with enzymatic-colorimetric assay kits (SpinReact,
Girona, Spain). Insulin and leptin serum concentrations were
determined by ELISA Kits (Millipore Rat/Mouse Insulin, Rat
Leptin).

Insulin Tolerance Test

Under anesthesia the insulin tolerance test (ITT) was performed
with an insulin injection (ip.) at a dose of 0.2 1U/100 g
body weight, blood from the retro-orbital sinus was sampled
at 0, 5, 10, and 15 min after insulin injection. Plasma glucose
was determined with an enzymatic-colorimetric assay kit, as

above,

Liver Parameters

A liver sample was homogenized in a Dunce apparatus with
methanol:chloroform (1:1) and centrifuged at 1000 x g for 5 min
at 4°C. Supernatant samples were evaporated under vacuum and
total lipids measured by the phospho-vanillin method (Inouye
and Lotufo, 2006), TGs and cholesterol by enzymatic colorimetric
assays (SpinReact, Girona, Spain).

A 10% liver homogenate in saline was prepared and
centrifuged at 1000 x g for 10 min at 4°C. Liver peroxidation
was determined by Thiobarbituric Acid Reactive Substances
method (TBARs; Ohkawa et al., 1979) and antioxidant capacity
by DPPH assay (Hsu et al,, 2007; Sharma and Bhat, 2009) in the
homogenate supernatant.

Neutral Fecal Sterols

The newtral fecal sterols were extracted  with
chloroform:methanoksaline (2:1:0.75) from samples of 72 h
feces collected at the end of the second week of treatments.
Feces were dried, powdered and homogenized. Sterols were
determined in the dried organic phase by the Lieberman-
Burchard reaction (Richterich and Colombo, 1981}, with
cholesterol as standard.

Statistical Analyses

Statistical analyses and graphics were performed with GraphPad
Prism version 6.00 for Windows (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA). All data are reported as mean = SD for the
specified number of samples. Differences between mean values
were tested for statistical significance (P < 0.05) by 1-way
ANOVA. Tukey HSD was used as post lioc test. Pearson
correlation was performed between body weight and epididymal
fat depots.
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RESULTS

Body Weight, Epididymal Fat Depots,

and Food Consumption

After the first 2 woeeks on HFD, six groups of similar body weight
were formed. Although these groups had higher body weight, it
was not significantly different from that of the Sid diet fed group
{Table 1). After 4 weeks, significant (P < 0.05) differences in
by weight amwong groups were foud. Animals v HFD were
significantly heavier than those on Std diet. Groups with EZ,
creosole bush ethanolic extract and those changed from HFD to
Std diet with or without EZ were not significantly different from
the heaviest HDF group nor from the lighter one that receiving
only Std diet for 4 wecks. The group changed from HFD 10 Sid
diet with extract exhibited a significantly (P < 0.05) lower body
weight than that of the HFD group and very similar to the one
fed Std diet for 4 weeks. Epididymal far depots followed the same
pattern, except that the lighter group was the one that changed to
Std diet added with extract. A significant correlation was found
between body weight and epididymal fat weight (r = 0.8, n = 42,
P < 0,001),

In relation 1o food consumption, there were significant
differences among groups. The lowest food consumption among
the groups with HFD for the last 2 weeks was the one with HED
and L. tridentata extract, bul consumption was not significantly
different from the groups fed either HFD or Std diet for
4 wecks. The change from HFD to Std diet did not differ in
food consumption from those with Std for 4 weeks nor the
one with HFD. The change to Std diet plus extract induced a
significantly higher consumption than the change to Std diet
without additions. The group that changed from HFD to Std diet
and EZ exhibited the significantly highest food consumption of
all groups (P < 0.05).

Plasma Parameters

At the end of the treatment period, there were significant
differences in plasma parameters amony groups (Figure 2).
Glucose was nol significantly different among groups fed only Std
diet or HFD with or without any addition. Also, no differences
were found among the three groups changed to Std diet
However, addition of EZ or creosole bush extract induced lower

glucose concentrations in the groups changed to Std diet when
compared with Std diet and HFD controls (P < 0.05).

In TGs, no significant difference was found between Std diet
and HFD control groups, The addition of EZ and extract o
HFD lower this parameter (P < 0.05). The change to S1d diet
with or without additions did not significantly altered TGs. Total
cholesterol was higher in HFD control group (P < 0.05). Both
EZ and extract additions to HFD induced lower concentration
than those of the HFD and Std diet controls. The change to Sid
diet return cholesterol level to Sid diet control concentrations.
Creosote bush extract in the Std diet significantly reduced
cholesterol, whereas EZ addition did not when were compared
with the group on HFD changed to Std diet.

In relation to HDL cholesterol, groups with HFD, except the
one with EZ, exhibited higher values than the Sud diet control
group. The change to Std diet reduced HDL cholesterol to values
significantly (P < 0.05) different from the HFD control group.
Addition of EZ or extract to the Std diet had no effect on HDL
EI:Lles‘[eml. when compared with the group that change 1o Sid

Serum Insulin and Leptin

As shown in Figure 3, there were increments in both insulin and
leptin serum concentrations in groups fed with HFD and HED
plus EZ. Added to HED, the ethanolic extract reduced leptin and
insulin to values significantly (P < 0,05) different from those
obtained with HFD,

The change from HFD 1o Sid diet reduced leptin but
not insulin concentration. Addition of EZ did not induce a
significant reduction of any of the two hormones from the
concentrations found in the HFD group. The change to Std diet
added with ethanolic extract induced the lowest levels of leptin
and insulin of all gronps, although they were not significant’y
different from those found in the group with Std diet for
4 weeks.

Insulin Tolerance Test

There were significant differences in the sensitivity to an insulin
injection, expressed as the percentage reduction of the initial
glucose concentration per minute (Table 2). The HFD group
showed the lowest sensitivity to insulin. The additions of
ethanolic extract of creosote bush or EZ to the HFD induced

TABLE 1 | Body welght and food consumption in hamsters®.

Groups and diats Body weight (g} Body weight (g) Epididymal fat pads (g) Food consumption
at 2 wooks at 4 wooks {@/animal/day)’
S, dot (4 wooks) WLl > 1M11.340,7 1,43 4 D, 20AF 7.9 & 1.080
HFD (4 weaka) 109.8 + 10,5* 133.5+10,5° 1.90 £ 0, 28° 8.5 & 03407
HFD 4+ 3mg% asabsmits 100,2 & 7,48 126.5 & 11,000 1,88 4 D, 2500 0.2 & 0580
HFD 4+ 0.2% ethanolc axtract 109,04 8,00 110, 7 £ 10, 420 1,432 4 0, 1805 6,8 L0a°
HFD-» Stel. chot 108.8 & 6,04 120,2 + 5 588 1.50 4 0, 1900 7.0 & 04n0
HIDF—= Std, diot - 3 mgh arolimibo 108,8 & 10,8* 125,0 & 14, 0AF 1,67 4 0, 3580 14,1 k220
HFD—= 5t cht - 0.2% othanokt axtract 108.8 & 11,3° 112.2 + 10, 5% 1.08 4 D 22 0.8 41,87

*Moan £ 50, 1 = 6 par group. Difarant letlor i1 e same column indicale a statstical diference (P «< 0.05: ANOVA and Tukoy),

'Food consumplion on last 2 wedks. n - 8§ per group.
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FIGURE 3 | Serum Insulin (A) and leptin (B} in hamsters fed HFD for 2 weeks and Std diet or HFD diet with or without creosote bush
axtract or EZ for another 2 weeks. Maan + S0, n = & par group. Differant latier batwooen columns means sgrdficant difarenca (P < 0.05).

significant (P < 0.05) increases in insulin sensitivity, which were  group receiving 5td diet for 4 weeks. The change from HFD to
not different from the group fed Std diet. The change from HFD  Std diet added with EZ further increased sensitivity to a value
to Std diet similarly increased the sensitivity to insulin to an  not significantly different from either the control group fed Std
intermediate value that was not different from that of the control  diet for 4 weeks or the group changed to Std diet. The highest
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TABLE 2 | Insulin tolerance test in hamstors fod HFD and axparimental
diets.

Groups and diots % Glucose decrease/min®
St Gl {4 waoks) 4,58+ 2 190
HFD (4 weook) 0.85 4 1.8
HID + 3mg's Eastmbe 2,856 + 0. 4182
HED + 02% ofanoks extr 2,09 4 0.96~%
HFD— Sid. it 2554 1.0
HOF -+ Sa. et -+ 3 mQg% Eobmibo 3.86 + 0. T~
HFD -5 et 4 0.2% othanolc axtract 5,06 4 D.66F

*Maon & 50, n
* « 005)

4 por group. Deforont lottor maans sgndicant diforance

sensitivity to insulin was induced by the change from HFD to Std
diet added with ethanolic extract, to a value different from that of
the group changed to Std diet (P < 0,05),

Liver Weight and Lipids

In relation to liver weight (Figure 4A), the group with HFD
showed the highest values in absolute and percent liver weight,
being different from the group with only Std diet (P < 0.05). The
addition of EZ to HFD reduced liver weight to control values
(P < 005), Liver weight from animals on HFD and creosote
bush extract were lower, but did not significantly differ from the
ones on HFD. The change from HFD 10 51d diet for 2 weeks
did not significantly reduced liver weight. However, addition of
EZ or extract returned liver weight to control values (51d diet
group).

Total lipids (Figure 4B) were highest in the group on HFD.
EZ decreased (P < 0.05) this parameter to control levels, whereas
extract, although significantly reduced total lipids, did not reach
conbiol value. The change fom HFD w Sid diet also decrease
total lipids to levels that did not significantly diifer from control
levels. Addition of EZ or extract to Std det, although showed
lower total lipids, were not significantly diferent from only Std
diet. With cholesterol (Figure 4C) similer changes occurred,
e, HFD induced higher concentration that were lowered by
EZ, but the extract did not reach a significam difference with
the HFD group. The change to Sud diet without additions
significantly reduced liver cholesterol concentrations, but none
of the two additions made a significant diference from control.
Hepatic TGs (Figure 4D) were higher with HFD and with
HFD and EZ. respect to Std diet. Extract addition induced TG
levels that also were not different from those with only HFD,
however, values were neither significantly different from those
in the group with only Std diet. The change to Std diet with
or without addition returned TG levels 1o control (Std diet)
concentrations.

Liver Peroxidation and Antioxidant
Capacity

As seen in Figore 5, unexpectedly, TBARS were twice as
high in the control group than in the HED one (P < 0.05).
The group with HFD added with EZ, although with higher
concentrations, did not statistically differ from the one on

HFD. The addition of extract induced the lowest concentrations,
although not significantly different from those in the HFD
group. The change to Std diet induce again high TBARS 1o
levels similar to Std diet for 4 wecks. Addition of EZ did nat
reduced TBARS, whereas extract addition significantly lowered
this parameter.

Antioxidant capacity measured as delayed oxidation of DPPH,
was not significantly different in control, HFD and HFD with
EZ groups, only the one with addition of extract statistically
(P < 0.05) increased the liver antioxidant capacity. The change to
Std diet showed high values of antioxidant capacity that were not
modified by EZ or extract additions, but neither were statistically
different from control nor HFD values.

Neutral Fecal Sterols

As shown in Figure 6, there was a significant (P < 0.05) increase
in neutral fecal sterols in the groups with EZ, when compare with
their own controls (HFD and HFD--S1d diet groups). In the
groups that received extract, fecal sterols were not significantly
different from their own controls, which indicates that the extract
effect is not related to a reduction of intestinal cholesteral
absorplion or increased excretion.

DISCUSSION

The Syrian golden hamster (Mesocriceius auratus) has a
chaolesterol and lipoprotein metabolism similar to that of humans
(Bravo et al, 1994). This characteristic makes it an excellert
model for studies on dyslipidemia and hypercholesterolemia,
because changes in plasma lipids can be induced by specific
dietary formulations, like the high fat and cholesterol diet (van
Heek et al., 2001; Valasek et al., 2008; Zhang 7. et al.. 2009). The
present study also shows that a diet based on lard and cholesterol
is effective in inducing some of the MS parameters, such as
increased body weight, high plasma and hepatic lipids and low
sensitivity to insulin. In general, the addition of creosote bush
ethanolic extract to the HFD decreases plasma and hepatic lipids,
increases the sensitivity to insulin and normalizes plasma insulin
and leptin levels.

In humans, prevalence of MS is slightly higher in women than
in men (Marguez-Sandoval et al. 2011; Beigh and Jain, 2012
Beltran-Sanchez et al. 2013). In the present study, only males
were used, since the response to high fat diet is more pronounced
in males than in females. with higher plasma total cholesterol and
TG (Morise et al, 2006), In another study, hamsters of differert
sex and age were fed a high-calorie diet, dyslipidemia developed
in males, irrespective of age, whereas in females only developed
with aging (Zagayko et al., 2015). Nonetheless, it remains to
be established whether the extract of L. fridentata has the same
effects in females as in males.

Since the treatment of type 2 diabetes and MS in humans
usually involves diet, exercise, and pharmacological therapy, in
the present study the further effect of creasote bush extract on
the change to a less caloric diet, such as maintenance diet, was
analyzed. Several parameters, such as body weight, epididymal
fat depots, plasma cholesterol, insulin, leptin, sensitivity 1o

Hrontars T Prarmasclogy | Wi ironi sean. ong

Jura JO16 | Volurme 7 | Arbcio 104

65



i Wocchyo. Tenono of & Croosote Bush in Fat Hamsgors

A B

b —
= b 3
3 =
o 5
2 E
3 g
gz- =
g 3
o | b=

B

& L @ FH & @ S
?”Q*#"{p)*’d“&
¥ g

g g
g g
%2- E-S
o-
i A A N A G
& & *.ﬁp‘@oed“d@

e’f’@
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FIGURE § | Liver peroxidation (A) and antioxidant capacity (B) in hamstars fad HFD for 2 woeeks and Std diet or HFD diet with or without creosote

bush axtract or EZ for another 2 waeks. Maan = 50, n = B par group. Diffanant latier batwean columns means sxgtificant difierance (P < 0.05).
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insulin, percent liver weight and peroxidation exhibited a further
significant improvement with the change of diet and the addition
of extract, in a 2 weeks treatment period, than with only a change
to a less caloric diet, as the 5td diet.

After 2 weeks of treatments, food consumption was similar
among groups. The exception was the one fed Std diet with EZ,
that exhibited the highest consumption of all, but despite that,
it showed a body weight similar to that of the HFD animals.
The epididymal fat pads, which reflect body adiposity, increased
in hamsters fed HFD. EZ had no effect in this parameter, as
previously published in hamsters (van Heek et al,, 2001), The
addition of creosote bush ethanolic extract to the HFD or to
the Std Diet, induced the lowest body weight and adiposity
of all groups, but not significantly different from the control
group with 5td diet for 4 weeks. The creosote bush ethanolic
extract could have reduced nutrient absorption or accelerated the
metabolism, since these groups gained less weight despite similar
food consumption. In the short term this seems a beneficial
effect, however, in the long term these could be a toxic one,
also considering that excessive use of creosote bush can lead to
hepatic and renal toxicity (Gordon et al, 1995; Sheikh et al,
1997).

Both EZ and creosote bush extract reduce plasma TGs and
cholesterol, when added 1o the HFD. This shows a beneficial
effect of the extract on components of the MS. A similar result
on TGs was reported 1o be induced by Masoprocol (NDGA) in
streptozatocin treated diabetic rats (Reed et al., 1999). EZ has
previously been reported to reduce both parameters in hamsters
on a high fat and cholesterol diet (van Heek et al., 2001; Valasek
et al,, 2008). HDL cholesterol was reduced by EZ in the HFD,
as reported by van Heek et al. (2001}, but not by the extract.

The change to Std diet with or without additions, also decreases
cholesterol, particularly with extract addition. In relation to TGs,
the change to Std diet had no effect, and EZ or extract did
not reduce this parameter significantly. The differential effect of
extract and EZ when added to HFD and Std diet after HFD, may
be due to differences in the type of lipids between diets, rather
than in the quantity, since the fat content of the Std diet was 3.4%,
according to a proximal chemical analysis. Whatever the reason,
the Std diet used induced a high TG concentration.

Other characteristics of the MS are hyperinsulinemia,
hyperleptinenia, and insulin resistance. These three paramelers
were present in the hamsters fed the HFD. The main
physiological cause for leptin hypersecretion is diet-induced
expansion of adipocytes. Circulating leptin levels are directly
proportional to the amount of body energy stores. As energy
storage capacity in adipocytes is exceeded during the period
between the onset of overweight/obesity and the start of the MS,
leptin resistance develops (Moon et al., 2013). This lack of action
leads to overfeeding and generalized steatosis and lipotoxicity
that leads to insulin resistance (Unger et al., 2010). The creosote
bush ethanolic extract added to the HFD decreased serum leptin
and insulin to normal values and insulin sensitivity to levels not
different from animals with Std diet. The change from HFD to
Std diet did not affect serum insulin, but leptin was reduced.
The addition of extract to Std diet decreases both hormones to
normal levels, as when added to the HFD. These effects could
be related to lower weight gain and lower adiposity, as shown
by low epididymal fat pads in both groups with extract. but not
due to lower food consumption. Several phenolic compounds,
such as resveratrol, oleuropein, and myricetin, as well as some
precursors or derivatives of phenols, such as polydatin, have
been found to reduce the level of circulating leptin in a
large range of in vivo studies, using different types of models
(Aragonés et al, 2016). In addition to phenolic compounds, other
plant secondary metabolites, such as isothiocyanates and some
terpenoids including thymel, saponins, and lycopenes among
others, have also been shown to be effective in reducing leptin
levels when administered to rodents (Aragonés et al, 2016),
The mechanisms of action of these compounds have not been
established for the majority of them. Resveratrol increases AMPK
activity, reducing lipogenesis and increasing lipid oxidation
(Zhang B.B. et al,, 2009), Others, like some coumarins, flavonoids
and polyphenols from fruit juices, could act as PPAR agonists or
even improve leptin transport through the brain blood barrier
(Aragonés et al, 2016), enhancing the oxidation of surplus
fatty acids and reducing lipotoxicity (Unger et al, 2010). It
remains to be established how creosote bush extract, probably
through NDGA, reduces leptin resistance and improves insulin
sensitivity. EZ had no significant effect in leptin and insulin, as
reported by van Heek et al. (2001}, although insulin sensitivity
did improve.

The HFD increased liver size and lipids as previously
published (van Heek et al, 2001; Valasek et al., 2008). 1n our
study, liver weight and lipids did not significantly decrease in
hamsters fed HFD added with creosote bush ethanolic extract,
except for total lipids. However, lower values were observed
in TGs and cholesterol, with hepatic TGs concentration not
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different from the level in animals on Std diet. Zhang et al
{2015) reported a decrease in hepatic TGs with NDGA., the main
metabolite of creosote bush, in rats with a high fructose diet. EZ at
the level used was more effective in decreasing liver weight, total
lipids and cholesterol, a result that agrees with previous reports in
hamster (van Heek et al., 2001; Valasek et al, 2008). The change
from HFD to Std diet, with or without added EZ. or extract, was
enough to return liver parameters to control values, although the
lowest values were those with the addition of extract or EZ.

Oxidative stress has been implicated in the development of
MS and type 2 diabetes (Hopps et al., 2010). Since the main
metabolite of the extract is NDGA, a recognized antioxidant,
peroxidation and antioxidant capacity in the liver were analyzed.
Liver peroxidation, estimated as TBARS, was higher with the 5td
diet than with the HFD, while antioxidant capacity was similar
with both diets. This TBARS reduction with the HFD may be due
to differences in type of lipids between diets. In mice fed a diet
with 8% fish oil, which contains highly unsaturated fatty acids, a
significantly higher hepatic concentrations of TBARS was found
than with 10% lard (Ibrahim et al., 1997). This indicates that in
the HFD fed hamster, oxidative stress, at least in the liver, is not
associated with signs of the MS.

As expected, creosote bush ethanolic extract decreased
peroxidation with HFD and with the change to Std diet, and
increased antioxidant capacity with HFD. EZ had no effect on
these parameters, and it is known that its mechanism of action is
through inhibiting cholesterol absorption (van Heek et al,, 2001;
Valasek et al., 2008). According to this, neutral fecal sterols were
increased by EZ in the present work. Creosote bush ethanolic
extract has been reported to have antibiotic actions (Mabry
et al., 1979; Argueta, 1994), which could have modified intestinal
microbiota. However, it does not affect cholesterol absorption as
indicated by neutral fecal sterols.

At least onme active principle of creosote bush ethanolic
extract must be NDGA, which in the present study was found
to constitute 8.9% of our ethanolic extract. Belmares et al.
(1981) have reported that NDGA was 26% of ethanol extract
of leaves and twigs. The difference with our analysis may be
due to the methodology used. Belmares group employed gas
chromatography of trimethylsilyl derivatives, so that besides
NDGA, also several O-methylated derivatives, such as guaiaretic
acid, present in the extract were accounted for as NDGA.
Components of the extract include other lignans and flavonoids
(Timmermann, 1981; Vizquez-Yanes et al, 1999; Gnabre et al,,
2015). During many years, the beneficial effects of flavonoids
on health were ascribed to their antioxidant capacity. They can
also improve dyslipidemia by modulating lipid absorption and
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