R DL AN R G
1 = % =

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE MEDICINA
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

EFECTOS DEL EXTRACTO ACUOSO COMPLETO DE LAS SEMILLAS DE P. CANARIENSIS L. Y SUS
FRACCIONES HEXANICA Y ACUOSA SOBRE EL SINDROME METABOLICO INDUCIDO POR FRUCTOSA
EN RATAS

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA:
MENDIOLA ALMARAZ LORENA

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DR. GIL ALFONSO MAGOS GUERRERO
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM.

COMITE TUTOR: DR. MARIANO MARTINEZ VAZQUEZ
INSTITUTO DE QUI'MICA, UNAM.

COMITE TUTOR: DR. MANUEL MIRANDA ANAYA
FACULTAD DE CIENCIAS, UNAM

MEXICO, CD. MX., NOVIEMBRE, 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, sera exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UN /M £
POSGR/TDO & 2]

Ciencias Biologicas

COORDINACION

Lic. Ivonne Ramirez Wence
Directora General de Administracién Escolar, UNAM

Presente

Me permito informar a usted que el Subcomité de Biologia Experimental y Biomedicina del
Posgrado en Ciencias Biologicas, en su sesion ordinaria del dia 14 de agosto de 2017, aprobé el
siguiente jurado para la presentacion del examen para obtener el grado de DOCTORA EN
CIENCIAS de la alumna MENDIOLA ALMARAZ LORENA con numero de cuenta 97172350, con
la tesis titulada “EFECTOS DEL EXTRACTO ACUOSO COMPLETO DE LAS SEMILLAS DE P.
canariensis L. Y SUS FRACCIONES HEXANICA Y ACUOSA SOBRE EL SINDROME
METABOLICO INDUCIDO POR FRUCTOSA EN RATAS”, realizada bajo la direccion del DR. GIL
ALFONSO MAGOS GUERRERO:

Presidente:
Vocal
Secretario:
Suplente:

Suplente:

DR. RICARDO REYES CHILPA

DR. JOSE GUILLERMO AVILA ACEVEDO
DR. MARIANO MARTINEZ VAZQUEZ

DR. MANUEL JIMENEZ ESTRADA

DR. MANUEL MIRANDA ANAYA

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, Cd. Mx., a 26 de octubre de 2017

VARRO SIGUENZA k-‘-‘;.w.‘

DR. ADOLFO GERARDO g,
L PROGRAMA COORDINACION

COORDINADOR

Unidad de Posgrado : Coordinacion del Posgrado en Ciencias Biologicas Edificio D, ler. Piso, Circuito de Posgrados Cd. Universitaria
Delegacion Coyoacan C.P. 04510 México, D.F. Tel. 5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



AGRADECIMIENTOS:

Al Posgrado en Ciencias Biologicas, UNAM.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, por la beca otorgada durante el periodo de estudios

de Doctorado.

A mi tutor principal el Dr. Gil Alfonso Magos Guerrero.

A los miembros del Comité Tutoral:

Dr. Mariano Martinez Vazquez.

Dr. Manuel Miranda Anaya.



AGRADECIMIENTOS A TITULO PERSONAL

Académicos

A la Técnico Maria Juana Garcia Mondragén y al Quimico Juan Luis Escobar, por su apoyo en

la parte experimental de este proyecto.

A la Doctora Dolores Ramirez Gonzalez por permitirnos el espacio para realizar la primera parte

experimental del proyecto.

Al personal del bioterio central de la Facultad de Medicina por su colaboracién y ayuda.

Al personal del bioterio del Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina por su

apoyo en el mantenimiento de los animales.



Familiares

A mi padre por ser un gran hombre, por todo el apoyo, los consejos y la gran leccion de vida que

me ha dado a lo largo de este ultimo afio y medio.

A mis hermanas: Carnalita, May y Brujis, por ayudarme y apoyarme en cada una de las cosas
que emprendo y sobre todo por continuar luchando hombro a hombro por mantener la alegria a

pesar de las adversidades.

Al resto de mi familia por mantenerse cerca de mi y ayudarme a salir adelante en estos tiempos

dificiles.

A mis amigos por creer en mi y ayudarme a cumplir mis suefios.

A ti por seguir apoyandome y sorprendiéndome en la realidad y en mis suefios.



DEDICATORIA
pedicade a Lla wmenmoria de Lo Maestra Maria Estela Almaraz Renteria,
quien ademds de wmi wadre fue wl wejor amiga, waestra Yy La

’msp’uma’uéw PArA buscar siempre La supemaio’w personal Y académica.

ML pequeira wmariposa, el viento nwos ha separado fisicamente, pero el

avwor nos mantendra unldas por s’uempre.



INDICE

Lista de figuras

Lista de cuadros

Lista de abreviaturas

Resumen

Abstract

1. Introduccidén

2. Planteamiento del problema

3. Objetivos

4. Hipdtesis

5. Antecedentes

5.1. Enfermedades no transmisibles
5.2. Sindrome Metabdlico

5.3. Fructosa y SM

5.3.1. Metabolismo de fructosa

5.3.2. Fructosa y dislipidemia

5.3.3. Fructosa y obesidad

5.3.4. Fructosa e hipertensién

5.3.5. Fructosa e hiperglucemia y resistencia a la Insulina
5.4. Modelos animales para el estudio del SM
5.4.1. SM inducido por dietas altas en fructosa
5.5. Tratamiento del SM

5.6. Antecedentes de la planta utilizada
5.6.1. Descripcion botanica

5.6.2. Distribucion

5.6.3. Usos medicinales

5.6.4. Estudios farmacoldgicos

5.6.5. Estudios quimicos y nutricionales
5.6.5.1. Macronutrientes

5.6.5.2. Fibra

5.6.5.3. Azlcares solubles

5.6.5.4. Minerales

5.6.5.5. Acidos grasos

5.6.5.6. Aminoacidos

5.6.5.7. Vitaminas

5.6.5.8. Esteroles y tocoferoles

5.6.5.9. Antinutrientes

5.6.5.10. Acidos fendlicos

5.6.5.11. Alcaloides

5.6.5.12. Glucdsidos cianogénicos

6. Metodologia

6.1. Material

6.2. Preparacion del extracto.

0 oo L1 A WN -

W W W W W W W W NNDNNNDNNNNMNDNNNRERRPRPERERERPRPRPRERPRRERRPRERPRBR
U P P NMNNPFP OOOOKOOUOUPS WNPREPOOULOOOONOOULPEDDMWNELRDO



6.3. Animales

6.4. Induccidn del sindrome metabdlico
6.5. Tratamiento del SM

6.6. Consumo

6.6.1. Consumo total de agua y alimento
6.6.2. Consumo energético (Kcal/100g pc)

6.7. Determinacidn de alteraciones metabdlicas y clinicas

6.7.1. Medicién de la presion sanguinea
6.7.2. Pardmetros de obesidad

6.7.3. Quimica sanguinea

6.8. Analisis estadistico

7. Resultados

7.1. Induccién del SM en ratas Wistar
7.2. Tratamiento del sindrome metabdlico
7.3. Fraccidn hexanica

7.4. Fraccion acuosa

7.5. Tratamiento preventivo

8. Discusion

9. Conclusiones

10. Literatura citada

11. Anexos

11.1. Anexo A. Articulo requisito

11.1. Anexo B. Semillas de Phalaris canariensis L.

11.2. Anexo C. Marcha fitoquimica

35
36
36
37
37
37
38
38
38
39
39
39
39
44
47
52
54
57
63
65
76
76
84
85



LISTA DE FIGURAS

Figura 1a. Principales causas de muerte en México

Figura 1b. Prevalencias de las principales de enfermedades relacionadas con el SM en
México

Figura 3. Metabolismo hepatico de la fructosa

Figura 4. Imagen fotogréfica de la planta de P. canariensis

Figura 5. Imagen fotografica de las semillas de P. canariensis

Figura 6. Distribucion actual de P. canariensis en México

Fig. 7. Estructura de algunos de los componentes mas abundantes en las semillas de P.
canariensis

Figura 8. Efecto de la administracion de 10, 20 y 30% de fructosa sobre los niveles de TG,
HDL-C y glucosa

Figura 9. Efecto de la administracion de 10, 20 y 30% de fructosa sobre los valores de IL,
CAylaPAS

Figura 10. Efecto de la administracion de 10, 20 y 30% de fructosa sobre el consumo total
de agua y alimento

Figura 11. Efecto de la administracion de 10, 20 y 30% de fructosa sobre el consumo
kilocaldrico total

Figura 12. Efecto de la administracion de 10, 20 y 30% de fructosa sobre el consumo
kilocal6rico proveniente de este azucar, adicionado al alimento y al agua

Figura 13. Efecto de la administracion de solucion salina, sibutramina, o el extracto completo
de las semillas de P. canariensis, en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada
al alimento y al agua de beber sobre los niveles de TG, HDL-C y glucosa

Figura 14. Efecto de la administracién de solucién salina, sibutramina, o el extracto completo
de las semillas de P. canariensis, en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada
al alimento y al agua de beber sobre los valores de IL, CAy la PAS

Figura 15. Efecto de la administracién de solucién salina, sibutramina, o el extracto completo
de las semillas de P. canariensis, en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada
al alimento y al agua de beber sobre el consumo kilocaldrico total

Figura 16. Efecto de la administracion de Tween o la fraccion hexanica de las semillas de
P. canariensis, en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada en el alimento y
el agua de beber sobre los niveles de TG, HDL-C y glucosa

Figura 17. Efecto de la administracion de Tween o la fraccion hexanica de las semillas de
P. canariensis, en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada en el alimento y
el agua de beber sobre los valores de IL, CA 'y PAS

Figura 18. Efecto de la administracion de Tween o la fraccién hexanica de las semillas de
P. canariensis, en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada en el alimento y
el agua de beber sobre el consumo kilocalérico total.

Figura 19. Efecto de la administracion de Solucion salina o la fraccion acuosa de las semillas
de P. canariensis, en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada al alimento y
al agua de beber sobre los niveles de TG, HDL-C y glucosa

Figura 20. Efecto de la administracion de Solucion salina o la fraccion acuosa de las semillas
de P. canariensis, en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada al alimento y
al agua de beber sobre los valores de IL, CA y PAS.

12
19
20
21
33

41

42

43

43

44

45

46

47

49

50

51

52

53



Figura 21. Efecto de la administracion de Solucion salina o la fraccion acuosa de las semillas
de P. canariensis, en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada al alimento y
al agua de beber sobre el consumo kilocaldrico total.

Figura 22. Efecto de la administracion de solucion salina, sibutramina, o el extracto acuoso
completo de las semillas de P. canariensis sobre los niveles de TG, HDL-C y glucosa.

Figura 23. Efecto de la administracion de solucion salina, sibutramina, o el extracto acuoso
completo de las semillas de P. canariensis sobre los valores de IL, CA y PAS.

Figura 24. Efecto de la administracion de solucién salina, sibutramina, o el extracto acuoso
completo de las semillas de P. canariensis sobre el consumo kilocaldrico total

54

55

56

57



LISTA DE CUADROS

Cuadro I. Composicion nutrimental de P. canariensis

Cuadro Il. Composicion de la fibra de P. canariensis

Cuadro lll. Azucares solubles presentes en P. canariensis

Cuadro IV. Minerales presentes en P. canariensis

Cuadro V. Acidos grasos presentes en P. canariensis

Cuadro VI. Aminoacidos presentes en P. canariensis

Cuadro VII. Vitaminas presentes en P. canariensis

Cuadro VIII. Esteroles y tocoferoles presentes en P. canariensis
Cuadro IX. Composicion de antinutrientes de P. canariensis

Cuadro X. Acidos fendlicos presentes en P. canariensis

Cuadro XI. Determinacion del contenido de alcaloides en P. canariensis
Cuadro XIlI. Determinacién del contenido de glucésidos cianogénicos en P. canariensis

24
24
25
26
27
28
29
30
31
31
32
33



LISTA DE ABREVIATURAS

Akt/PKB- proteina cinasa B

CA- Circunferencia abdominal

ChREBP - elementos de union a proteina sensibles a carbohidratos
CPT1- carnitin palmitoil transferasa 1

DM2-Diabetes mellitus tipo 2

ECA- enzima convertidora de angiotensina

ECaV-Enfermedades cardiovasculares

EGIR -Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a Insulina (European Group for the Study
of Insulin Resistance).

ENT- Enfermedades No Transmisibles

ERO- especies reactivas de oxigeno

FAS- sintasa de acidos grasos

g pc- gramos de peso corporal

HDL-C- Colesterol de alta densidad

HSL- lipasa sensible a hormonas

IL- indice de Lee

JMAF-jarabe de maiz alto en fructosa

Kcal- Kilocalorias

NCEP-ATPIII-National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel Ill
NOSe- sintasa de 6xido nitrico endotelial

OMS- Organizacion Mundial de la Salud

NO-Oxido nitrico

PHD- piruvato deshidrogenasa

PAS- Presion arterial sistolica

SCD-1- esteroil CoA desaturasa-1

SCD1- la esteroil coenzima A desaturasa-1

SM-Sindrome metabdlico

SRI- sustratos del receptor a insulina

TG- Triglicéridos



RESUMEN

Phalaris canariensis L. (P. canariensis), comunmente conocida como alpiste, se utiliza en la
medicina tradicional de México para el tratamiento de la hipertension, la diabetes y la obesidad.
Los estudios preclinicos realizados recientemente, con diferentes extractos de semillas de P.
canariensis, apoyan tales usos. El interés principal de este estudio fue describir el efecto protector
de las semillas contra el sindrome metabdlico (SM) inducido por fructosa en ratas Wistar y evaluar
los beneficios obtenidos del uso de un extracto acuoso completo. Nuestros resultados indican
gue él o los componentes antihipertensivos de las semillas de P. canariensis se encuentran en
la fraccidn acuosa y que las sustancias responsables de los efectos sobre la obesidad se
encuentran tanto en la fraccién acuosa como en la hexanica, siendo estos efectos independientes
de una reduccién en el consumo kilocaldrico total. Se concluye que ambas fracciones son
efectivas para atenuar las manifestaciones del SM y que la administracion del extracto acuoso
completo de la semilla de P. canariensis es necesaria para el control efectivo cuando estas

semillas se utilizan como medicina herbal alternativa.



ABSTRACT

Phalaris canariensis L. (P. canariensis), commonly known as canaryseed, is used in the traditional
medicine of Mexico for the treatment of hypertension, diabetes, and obesity. Recent preclinical
studies with different P. canariensis seed extracts support such uses. The main interest of this
study was to describe the protective effect of the seeds on fructose-induced metabolic syndrome
(MS) in rats and to assess the benefits gained from use of a complete aqueous extract. Our results
indicate that the antihypertensive component(s) of P. canariensis seeds is (are) found in the
aqueous fraction and that the substances responsible for the effects on obesity are found in both
the aqueous and the hexane fractions. These effects were independent of a reduction in total
kilocaloric intake. We conclude that both fractions are effective in attenuating manifestations of
MS, and that administration of the complete aqueous extract of the P. canariensis seed is
necessary for effective control when the P. canariensis seeds are used as an alternative herbal

medicine.



1. INTRODUCCION

En la presente tesis se describen los estudios farmacolégicos preclinicos realizados en torno a
la semilla de Phalaris canariensis Linneo, 1753. (Poaceae) conocida popularmente como alpiste
o grano de las canarias, una especie vegetal empleada como alimento para pajaros (' y en el
folklor mexicano, como remedio medicinal contra la obesidad @, hipertension @ y diabetes *.
Se carece de estudios de campo sistematizados que describan las caracteristicas reales sobre
las formas de empleo del alpiste. Sin embargo, los datos obtenidos de la literatura informal,
indican que la semilla se remoja en agua, se muele y cuela, para remover la cascara. Este
preparado bebible es denominado “leche de alpiste”.

Debido a que las propiedades medicinales popularmente conferidas a la semilla, parece légico
postular que este producto podria tener algun beneficio en el tratamiento del sindrome metabdlico
(SM), padecimiento que engloba las principales entidades clinicas para las cuales la gente lo
emplea.

En el mundo y particularmente en la ciudad de México, la prevalencia del SM se ha incrementado
de manera alarmante, por ejemplo, en nifios y adolescentes obesos tratados en una clinica
hospitalaria en México, la prevalencia fue de 36.7% ©). El manejo de este problema de salud
publica, se basa principalmente en intervenciones en el estilo de vida (dieta y actividad fisica) e
intervenciones que tratan por separados la obesidad, las dislipidemias, la hipertension y la
diabetes ©.

Debido a que las plantas medicinales contienen numerosos ingredientes activos, surge la
posibilidad de tratar las alteraciones metabdlicas que caracterizan el SM, con una sola planta
que contenga la o las sustancias activas para dicho fin. En los ultimos cinco afios, ha surgido
evidencia cientifica sobre el papel de las semillas de P. canariensis como agente terapéutico
prometedor en el tratamiento de trastornos metabdlicos. En ratones con diabetes inducida por
estreptozotocina se ha demostrado que el extracto de hexano de las semillas de P. canariensis

reduce la glucemia e inhibe la resistencia a la insulina, las anomalias lipidicas y el estrés oxidativo
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@, En un modelo de inflamacién crénica (granuloma inducido por granulos de algodén), un
extracto de cloroformo de P. canariensis mostré efecto antiinflamatorio a través de mecanismos
que implicaban un menor flujo de neutréfilos y una menor produccidon de citocinas
proinflamatorias . En ratas Wistar anestesiadas un extracto acuoso de las semillas de P.
canariensis mostré efecto hipotensor y efecto vasodilatador mediado por 6xido nitrico (NO) (8).
También, en ratas Wistar normotensas y espontaneamente hipertensas, la administracién de un
extracto acuoso de semillas de dicha planta produjo disminucion significativa de la presion arterial
sanguinea ©).

Debido al hecho de que gran parte de los trabajos experimentales sobre P. canariensis fueron
realizados con extractos polares o no polares, el objetivo del presente estudio fue establecer, de
manera sistematica, el perfil de efectos que caracteriza la administracion intraoral de un de
extracto acuoso completo de semillas de P. canariensis sobre el SM inducido por fructosa
adicionada en el alimento y en el agua de beber de ratas Wistar. Ademas, caracterizar el perfil
de actividad que muestra contra el mismo SM, dos extractos obtenidos del extracto acuoso

completo, que contienen sustancias de polaridad extrema.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México y en el mundo el SM se considera como predictor de morbilidad y mortalidad
cardiovascular. Por tal motivo, ocupa los primeros lugares., es preocupante y alarmante que, en
la ciudad de México se haya incrementado la prevalencia de este complejo de anormalidades

metabdlicas.

El tratamiento del SM incluye la modificacion de los habitos de vida dirigidos a perder peso y
aumentar la actividad fisica y un adecuado control de factores de riesgo de enfermedad

cardiovascular como la dislipidemia, la hipertension arterial y la diabetes mellitus.



El tratamiento medicamentoso se basa en la administracion de farmacos para controlar cada uno
de dichos factores de riesgo, muchas veces sin éxito. Debido a que la semilla de P. canariensis
es un cereal que recientemente ha mostrado propiedades potenciales nutracéuticas para el
humano y que, en la medicina popular mexicana es empleado para el tratamiento de la
hipertension arterial, diabetes y obesidad, es posible postular que se puede tratar el SM con esta

Unica planta y en primera instancia, realizar investigacion preclinica.

Debido a que las investigaciones preclinicas de esta planta, han sido llevadas a cabo con
extractos obtenidos con disolventes de diferente polaridad y en modelos experimentales que
incluyen por separado hipertension, obesidad o diabetes, parece pertinente estudiar, los efectos
de la semilla de P. canariensis, de manera sistematizada, en un modelo experimental de SM,
que incluya al menos tres alteraciones. El principal propdsito del presente estudio es buscar
evidencias que permitan responder ¢ Cual es el perfil de efectos de un extracto crudo acuso de
semilla de P. canariensis sobre el sindrome metabdlico inducido por la adicion de fructosa en el
alimento y en el agua de beber de ratas Wistar? y contrastarlo comparar su efecto cualitativo y
cuantitativo en el mismo SM tratado de manera independiente con dos fracciones obtenidas del

extracto “completo” de las semillas.

OBJETIVOS

» Preparar y obtener en el laboratorio, el modelo experimental mas adecuado de SM
inducido en ratas Wistar macho, por el consumo de alimento y agua con alto contenido
de fructosa.

» Determinar si el tratamiento con dosis Unicas diarias de un extracto acuoso “completo” de
las semillas de P. canariensis, previene o modifica las manifestaciones clinicas del SM

en ratas Wistar.



» Determinar si el tratamiento con dosis Unicas diarias de las fracciones hexanica y acuosa
del extracto completo de las semillas de P. canariensis, modifican las manifestaciones
clinicas del SM en ratas Wistar, como las modifica el extracto acuoso completo.

3. HIPOTESIS

La administracion oral repetida de un extracto acuoso “completo” de las semillas de P.
canariensis modificara la presentacion y el desarrollo de las manifestaciones clinicas del SM en

ratas inducido por el consumo de altas concentraciones de fructosa.

La administracion oral repetida de las fracciones hexanica y acuosa del extracto acuoso
“‘completo” de las semillas de P. canariensis, modificaran las manifestaciones clinicas del SM
inducido en ratas con el consumo de altas concentraciones de fructosa. La suma de las
modificaciones producidas por cada extracto, reflejara el perfil de efectos observados con la

administracion oral repetida del extracto acuoso completo de las semillas de P. canariensis.

4. ANTECEDENTES

5.1 Enfermedades no transmisibles (ENT)

En el afio 2015 las ENT causaron el 70% de las muertes en el mundo. En los paises de ingresos
altos, nueve de las 10 principales causas de muerte son ENT, aunque en cifras absolutas el 78%
de las defunciones por estas enfermedades ocurrié en los paises de ingresos medianos y bajos.
De los 56,4 millones de defunciones registradas en el mundo en 2015, la cardiopatia isquémica
y el accidente cerebrovascular, ocasionaron 15 millones de defunciones (26.5%) y han sido las
principales causas de mortalidad durante los ultimos 15 anos. La enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC) causé 3,2 millones de fallecimientos (5.6%), mientras que las
infecciones de las vias respiratorias inferiores continian siendo la enfermedad transmisible mas

letal; en 2015 causaron 3,2 millones de defunciones (5.6%) en todo el mundo, y el cancer de



pulmén, junto con los de traquea y de bronquios, se llevo la vida de 1,7 millones de personas
(3.0%). La cifra de muertes por diabetes, que era inferior a un millén en 2000, alcanzé los 1,6

millones (2.8%) en 2015 (Figura 1).

Asfixia neonatal |==i
Cinceres ==
Prematuridad ==
VIH/sida |m==
Tuberculosis ===
Diarrea

EPOC %
Infecciones de vias... é
Accidente cerebrovascular @
Cardipatia Isquemica *

Enfermedades

Millones de defunciones

Fig 1a. Principales causas de muerte en México.

En México las ENT también son las principales causas de muerte, pero la diabetes
mellitus (15.0%) y los tumores malignos (12.1%) ocupan, después de las enfermedades

cardiovasculares (ECaV) (19.6%), el segundo y tercer lugar, respectivamente (10,

La mayoria de las ENT estan fuertemente asociadas y causalmente relacionadas con
cuatro comportamientos particulares: el consumo de tabaco, la inactividad fisica, la dieta
poco saludable y el uso nocivo de alcohol ("), Estos comportamientos conducen
principalmente a cuatro cambios fisiolégicos o alteraciones metabdlicas: presion arterial
elevada, sobrepeso/obesidad, hiperglucemia e hiperlipidemia ("), que cuando coinciden

en una persona se denomina sindrome metabdlico (SM).



5.2 Sindrome metabdlico

El SM es un término utilizado para definir a un individuo que presenta mas de tres de las

alteraciones metabdlicas sefialadas en el parrafo anterior '?; las cuales incrementan, en

adultos, el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular y algunos tipos de cancer (13).

Aunque ya en 1980 Margaret Albrink resaltaba la relacion entre obesidad, hipertrigliceridemia e
hipertension y, en 1988 Gerald Reaven acufié el término “Sindrome X’ para describir la
interrelacion entre resistencia a insulina, hipertension, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y ECaV, fue
hasta 1998 cuando la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) dio la primera definicion formal
de SM (), En esta definicién se consideran como criterios necesarios para diagnosticarlo la
resistencia a insulina, identificada por hiperinsulinemia e intolerancia a glucosa o DM2 al
momento del diagnéstico, dislipidemia (reducido colesterol HDL e incremento en los
triacilgliceroles, comunmente conocidos como triglicéridos), hipertensién y/o microalbuminuria
(15, El propésito principal de la OMS al establecer el diagndstico de SM, fue identificar pacientes

con alto riesgo de desarrollar ECaV o DM2.

El Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a Insulina (European Group for the Study of
Insulin Resistance= EGIR) poco tiempo después publicd un conjunto de criterios en los que define
al SM como® un sindrome de anomalias leves que, en combinacion, incrementan el riesgo de
presentar ECaV”. Su definicion de SM es muy similar a la de la OMS pero, esta organizacion, no

considera como criterio necesario la presencia de microalbuminuria (8.

En 2001 el NCEP-ATPIII (National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel III)
publicé un conjunto de criterios basados en mediciones clinicas comunes: circunferencia de
cintura, presion sanguinea y glucosa en ayuno. En esta definicion la presencia de resistencia a

insulina, per se, no es un criterio necesario para hacer el diagnostico. El propdsito principal de la



definicion del NCEP: ATPIII fue identificar individuos con alto riesgo de ECaV que excedieran los

factores de riesgo cardiaco tradicionales (7).

Otras instituciones como la Asociacion Americana de Endocrinologia Clinica han puesto mayor
interés sobre la resistencia a insulina y han excluido a los individuos con DM2 enfocandose en

la busqueda de una definicion que describa la interdependencia de la ECaV y la metabdlica (4.

En 2004 |la Federacion Internacional de Diabetes enfatizé en su definicion del SM, como criterio
diagndstico, la presencia de obesidad central y reconocioé la dificultad de identificar criterios
aplicables entre poblaciones y etnias, argumentando que, las multiples definiciones del SM,
dificultan la comparacion de datos entre estudios y no provee un criterio unificado para su

diagnostico, por lo que propone puntos de corte especificos por raza y etnia (8),

Diversas instituciones internacionales han intentado armonizar la definicion del SM 2 con la
finalidad de facilitar el diagnostico de los individuos que lo padecen (2 %29 sin embargo, hasta
ahora solo se pueden senalar coincidencias como la importancia de identificar a individuos con
riesgo de padecer ECaV a través del diagnostico del SM y que, dentro del nucleo de

componentes de este sindrome, estan incluidos la obesidad, la dislipidemia y la hipertension.

En la actualidad el SM es sefialado como un factor de riesgo para desarrollar DM2 y
ECaV @), Sin embargo, cada uno de sus componentes, per se, es un factor de riesgo v,
por lo tanto, el riesgo total del SM representa la suma de cada uno de los factores que
coexisten en el sujeto. En México, la alta prevalencia de las alteraciones metabdlicas

presentes en el SM, representa un serio problema de salud publica 2 23.24) (Figura 1).
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Figura 1b. Prevalencias de las principales de enfermedades relacionadas con el SM en México (INSP, 2006). Fuente: Gutiérrez
JP, Rivera-Dommarco J, Shamah-Levy T, Villalpando-Hernandez S, Franco A, Cuevas-Nasu L, Romero-Martinez M, Hernandez-
Avila M. Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2012. Resultados Nacionales. Cuernavaca, México: Instituto Nacional de Salud
Publica (MX), 2012. Aguilar Salinas, C. (n.d.). Las enfermedades crdnicas no transmisibles. El principal problema de salud en
México.

5.3. Fructosa y SM

La fructosa es un monosacarido que se encuentra en frutas y vegetales, pero se consume en la
dieta del humano principalmente como sacarosa (un disacarido compuesto de moléculas de
fructosa y glucosa) o como un componente de los jarabes de maiz altos en fructosa (JMAF), de
los cuales, el mas empleado contiene 55 % de fructosa @3, Actualmente, el JMAF debido a su
bajo costo de produccion, su estabilidad y su potencia como edulcorante, es utilizado

ampliamente para endulzar alimentos y bebidas % 29),

Hay pruebas convincentes de que el consumo de grandes cantidades de alimentos de alta
densidad energética, como los alimentos procesados que son ricos en grasas y azucares,

promueven la obesidad (" y, se ha sefialado que, el consumo excesivo de azlcar refinada
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particularmente de fructosa, es un factor muy importante que contribuye a la alta prevalencia del

SM @,

En humanos el consumo promedio de 77 mg/100 g pc dia™, equivalente al 10% de Kcal totales

(28), aumenta el riesgo relativo de padecer SM a 1.20 o DM2 a 1.2 @9,

5.3.1. Metabolismo de la fructosa

La fructosa consumida es absorbida en el intestino mediante un transportador especifico llamado
GLUTS. Este transportador se encuentra localizado en las membranas de las células intestinales
llamadas enterocitos, las cuales constituyen el borde en cepillo del intestino delgado ©% 3", Una
vez alcanzado el espacio intersticial, la fructosa se difunde a la sangre del lecho vascular venoso
mesentérico que confluye en la vena porta. Este vaso, lleva la fructosa al higado en donde el
transportador GLUT?2 le facilita atravesar la membrana de las células hepaticas para llegar al

citosol 42, donde la fructosa es metabolizada.

El metabolismo hepatico de la fructosa difiere marcadamente del de la glucosa por varias
razones. En primer lugar, la entrada de glucosa a la glucdlisis esta controlada por la hexoquinasa
IV, o glucoquinasa, esta enzima se caracteriza por una alta Km para la glucosa y, por lo tanto, la
tasa de fosforilacion de glucosa varia con los cambios de la concentracion de glucosa en la vena
porta. La glucosa - 6 - P se convierte a continuacion en fructosa - 6 - P y, posteriormente, se
convierte en fructosa - 1 ,6 - di-P a través de una reaccion catalizada por la enzima
fosfofructoquinasa. La actividad de la fosfofructoquinasa es inhibida por ATP y citrato, lo que
modula la reaccién de acuerdo con el estado de energia de la célula. La fructosa-1 ,6 -di- P es
convertida a piruvato antes de su entrada en el ciclo de Krebs. Esta conversién de glucosa a
piruvato es regulada por la insulina, que estimula la expresion del gen de la glucoquinasa y activa
las enzimas glucoliticas, y por el estado de energia de la célula. En contraste, la conversién de

fructosa a triosa - P se produce independientemente de la insulina y es un proceso rapido debido

11



a la baja Km de fructoquinasa para la fructosa, y la ausencia de una inhibiciéon dada por el ATP

o citrato 9,

Una porcion de las triosas - P obtenidas a partir de fructosa pueden ser convertidas en glucosa
y glucdégeno a través de la gluconeogénesis; otra porcidn se convierten en lactato, el cual es
liberado en la circulacion sistémica y otra porcién pueden convertirse posteriormente en piruvato
y oxidarse hasta CO; y H2O o bien pueden ser utilizadas para la sintesis de acidos grasos o la
sintesis de triglicéridos, ya sea como un resto acilo graso o como un esqueleto de glicerol ¢,

(Figura 3).
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Figura 3. Metabolismo hepatico de la fructosa. Modificado de: Mol Cell Biochem, 2009. Vol. 332, pp. 145-159.

5.3.2. Fructosa y dislipidemia

Los mecanismos por los cuales la fructosa induce dislipidemia han sido parcialmente elucidados.
Se ha senalado que la fructosa, proporciona grandes cantidades de triosas-fosfato hepaticas que

pueden ser precursores para la sintesis de acidos grasos que, al no ser reguladas por el estado
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energético celular, pueden dar paso a un estado celular altamente lipogénico; de hecho, se ha
observado en varios estudios que la sintesis hepatica de novo del glicerol y las partes acilo-graso
de los triglicéridos son estimulados después del consumo de una dosis de fructosa. También se
ha sefalado que este azucar aumenta la actividad de la piruvato deshidrogenasa (PHD) debido
a que inhibe la PDK, activa la transcripcion de los elementos de unién a proteina sensibles a
carbohidratos (ChREBP) e induce la expresion del factor de transcripcion SREBP-1c (mediada
por PGC1b y XBP1s), el cual a su vez puede aumentar la presencia de la esteroil CoA
desaturasa-1 (SCD-1), enzima que cataliza la conversion de acidos grasos saturados a acidos
grasos monoinsaturados como el oleil- CoA, con lo que promueve la expresion de enzimas

lipogénicas como la sintasa de acidos grasos (FAS) y la acetil-CoA carboxilasa ©' 33,

5.3.3. Fructosa y obesidad

La obesidad presentada por el consumo de grandes cantidades de fructosa parece estar muy
relacionada al hecho de que la fructosa promueve un estado lipogénico en la célula que, como
ya se menciond, aumenta la sintesis de triglicéridos y acidos grasos libres 4, con lo que se
estaria favoreciendo tanto la hipertrofia (un aumento tanto en los lipidos intracelulares como en
el tamano del adipocito), como la hiperplasia del adipocito (incremento en el numero de
adipocitos) . Estos cambios en el tejido adiposo estan relacionados con anormalidades
intracelulares particularmente estrés del reticulo endoplasmico y disfuncién mitocondrial, con lo
que puede aumentar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) las cuales activan
enzimas como: c-Jun N-terminal kinasa y factor nuclear kB, que estan asociadas a la inflamacién
leve y crénica relacionada a la obesidad y en general, al SM ©®_ Ademas, se ha reportado que la
dieta occidental, rica en grasas e hidratos de carbono altamente refinados como el JMAF y baja
en polisacaridos de plantas complejas podria estar causando alteraciones en la microbiota

intestinal que, aunque es controversial, podria estar asociada a la obesidad y al SM @7 38),
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5.3.4. Fructosa e hipertensiéon

Se ha sefalado que la hipertension presentada en ratas alimentadas con fructosa, puede estar
relacionada a un aumento en la actividad del sistema nervioso simpatico ©° 4% que provoca
alteraciones en la relajacion vascular dependiente del endotelio debido a un incremento de
endotelina, angiotensina Il, estrés oxidativo o alteraciones en los niveles del éxido nitrico debido
a la poca disponibilidad de este gas producido por la sintasa de éxido nitrico endotelial (NOSe),

enzima que cataliza la formacién de 6xido nitrico a partir de arginina ©9.

Ademas, se ha sefalado que el mal funcionamiento de los sustratos del receptor a insulina (SRI)
puede desencadenar dafios en la cascada de fosforilacion de cinasas disminuyendo la actividad
de la enzima Akt/PKB (proteina cinasa B), que en consecuencia disminuye la actividad de la
enzima NOSe, lo que incrementa los mecanismos vasoconstrictores que participan en la

regulacion de la presion arterial sanguinea ©9),

5.3.5. Fructosa e hiperglucemia y resistencia a la insulina

Como ya se menciond, al inicio de esta seccion, el metabolismo de fructosa puede aumentar la
produccion de glucosa al promover la gluconeogénesis, pero ademas de este efecto, el consumo

excesivo de fructosa parece estar implicado en la aparicion de la resistencia a insulina.

Se ha sefialado que el incremento del estrés oxidativo provocado por el consumo excesivo de
este azucar atenua la sefal de la insulina debido al mal funcionamiento de los SRI
particularmente el SRI-1 #'42)_Este mal funcionamiento se debe a la fosforilacion en los residuos
de serina de los SRl llevado a cabo por dos cinasas la JNK e IkB, que son activadas por el

aumento en las ERO.

14



5.4. Modelos animales para el estudio del SM

Un modelo animal se define como: “...un organismo vivo con una enfermedad heredada o
adquirida ya sea de forma natural o inducida por procesos patoldgicos, que se asemeja mucho
a la misma condicion que se da en el humano. Por lo tanto, no se debe esperar que los modelos
animales sean ideales ni universalmente adecuados para todos los aspectos de la
enfermedad...”. Debe recordarse que los modelos animales se utilizan para poner a prueba
nuevas hipotesis, descubrir mecanismos patoldgicos basicos y desarrollar nuevos tratamientos;

sin embargo, la extrapolacion de los resultados de los experimentos con animales a tratamientos

efectivos en ensayos clinicos en seres humanos no es una tarea sencilla 4",

Los efectos dafiinos ocasionados por las alteraciones metabdlicas del SM, han motivado la
realizacién de estudios experimentales preclinicos que buscan comprender la etiopatogenia del
sindrome para argumentar nuevas intervenciones terapéuticas que reduzcan la repercusion de
esta entidad clinica en el sistema sanitario. Sin embargo, debido al caracter multifactorial del SM,
resulta dificil seleccionar un modelo experimental adecuado que represente mejor la

fisiopatologia del SM de los humanos.

Para el estudio del SM se realizan experimentos en diversas especies de animales como: perros,
gatos, monos, cerdos, caballos; pero los mas comunmente utilizados son los roedores, de los
cuales los mas usados son las ratas y los ratones debido a los bajos costos y la facilidad de hacer
seguimientos de linaje durante varias generaciones; ademas de que su manipulacion genética
es relativamente sencilla y se pueden combinar variables genéticas (modelos genéticos) y
ambientales como la dieta (modelos ambientales) y la cantidad de ejercicio a la que son

sometidos “").

Se considera que el modelo mas cercano al SM humano es el que emplea un alto contenido de

carbohidratos y grasa en la dieta “3. Un solo tipo o una combinacién con alto contenido de
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sacarosa, fructosa o grasa en la dieta, se han convertido en la piedra angular para inducir SM en

ratas Sprague-Dawley, Wistar, ratones C57BL/6J y hamster sirio dorado @7 44-46),

5.4.1. SM inducido por dietas altas en fructosa

Cuando el consumo de carbohidratos excede los requerimientos diarios de energia, la
concentracion de glucosa en la sangre permanecera elevada y la insulina sera secretada
constantemente por el pancreas para permitir que las células capten glucosa para: la glucdlisis,
la formacion de glucégeno en el higado y en los musculos y, a través de insulina, se promueva
la sintesis de acidos grasos y se inhiba la liberacion de los acidos grasos disponibles ©9.
Sustancial evidencia ha demostrado una fuerte asociacion entre un consumo elevado de

carbohidratos y la resistencia a la insulina “4).

La dieta enriquecida con fructosa es uno de los modelos mas empleados para inducir SM. La
fructosa, comunmente conocida como “azucar de frutas”, es un monosacarido utilizado como
potenciador del sabor, para hacer la comida mas apetitosa. En realidad, no hay necesidad de
fructosa en la dieta; es solo un intermediario durante el metabolismo de la glucosa. La
concentracion circulante de fructosa (~ 0,01 mmol/L) en sangre periférica es muy baja en
comparacion con la glucosa (~ 5,5 mmol/L) “9. Lamentablemente, el consumo de fructosa hoy
en dia es excesivo debido al consumo de bebidas y alimentos azucarados. Debido a sus
propiedades lipogénicas (productoras de grasa), teéricamente una gran afluencia de fructosa en
el higado es causa de la acumulacion de triglicéridos, colesterol e incremento de resistencia a la

insulina e intolerancia a la glucosa 749,

El conocimiento sobre el metabolismo de la fructosa reveld, en comparacién con la glucosa o el
almidon “4748) su superioridad para inducir SM. Ademas, existe una correlacion indiscutible entre
el consumo elevado y crénico de fructosa con mayor: consumo de energia, peso corporal,

adiposidad, hipertrigliceridemia, hiperlipidemia, hipertension, intolerancia a la glucosa y
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disminucién de la sensibilidad a la insulina, todos padecimientos relacionados al SM “8 49 Un
estudio en animales realizado por Thirunavukkarasu et al. ®® mostro, en ratas alimentadas con
una dieta donde la fructosa proporcionaba mas del 60% del total de calorias, un aumento en: la
presioén arterial, la glusemia, la intolerancia y disminucién de la sensibilidad a la insulina. Otro
estudio realizado por Sanchez-Lozada y col. " informé que el 10% de fructosa en el agua
potable indujo hipertension e hiperlipidemia, en ratas macho Sprague- Dawley, aunque en

magnitud inferior que el estudio anteriormente mencionado.

En resumen, se ha sefialado que la fructosa, en seres humanos y animales, se comporta mas
como una grasa que como un carbohidrato y, que una concentracién de 10% de fructosa en el

agua potable (10%), es suficiente para inducir SM en animales.

Las dietas ricas en fructosa en ratas, ademas, pueden provocar: presién elevada, resistencia a
insulina, dafo en la tolerancia a glucosa y dislipidemia. También dilatacion e hipertrofia
ventricular, disminucion de la funcidon contractil ventricular e infiltracion de células inflamatorias
en el corazon. En el higado puede provocar esteatosis micro y macrovesicular con fibrosis
periportal e inflamacién lobular. Ademas de dafo tubular renal, depdsito de colageno en el
intersticio y aumento en la infiltracion de macréfagos con aumento en la proliferacion de
hiperplasia a lo largo de los tubulos renales proximales. Y conducir a resistencia a leptina sin
cambios en el peso ni en la adiposidad; en el plasma aumenta los niveles de acido urico y los
triglicéridos sin que se presenten cambios en los niveles de colesterol y se ha reportado que

provoca obesidad, aunque esto Ultimo aun es debatible ¢'-%9),

5.5. Tratamiento del SM

Actualmente se desconoce la etiopatogenia del SM y, en consecuencia, no existe un tratamiento
especifico etioldgico para corregir simultaneamente todas las alteraciones, sino que se utilizan

medidas que incidan en cambios del estilo de vida y medicamentos dirigidos a controlar cada
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una de las alteraciones metabdlicas por separado (antihipertensivos, antidislipidémicos,
antidiabéticos) ®%. Ante este complejo problema, la bisqueda de un tratamiento multifactorial
que modifique de manera integral el SM, es un campo de estudio vigente. Por este hecho, los
tratamientos alternativos como las plantas medicinales que contienen mas de un compuesto,
resultan prometedores para el tratamiento (medicamento herbolario) o como materia prima de
nuevas moléculas que dentro de su espectro terapéutico involucre a mas de un factor de riesgo

del SM 6,

5.6. ANTECEDENTES DE LA PLANTA UTILIZADA

Ubicacion taxondmica de la especie

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsita
Orden: Poales
Familia: Poaceae
Género: Phalaris
Especie: Phalaris canariensis L.
Nombre comun: alpiste o alpiste blanco.
Phalaris canariensis L.: (Figura 4)
Conocida popularmente como alpiste, es una especie nativa de la regiéon del Mediterraneo
considerada a nivel mundial como un cereal de cultivo menor que se cultiva en muchas areas de

climas templados 2. Hoy en dia la principal area de produccion de alpiste se encuentra en las

provincias del suroeste de Canada ©%, y en menor escala, en Argentina, Australia, Hungria y
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México ©4. El uso principal de las semillas de esta especie es para la alimentacién de aves
domeésticas, pero se disponen de informes de su utilizacion como una mezcla de harina para uso

alimentario (65-68),

Figura 4. Imagen fotografica de la planta de Phalaris canariensis. Fuente: Jardineria.pro, imagen tomada del sitio:

http://www.jardineria.pro/tag/medicinales (fecha de actualizacion: 19 de septiembre 2012)

5.6.1. Descripcion boténica

P. canariensis en una planta anual de hasta 1.2 m de alto con tallo Glabro (sin pelos), simple o
ramificado en la base. Hojas ligulas membranaceas, de 2 a 8 mm de largo, de 0.8 a 1.8 cm de
ancho. Lamina plana, de 10 a 30 cm de largo y hasta 1 cm de ancho, margenes asperos.
Inflorescencia: panicula espiciforme, ovada a oblongo ovada, densa, de 1.2 a 4 cm de largo y
hasta 2 cm de ancho. Espiguillas de 7 a 9 mm de largo; glumas de 2 a 2.5 mm de ancho, con
una ala de mas o menos 1 mm de ancho en la quilla; las dos lemas estériles, en forma de escama,
de 2.5 a 4.5 mm de largo; lema fértil densamente pubescente, de 4 a 6 mm de largo, aguda o
recta en el apice. Las semillas (Figura 5) de £+ 4 mm de largo, oval lanceoladas son de color

marrén brillante y se encuentran envueltas por una pequefia cascara ©9).
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5.6.2. Distribucioén

En México se encuentra en los estados de Sinaloa, Durango, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn
79 Villasefior y Espinosa (1998) (") |a citan también para Baja California Norte, Chiapas, Distrito
Federal, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Veracruz y

Yucatan 273 (Figura 6).

5.6.3. Usos medicinales:

En algunos estudios, la semilla de P. canariensis ha sido reportada como agente diurético ),
hipotensor 78 hipocolesteremiante ® y antidiabético ("*8%. En el Distrito Federal y Tlaxcala se
emplea contra la presion alta preparada como cocimiento con los frutos que se cuela y se toma
por una semana, como agua de tiempo sin endulzar . Recientemente se ha reportado, en

Tabasco, el uso de un licuado de las semillas de alpiste para el tratamiento de la obesidad ©.

Figura 5. Imagen fotografica de la semilla de Phalaris canariensis L.Fotografia tomada por el Dr. Miguel Angel Contreras (24 de
febrero de 2011).
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Figura 6. Distribucion actual de Phalaris canariensis en México. Fuente; Zita, PG. Resistencia de malas hierbas a herbicidas
inhibidores de la enzima ACCasa. Edafologia y Quimica Agricola, Universidad de Cdrdoba. Cérdoba : Servicio de Publicaciones

de la Universidad de Cordoba, 2012. p. 208, Tésis.

5.6.4. Estudios farmacoldgicos:

Ribeiro et al (1986) "® reporto la actividad hipotensora de un extracto agua: etanol (50:50) de las
semillas de P. canariensis en ratas hipertensas espontaneas (SHR) y en ratas Wistar
normotensas consientemente (17). Posteriormente Balbi et al (2008) " sefala que el efecto
hipotensor observado en su estudio realizado en ratas Wistar macho normotensas anestesiadas,
no depende de la excrecién renal de agua y sal. Recientemente Dos Santos Passos et al (2012)
©) reporto el efecto antihipertensivo de un extracto acuoso de las semillas de P. canariensis en
ratas consientes Wistar adulto normotensas, SHR y SHR jovenes (prehipertensas) y sefiala que
el tratamiento con este extracto no provocd cambios en la funciéon renal, la diuresis, ni la excrecion

de Na* y senalan que la actividad antihipertensiva de este extracto puede deberse a una
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supresion del tono simpatico de estos animales causado por el triptéfano presente en las

semillas.

Novas et al (2004) @ reporté que la infusién de las semillas de P. canariensis presenta una

actividad antioxidante similar a la del acido ascérbico.

Estrada-Salas et al (2014) ® reportd que los péptidos contenidos en las semillas de P. canariensis
tienen una actividad inhibitoria sobre la dipeptidil peptidasa IV (DPPVI) y la enzima convertidora
de angiotensina (ECA), enzimas que pueden ser blancos para el tratamiento de la diabetes y la

hipertension.

Magnuson et al (2014) ®9 demostré la seguridad del consumo de las semillas de P. canariensis
como parte de la dieta en ratas Wistar macho y hembra y apoya el uso de las semillas de alpiste

como un cereal para alimento.

Pérez et al (2014) @ reporté la actividad antiobesidad, hipotrigliceridemiante, antioxidante e
hipoglucemiante de un extracto hexanico de las semillas de P. canariensis en ratones CD1 con
obesidad inducida por una dieta alta en grasas y ratones con diabetes moderada y severa

inducida por estreptozotosina.

5.6.5. Estudios quimicos y nutricionales

Quimicamente se ha sefialado que las semillas de P. canariensis son un cereal con potencial
para el consumo humano por poseer una composicion Unica cuando se le compara con otros
cereales como el trigo, el maiz y la soya. Esto se debe a que presenta alto contenido de grasas
crudas, aminoacidos esenciales (principalmente triptofano, cisteina y arginina) ©%, carotenoides

(principalmente luteina, zexantina y beta-caroteno) ®4 y acidos fendlicos (principalmente acido
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ferulico, acido caféico y acido p-cumarico) ), ademas de tener un bajo contenido de grasas

saturadas, fibras y azucares solubles %),

Se carece de estudios fitoquimicos dirigidos para buscar principios activos de la semilla de P.
canariensis. Sin embargo, diversos estudios se han realizado para determinar la composicion
quimica nutrimental del alpiste. Entre los estudios quimicos mas importantes se encuentra el
realizado por el “Department of Plant Sciences, University of Saskatchewan, Saskatoon, SK,
Canada” @), en el cual, el analisis fitoquimico mostré similitud con el trigo. Los nutrientes como
el almidoén, proteinas (aminoacidos), acidos grasos insaturados vy fibras, mostraron potencial
utilizacion para productos alimenticios y no alimenticios. Los alcaloides y otros “antinutrientes” no

parecen estar presentes o no fueron detectados.

5.6.6.1. Macronutrientes

La concentracion de proteinas para P. canariensis. es de 18.7 %. Estos valores proteicos son
superiores a los encontrados en la avena (13.8-22.5 %) ©®- El nivel de proteina para la semilla
es mas alto que los niveles en otros cereales, como el amaranto (16,8% N x 5,85) ©"), trigo
sarraceno (12.5% N x 5.7), arroz integral (7.9% N x 6.25) y quinoa (14.5% X 5.96) ©®®). La semilla
tiene un mayor contenido de grasa cruda (8.7 %) en comparacion con el trigo y la cebada (2,31%),
el mijo (4.22%), el centeno (2.53%) y el sorgo (3.32%) ®". El contenido de grasa cruda en la
semilla de alpiste es muy similar al de avena (3.1-11.6%), quinoa (5.01-5.95%) y amaranto (6.56-
10.3%), pero superior al trigo sarraceno (2.4-2.8%) ®® y al arroz (2,9%) ®9. El contenido de
cenizas en los granos es de 2.1 %. Este rango es comparable al contenido de cenizas encontrado
en otros cereales comunes, como el maiz de campo (1.1-3.9%) ©9 y pseudocereales como la
quinoa (2.4-3.3%) ®®. El almiddn tiene cristales tipo A, caracteristicas de la mayoria de los

almidones de cereales con un alto grado de cristalinidad (). El contenido de amilosa (16.2-19.5%)
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en el almidén, es menor que el trigo (22.7%) y el maiz (24,5%), pero dentro del rango de las

lineas de la quinoa (3-20%) ©".

Cuadro I. Composicion nutrimental de P. canariensis.

Macronutrientes (7 g/100g
Proteina (Nx 5.7) 18.7
Carbohidratos 65.0
Almidén 61.0
Fibra dietética total 6.0
Grasa cruda 8.7
AzUcares solubles 1.7
Cenizas totales 2.1
5.6.6.2. Fibra

En comparacion con otros cereales, el alpiste contiene menos fibra dietética total (6.0 %), siendo
la mayoria insoluble y menos del 1% soluble (). La semilla tiene un contenido de fibra dietética
similar al alforfon (~7 %) ©®, menor que la quinoa (12,88 %) y amaranto (11,14 %) y, similar al

arroz integral (3.5-4.6%) ©9),

Cuadro II. Composicion de la fibra de P. canariensis.

Fibra () g/100g
Fibra soluble 0.9
Fibra insoluble 51
Fibra total 6.0

24



5.6.6.3. AzUcares solubles

Los cereales contienen pequefas cantidades de azucares libres: trigo (1-2%), cebada (2-3%),
maiz (1-3%), avena (1-2%) y centeno (~3%)%. Los azlcares libres varian entre los granos de
cereales, con predominio de sacarosa, glucosa y fructosa. Se han reportado otros azucares en
cereales incluyendo rafinosa, estaquiosa y arabinosa. Los granos de alpiste contienen 1.75 % de
azucares solubles. Los azucares libres individuales presentes en la semilla de alpiste son de 0.83
% de sacarosa, 0.07 % de fructosa y 0.06 % de glucosa. La sacarosa es el azucar predominante.

También se detectd arabinosa, pero no maltosa ().

Cuadro Ill. Azlcares solubles presentes en P. canariensis.

Az(cares solubles ) g/100g
Arabinosa 0.04
Fructosa 0.07
Glucosa 0.06
Maltosa No detectado
Sacarosa 0.83
Desconocidos 0.79
Az(cares totales 1.75

5.6.6.4. Minerales

Los cereales constituyen una importante fuente dietética de minerales y oligoelementos. Los
cereales en una dieta occidental tipica contribuyen con el 50 % de manganeso y hierro, ~30 %

de cobre y magnesio y con ~20 % de zinc y fosforo 3.

Existen diferencias sustanciales en las concentraciones de micronutrientes en los cereales

dependiendo del tipo de grano, genotipo, condiciones de cultivo y fertilizante empleado ©4. En el
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trigo el hierro, zinc, cobre y manganeso son bajos. Los valores obtenidos para P, S, Mg, Ca, Fe,
Mn y Zn son comparables a los reportados en la literatura con los de trigo, excede a la avena y
cebada en contenido de fosforo, magnesio y hierro, pero tiene un contenido mineral mas bajo

que el amaranto (3.25 %) y mas alto que el trigo sarraceno (1.37-1.67 %) ©889),

Cuadro IV. Minerales presentes en P. canariensis.

Minerales (%3 mg/100g
Calcio 40
Hierro 6.5
Magnesio 200
Fasforo 640
Potasio 385
Sodio 10
Zinc 39
Cobre 0.2
Manganeso 6.3
Azufre 305
Selenio 0.2

5.6.6.5. Acidos Grasos

En la semilla de alpiste el acido palmitico esta presente en niveles mas bajos (~11.95 %) con
respecto al trigo (~16%), u otras variedades de trigo (17-24%), cebada (19-28%) y centeno (12-

19%) @7,

La semilla presenta un nivel relativamente mas alto de acido oleico (~30.93 %) que otros cereales
como el trigo (8-21 %), cebada (9-17 %) y centeno (12-17 %) o muy similar a la avena (22-39%)

%8) y trigo sarraceno (37 %) ©7. El acido linoleico es el principal acido graso en el aceite de alpiste
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~ 51.07 % del total de acidos grasos, similar si se compara con el 61 % en el aceite de trigo. La
semilla contiene aproximadamente el ~ 88.23 % de acidos grasos insaturados, de los cuales el
~32.92 % es monoinsaturado y el ~55.31% son acidos grasos poliinsaturados. La semilla tiene
una mayor proporcion de grasas insaturadas a saturadas (~88:13) comparada con el trigo, la
cebada y la avena (todas alrededor de 75:25), pero contiene un porcentaje menor de acidos
grasos poliinsaturados (~55 %) que el trigo (~66 %) y cebada (~60 %) pero, mas que la avena
(~48%). Se ha encontrado que la semilla tiene propiedades antioxidantes para las grasas y

aceites debido a la presencia de ésteres de acido cafeico y fitoesteroles 2.

Cuadro V. Acidos grasos presentes en P. canariensis.

Acidos grasos @ 9/100g (% aceite total)
Miristico (C14) 0.01(0.18)
Palmitico (C16) 0.66 (11.95)
Hexadecanoico (C16:1) 0.01(0.16)
Margarico (C17) 0.002 (0.05)
Estearico (C18) 0.07 (1.29)
Oleico n-9 (C18:1) 1.72 (30.93)
Octadecanoico (C18:1) 0.04 (0.71)
Linoleico n-6 (C18:2) 2.85(51.07)
a-Linolénico n-3 (C18:3) 0.12 (2.21)
Araquidonico (C20) 0.007 (0.13)
Eicosanoico (C20:1) 0.05(0.97)
Eicosanoico n-6 (C20:2) 0.002 (0.03)
Behenico (C22) 0.003 (0.05)
Erucico n-9 (C22:10) 0.01(0.11)
Lignocerico (C24) 0.003 (0.05)
Nervonico n-9 (C24:1) 0.003 (0.05)
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Continda...

Otros 0.005 (0.09)
Total de &cidos grasos saturados 0.76 (13.7)
Total de &cidos grasos monoinsaturados 1.84 (32.92)
Total de &cidos grasos poliinsaturados 3.09 (55.31)
Total de omega 3 0.12 (2.21)
Total de omega 6 2.86 (51.1)
Total de omega 9 1.79 (32.09)

5.6.6.6. Aminoacidos

En comparacion con otros cereales, las proteinas de la semilla de alpiste tienen un mayor
contenido de ftriptéfano, fenilalanina, cisteina y arginina. El triptéfano es de importancia
nutricional, ya que es un precursor de importantes metabolitos como la serotonina y la
nicotinamida 8. Los niveles de triptéfano reportados (todos como g aminoacidos/100 g de
proteina) es mayor en el alpiste con respecto al trigo, 1.16; quinoa, 1.14; sorgo, 1.1; avena, 0.97;

mijo perla, 0.97; cebada, 0.96; centeno 0.82 y maiz, 0.49.

Cuadro V1. Aminoacidos presentes en P. canariensis.

Aminoécidos @ 9/100g de proteina
Alanina 4.1
Arginina 6.9
Acido aspartico 44
Cisteina 33
Acido glutamico 30.6
Glicina 3.0
Histidina 1.8
Isoleucina 35
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Continda...

Leucina 7.0
Lisina 13
Metionina 14
Fenilalanina 6.7
Prolina 54
Serina 4.2
Treonina 2.7
Triptofano 2.8
Tirosina 32
Valina 4.6

5.6.6.7. Vitaminas

El contenido de tiamina en la semilla de alpiste (~0.65 mg/100 g db) es casi el doble que el del
trigo CWRS (0,4 mg / 100 g db), siendo los niveles de riboflavina muy similares (~0,09 mg/100 g
db). Sin embargo, el contenido de niacina es de ~1,2 mg/100 g db) el cual, es significativamente
menor al del trigo CWRS (7,3 mg/100 mg db). Los niveles medidos de piridoxina son de ~0.16

mg/100 g (db) ©4.

Cuadro VII. Vitaminas presentes en P. canariensis.

Vitaminas (%) mg/100g
Niacina (B3) 12
Tiamina (B1) 0.65
Riboflavina (B2) 0.09
Piridoxina (B6) 0.16
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5.6.6.8. Esteroles y tocoferoles

Los derivados de tocol (tocoferoles y tocotrienoles) son responsables de la actividad de la
vitamina E en los tejidos vegetales, varias combinaciones de los ocho derivados del tocol han

sido encontrados entre los granos de los cereales 7).

Los granos de la semilla de alpiste tienen el mismo perfil de esteroles que otros cereales
comunes, el B -sitosterol es el esterol primario ~ 41,5 a 43% de los esteroles totales de la semilla,
seguido de campesterol y estigmasterol. Sin embargo, el rango de esteroles totales es similar a
la avena (0.35-0.49 mg/g dm) ©° pero menor que el encontrado en el trigo (0,67 - 0,96 mg/g dm)

(100) y |a cebada (0,89-1,1 mg/g dm) (1o,

Cuadro VIII. Esteroles y tocoferoles presentes en P. canariensis.

Esteroles (102) y tocoferoles (5 mg/100g
d-Tocoferol 0.51
a-Tocoferol 1.98
Campesterol 181.00
Estigmasterol 17.03
B-Sitosterol 326.00
Otros esteroles 237.00

5.6.6.9. Antinutrientes

El fitato (acido fitico y sus sales) se encuentra en el cotiledéon de leguminosas y semillas
oleaginosas o en el salvado de los granos ("%, Se considera un antinutriente debido a su papel
en la quelacion de minerales como el calcio y el zinc en el cuerpo humano. Por otro lado, se ha
reportado que el fitato tiene algunos efectos beneficiosos potenciales, como su capacidad para

disminuir la glucosa en la sangre y su papel en la reduccion del colesterol plasmatico y
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triacilgliceroles y el riesgo de cancer (%), El contenido de fitato en los cereales segun lo informado

es 2,4-10,5 mg/g en trigo, 8,5-11.8 mg / g en la cebada y, 9.0-14.2 g / mg en la avena ("%,

Los compuestos fendlicos estan presentes en una variedad de formas quimicas en las plantas,
tradicionalmente han sido considerados como antinutrientes debido a su astringencia y a su papel
en la reduccion de la disponibilidad de ciertos minerales y aminoacidos. Por el contrario, los

compuestos fendlicos tienen actividad antioxidante, que controla la oxidacion de los lipidos (%),

En los diversos analisis a la semilla de alpiste no se han detectado taninos condensados

(proantocianidinas) (197,

Cuadro IX. Composicién de antinutrientes de P. canariensis.

Antinutrientes (108) mg/g
Fitato 18.8
Fenoles totales 0.87
Taninos condensados No Detectado

5.6.6.10. Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos predominantes en el alpiste son ferulico, caféico, sinapico y p-cumarico (1°9),

El acido ferulico es el acido fenolico predominante en el trigo y también en la cebada (1%,

Cuadro X. Acidos fendlicos presentes en P. canariensis.

Acidos fendlicos (197) mg/100g

Solubles libres Solubles Insolubles
Protocatechuico ND ND ND
Vainillico ND 0.18 0.31
Caféico ND 0.17 ND
Siringico ND 0.22 ND
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Continda...

p-Coumarico 0.15 0.39 5.3
Fertlico 0.26 1.46 29.71
Sinapico 0.54 0.7 4.82

Total 0.95 3.12 40.14

5.6.6.11. Alcaloides

Los alcaloides son compuestos organicos que contienen nitrogeno y que pueden ser
potencialmente téxicos. Se encuentran en algunas especies y familias de plantas superiores,
particularmente en leguminosas como subproductos del metabolismo vegetal, como reservorio
para la sintesis de proteinas o como proteccion. No ha habido informes de alcaloides en las
semillas (grano/grafiones) del alpiste, asi como en estudios realizados a las especies de Phalaris.

(su determinacion se ha restringido totalmente al andlisis del material foliar) (19%110),

Cuadro XI. Determinacion del contenido de alcaloides en P. canariensis.

Alcaloides ©8)
Hordadina No Encontrado
Gramina No Encontrado
Triptamina No Encontrado
-Carbolinas No Encontrado
B

5.6.6.12. Glucdsidos cianogénicos

Si la planta sufre heladas o sequia, se forma durrina, un glucésido que se descompone
formando acido prusico, que es toxico; cuando la planta se recupera los niveles desaparecen.

En la semilla de alpiste no ha sido encontrado.
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Cuadro XII. Determinacién del contenido de glucésidos ciaogénicos en P. canariensis.

Glucosidos ciaogenicos €6

Durrina No Encontrado
o) 0]
HS OH ] OH OH
NH, NH NH, NH,
Cistina Triptéfano Fenilalanina
H3C — COOH

Acido Oleico n-9, (C18:1)

HsC L
COOCH
Acido Linoleico n-6, (C18:2)
H,C — S COOH
a-Linolénico n-3, (C18:3)
0] (0] 0]
@]
X NH, X OH  H,c” X OH
Z
N HO HO
Vitamina B3 Acido p-cumarico Acido Ferulico

Fig. 7. Estructura de algunos de los componentes mas abundantes en las semillas de P. canariensis.
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Continda...

a-tocoferol

R
'T1 o
0 : 0
N \R1 (l)H
Ry 2 Ri=—P=0
~0° 0 |
| OH
o) R
- 1
Ri
B-Sitosterol Acido Fitico

Fig. 7. Estructura de algunos de los componentes mas abundantes en las semillas de P. canariensis.

5. METODOLOGIA

6.1. Material

Se utilizé una formulacién comercial de fructosa cristalina en polvo (Archer Daniels
Midland Company, EE.UU.). Las semillas de P. canariensis fueron compradas en el mercado de
Sonora de la Ciudad de México. Los cortes histolégicos de la semilla mostraron la ausencia de

espiculas en las glumas (palea y lemma), indicando que el material utilizado fue P. canariensis
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(Anexo B). Los kits para la determinacion de los TG séricos, HDL-C y glucosa fueron
suministrados por Polymer Technology Systems®. Todos los productos quimicos utilizados en el

estudio fueron de alta pureza, con grado analitico, obtenidos de Sigma y Merck.

6.2. Preparacion del extracto

Un total de 100 g de semillas de P. canariensis se maceraron en agua bidestilada a temperatura
ambiente (20-22 °C) durante 8 h. El macerado se licué y se filtré a través de un filtro de malla
media de plastico. El filtrado se sec6 a temperatura ambiente con ventilaciéon constante durante
6 h. El residuo seco se pulverizé hasta un tamano de particula capaz de pasar a través de una
malla de 60 micrémetros, produciendo el extracto acuoso completo (rendimiento = 35%). Una
parte de este extracto “bruto” (10 g) se fraccion6 con hexano. Se obtuvieron dos fracciones de
este proceso: la parte soluble (3,58%) y la parte insoluble en hexano (96%). El ultimo extracto se
filtré y concentré mediante un evaporador rotatorio al vacio y se mantuvo en un desecador con

vacio para la eliminacion completa del hexano.

6.3. Animales

El estudio se realizé en ratas Wistar macho, de 90 dias de edad. Todos los animales fueron
estudiados en el bioterio del Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la
UNAM por personal capacitado, alojados en jaulas de alambre (3 por jaula), mantenidos a una
temperatura entre 21-23 °C, humedad del 60%, con un ciclo de 12-h luz / 12-h oscuridad y, con
alimento en pellets (Purina 5001 Roedor Laboratorio Chow) y agua del grifo ad libitum durante
tres semanas para que pudieran adaptarse al ambiente de laboratorio antes de los experimentos.
Los experimentos reportados en este estudio fueron realizados de acuerdo con las Normas
Federales de Experimentacion y Cuidado de Animales (NOM-062-ZO00-1999 y NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002) y las guias internacionales oficiales (Guia para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio, publicacion NIH 85-23, revisada en 1985).
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6.4. Induccion del sindrome metabdlico

Con el fin de determinar la concentracion y el tiempo de consumo de fructosa necesarios para
inducir el SM, en una primera serie de experimentos, 40 animales fueron asignados
aleatoriamente en los siguientes cuatro grupos (10 ratas por grupo): tres grupos fueron
alimentados con dietas experimentales adicionadas con fructosa, que consistieron en: 70%, 80%
0 90% de pellets normales de Purina adicionados, respectivamente, con fructosa al 10%, 20% o
30%, mas acceso libre al 10% (grupo 10SM), 20% (grupo 20SM) o 30% (grupo 30SM) de fructosa
p/v en agua potable durante 12 semanas, para la induccion del SM. Las ratas del grupo testigo

recibieron alimento de Purina sin fructosa afiadida y agua potable normal.

6.5. Tratamiento del SM

En una segunda serie de experimentos, veinticuatro ratas con SM inducido después tres meses
del consumo de fructosa al 10% en el alimento y el agua potable se dividieron aleatoriamente en
los siguientes cuatro grupos (6 ratas por grupo): grupo testigo SM + SS: las ratas recibieron una
dosis oral de 0,2 ml /100g/dia de solucion salina (SS); Grupo SM + Pc: las ratas recibieron una
dosis oral de 310mg/kg/dia del extracto acuoso completo de semillas de P. canariensis; grupo
SM + sib: las ratas recibieron una dosis oral de 5mg/kg/dia de sibutramina. Todos los tratamientos
duraron 8 semanas, durante las cuales las ratas fueron alimentadas con la misma dieta utilizada
para inducir el SM. Grupo de no-SM: las ratas recibieron alimento de Purina sin adicion de

fructosa y agua potable normal.

En una tercera serie de experimentos, veinticuatro ratas con SM inducido después tres meses
del consumo de fructosa al 10% en el alimento y el agua potable se dividieron aleatoriamente en
los siguientes 4 grupos (6 ratas por grupo): grupo testigo SM + SS: las ratas recibieron una dosis
oral de 0,2ml/100g/dia de SS; grupo SM + acuoso: las ratas recibieron una dosis oral de

310mg/kg/dia de la fraccién acuosa (parte insoluble en hexano) de las semillas de P. canariensis;
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grupo, SM + Tween: las ratas recibieron una dosis oral de 0,2ml/100g/dia de SS con 1% de
Tween 80. Grupo SM + hex: las ratas recibieron una dosis oral de 310mg/kg/dia de hexano (parte
soluble en hexano). Todos los tratamientos duraron 8 semanas, durante las cuales las ratas
fueron alimentadas con la misma dieta utilizada para inducir el SM. Grupo de no-SM (n=6): las

ratas recibieron alimento de Purina sin adicion de fructosa y agua potable normal.

6.6. Consumo

6.6.1. Consumo total de agua y alimento

Para obtener la cantidad total de agua y alimento consumidos por cada 100 g de PC, se rest6 a
la cantidad colocada (150g de alimento y 400ml de agua) a la cantidad consumida para cada
caja (consumo de tres animales) y, posteriormente, se calculd la cantidad de alimento consumido
por cada 100gPC con la siguiente formula: ((100* la cantidad de alimento consumido por caja

(9)) / la suma del peso corporal de los tres animales (g)).

6.6.2. Consumo energético (Kcal/ 100g PC)

El total de las Kcal consumidas se calculé6 como la suma de las Kcal aportadas por cada
macronutrimento. Para esto, en una primera fase, se calcularon, de acuerdo a la composicion
quimica de los pelletes de Purina (77), las Kcal provenientes por: grasas, proteinas y
carbohidratos diferentes de fructosa (glucosa, lactosa y la mitad de los provenientes de sacarosa,
denominados “otros Ch”) multiplicando la cantidad total consumida (g) por las Kcal aportadas por
cada uno de estos macronutrimentos; recordando que: las grasas aportan 9 Kcal/g y, tanto
proteinas como carbohidratos, aportan 4 Kcal/g. En la segunda fase se calcularon las Kcal
provenientes de la fructosa; las del alimento se calcularon como: la suma de los gramos de

fructosa, mas la mitad de los gramos de sacarosa, ambos contenidos en los pellets de Purina,
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mas los gramos de la fructosa adicionada tanto en el agua como en el alimento y se multiplicaron

por 4 Kcal/g que aportan los carbohidratos.
6.7. Determinacion de alteraciones metabdlicas y clinicas

Se midié la presion arterial sistélica (PAS), diastélica (PAD) y media (PAM), la frecuencia cardiaca
(FC); el indice de Lee (IL), la circunferencia abdominal (CA), el peso corporal (PC), los TGs, el
HDL-C y la glucosa, cada mes, durante dos a tres meses consecutivos. Tanto el IL como la CA

se determinaron en las ratas previamente anestesiadas con pentobarbital sédico (30mg/kg).
6.7.1. Medicidn de la presidén sanguinea

El registro de la PAS se realizé por el método indirecto manteniendo a las ratas inmovilizadas en
una trampa adecuada al tamafio de los animales, colocada en una camara de calentamiento a
32 +2 °C (LE 5650/6). Los registros se llevaron a cabo por la mafana y se realizaron por triplicado
a través de un transductor de pulso (LE 5160) colocado alrededor de la cola de la rata, el cual
estaba conectado a un sensor conectado directamente a una computadora automatica (LE 5007)

para su registro.
6.7.2. Pardmetros de obesidad

El peso de los animales despiertos se midié6 semanalmente por la mafana, con una balanza
digital con capacidad de 2000g (EXCELL®). Al término de cada mes y posterior a la medicion del
peso, los animales fueron anestesiados con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico
(30 mg/Kg) (Sigma—Aldrich. St. Louis, MO USA); una vez anestesiados se colocaron de cubito
dorsal y se midieron tanto la circunferencia abdominal, tomada 2 cm abajo del borde de las
costillas, como la longitud de la punta del hocico al ano, ambas con una cinta métrica plastificada
suave (Mariposa ®). Posteriormente se calculd el indice de Lee (IL) de acuerdo a la siguiente

formula: IL= (3\p)/ Lna); dénde 3= raiz clbica, p= peso (g) y Lna longitud naso-anal (cm) (7).
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6.7.3. Quimica sanguinea

Para determinar los valores sanguineos de triglicéridos, HDL-C y glucosa se utilizaron colectores
capilares de 40 L, tiras reactiva para panel metabdlico (REF 2400) y un analizador CardioChek
P. A (Polymer Technology Systems ®). La sangre se obtuvo de la vena caudal de los animales

a la misma hora por la mafana y una hora después de retirar el alimento.

6.8. Analisis estadistico

Los experimentos para inducir el sindrome metabdlico se llevaron a cabo diez veces, y los otros
experimentos se llevaron a cabo seis veces. Los resultados se presentan como el valor medio
el error estandar de la mediana. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EE.UU.). Para las comparaciones
multiples, se realizé una ANOVA de una via seguido por una prueba de Dunnett (p <0,05) para

detectar diferencias estadisticamente significativas.

6. RESULTADOS

7.1 Induccion de sindrome metabolico en ratas Wistar
Los indicadores del SM para la primera serie de experimentos se muestran en las Figuras 8 y 9.
En todos los grupos (10MS, 20MS y 30MS), el consumo de fructosa adicional aumenté
significativamente los TGs y los tres indicadores clinicos: relacion peso/ longitud (IL), CA y la

PAS (p <0,05, p <0,005). Este perfil del SM fue muy consistente a los 60 y 90 dias.

Se observé un aumento significativo en los niveles de TG en todos los grupos después de los 30
dias de consumo de fructosa. Se observaron diferencias inconsistentes en los niveles de HDL-C
(10MS) y glucosa (30MS) entre el grupo testigo y los grupos alimentados con fructosa. Con base

en esta primera serie de experimentos, se considerd que, en ratas adultas, una dieta adicionada

39



con 10% de fructosa en el agua potable y el mismo porcentaje en el alimento, durante 90 dias,
era un protocolo apropiado para el resto de los experimentos descritos en este trabajo.

Los cambios en el consumo de agua, alimento, kilocalorias totales y consumo de fructosa total
adicionada tanto al agua de beber como al alimento, debidos al consumo de las dietas
adicionadas con fructosa se muestran en las Figuras 10, 11 y 12. En todos los grupos (10MS,
20MS y 30MS), el consumo de agua y alimento vari6 durante todo el experimento,
manteniendose significativamente diferente al grupo testigo, al tercer mes. El consumo de
kilocalorias totales varié durante todo el experimento hasta ser similar, en todos los grupos,
respecto al grupo control, al tercer mes (representando, en promedio, el 76.05% 0.09, del
consumo kilocaldrico total al inicio); el consumo de fructosa proveniente del agua y el alimento,

aumento significativamente en todos los grupos desde el primer mes de tratamiento.
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Fig 8. Efecto de la administracion de 10% (L__ 10SM), 20% (52 20SM), y 30% (E£2% 30SM) de fructosa sobre los niveles de
TG, HDL-C y glucosa. La fructosa fue adicionada al alimento y al agua en el mismo porcentaje. Estos indicadores fueron
determinados al tiempo cero (M, n=40 2) y, posteriormente, ya formados los grupos (10 ratas por grupo), a los 30, 60 y 90 dias
del consumo de fructosa. En el grupo testigo (L), la fructosa no fue adicionada ni al alimento ni al agua de beber. Cada barra
representa la media = SEM. * = p<0.05, ** = p<0.005, el nivel de significancia fue comparado con el grupo testigo correspondiente.
aE| tiempo cero representa la media de todos los animales estudiados.
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Fig 9. Efecto de la administracion de 10% (L_ 10SM), 20% (k=2 20MS), y 30% (k% 30SM) de fructosa sobre los valores de
IL, CAy la PAS. La fructosa fue adicionada al alimento y al agua de beber en el mismo porcentaje. Estos indicadores fueron
medidos al tiempo cero ( I, n=40 @) y posteriormente, ya formados los grupos (10 ratas por grupo), a los 30, 60 y 90 dias del
consumo de fructosa. En el grupo testigo (L__), la fructosa no fue adicionada ni al alimento ni al agua de beber. Cada barra
representa la media = SEM. * = p<0.05, ** = p<0.005, el nivel de significancia fue comparado con el grupo testigo correspondiente.
aE| tiempo cero representa la media de todos los animales estudiados.
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Fig 10. Efecto de la administracion de 10% (L__ 10SM), 20% (E=z: 20MS), y 30% (k22 30SM) de fructosa sobre el consumo
total de agua y alimento. La fructosa fue adicionada al alimento y al agua de beber en el mismo porcentaje. El consumo fue medido
al tiempo cero ( I, n=40 ?) y, posteriormente, ya formados los grupos (10 ratas por grupo), a los 30, 60 y 90 dias del consumo
de fructosa. En el grupo testigo (L), la fructosa no fue adicionada ni al alimento ni al agua de beber. Cada barra representa la
media = SEM. * = p<0.05, ** = p<0.005, el nivel de significancia fue comparado con el grupo testigo correspondiente. 2El tiempo
cero representa la media de todos los animales estudiados.
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Fig 11. Efecto de la administracion de 10% (10SM), 20% (20MS), y 30% (30SM) de fructosa sobre el consumo kilocalérico total.
La fructosa fue adicionada al alimento y al agua de beber en el mismo porcentaje. Estos indicadores fueron medidos al tiempo
cero (M, n=40 ) y, posteriormente, ya formados los grupos (10 ratas por grupo), a los 30, 60 y 90 dias del consumo de fructosa.
En el grupo testigo (L), la fructosa no fue adicionada ni al alimento ni al agua de beber. Cada barra representa la media de las
kilocalorias totales + SEM. * = p<0.05, el nivel de significancia fue comparado con el grupo testigo correspondiente. 2 El tiempo
cero representa la media de todos los animales estudiados.
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Fig 12. Efecto de la administracion de 10% (10SM), 20% (20MS), y 30% (30SM) de fructosa, sobre el consumo kilocaldrico
proveniente de este azlcar, adicionado tanto al alimento (Illl) como al agua de beber (L) en el mismo porcentaje. Estos
indicadores fueron medidos al tiempo cero (grupo n, n=40 ) y, posteriormente, ya formados los grupos (10 ratas por grupo), a los
30, 60 y 90 dias del consumo de fructosa. En el grupo testigo (T), la fructosa no fue adicionada ni al alimento ni al agua de beber.
Cada barra representa la media de las kilocalorias totales consumidas por fructosa, segun la fuente, + SEM. * = p<0.05, el nivel
de significancia fue comparado con el grupo testigo correspondiente. 2 El tiempo cero representa la media de todos los animales
estudiados.

7.2. Tratamiento del sindrome metabdlico

Los cambios en las manifestaciones clinicas, debidos a la administracién oral de SS (2 ml/ 100
g/ dia), sibutramina (5 mg/ kg / dia) o del extracto acuoso completo de semillas de P. canariensis
(310 mg / kg / dia), en ratas con SM inducido por una dieta adicionada con fructosa al 10%,

durante 90 dias, se resumen en las Figuras 13 y 14.

Los resultados de esta segunda serie de experimentos muestran que la administracién oral del
extracto acuoso completo de las semillas de P. canariensis (grupo SM + Pc), a una dosis de
310mg/kg/dia, en ratas con SM, durante 60 dias, redujo significativamente (p <0,05, p <0,005)
los altos valores registrados en el IL, CA, TGs y PAS, mientras que, en comparacion con el grupo

testigo (SM + SS), no se observaron efectos para el HDL-C ni para la glucosa.
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Fig 13. Efecto de la administracion de solucién salina (L__ grupo SM + SS), sibutramina ( 22 grupo SM + sib), o el extracto
completo de las semillas de P. canariensis ( £ grupo SM + Pc), en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada al
alimento y al agua de beber. Los niveles de TG, HDL-C, y glucosa fueron determinados al tiempo cero ( I, n=2423) y
posteriormente, ya formados los grupos (6 por grupo), a los 30 y 60 dias del consumo de fructosa mas la coadministracién del
tratamiento. En el grupo no-SM (L__), las ratas recibieron alimento de Purina sin fructosa adicional y agua de beber normal. Cada
barra representa la media £ SEM. * = p<0.05, ** = p<0.005 el nivel de significancia se comparé con el grupo testigo correspondiente
(L grupo SM + SS). El tiempo cero representa la media de todos los animales estudiados.
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Fig 14. Efecto de la administracion de solucién salina (L__ grupo SM + SS), sibutramina ( =22 grupo SM + sib), o el extracto
completo de las semillas de P. canariensis ( 22 grupo SM + Pc), en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada al
alimento y al agua de beber. Los valores del IL, CA y PAS fueron medidos al tiempo cero ( Ill, n=242) y posteriormente, ya
formados los grupos (6 por grupo), a los 30 y 60 dias del consumo de fructosa mas la coadministracion del tratamiento. En el
grupo no-SM (L), las ratas recibieron alimento de Purina sin fructosa adicional y agua de beber normal. Cada barra representa
la media £ SEM. * = p<0.05, ** = p<0.005, el nivel de significancia se compard con el grupo testigo correspondiente (L_ SM +
grupo SS). @El tiempo cero representa la media de todos los animales estudiados.

La administracion diaria de sibutramina a una dosis de 5 mg / kg / dia en el grupo testigo positivo
(grupo SM + sib) durante 60 dias, redujo significativamente las mismas manifestaciones clinicas
del SM que las que redujo el extracto acuoso completo de las semillas de P. canariensis. Ademas,

de reducir significativamente el nivel de glucosa en la sangre (p <0,05).
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Los efectos obtenidos con la administracion del extracto acuoso completo de las semillas de P.
canariensis fueron independientes de una reduccion en el consumo kilocaldrico total; a diferencia
de los obtenidos con la administracion de sibutramina, la cual produjo una reduccién significativa

en el consumo de kcal totales a los 30 y 60 dias (Figura 13).

CONSUMO KILOCALORICO TOTAL
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Fig 15. Efecto de la administracion de solucion salina (L__ grupo SM + SS), sibutramina ( E2 grupo SM + sib), o el extracto
completo de las semillas de P. canariensis ( £z SM + grupo Pc), en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada al
alimento y al agua de beber. Los valores del consumo kilocaldrico total fueron determinados al tiempo cero ( I, n=242) y,
posteriormente, ya formados los grupos (6 por grupo), a los 30 y 60 dias del consumo de fructosa mas la coadministracién del
tratamiento. En el grupo no-SM (L), las ratas recibieron alimento de Purina sin fructosa adicional y agua de beber normal. Cada
barra representa la media + SEM. * = p<0.05, el nivel de significancia se compard con el grupo testigo correspondiente (L_
grupo SM + SS). 2 El tiempo cero representa la media de todos los animales estudiados.

7.3. Fraccion hexanica

Los cambios, en las manifestaciones clinicas, debidos a la administracién oral de 0,2 ml/ 100 g
/ dia de SS con Tween 80 al 1% (grupo MS + Tween), 310 mg / kg / dia de la fraccion hexanica
de las semillas de P. canariensis (grupo SM + hex), 0,2 ml/ 100 g / dia de SS (grupo MS + SS)
0 310 mg / kg / dia de la fraccion acuosa de las semillas de P. canariensis (grupo MS +acuoso)
en ratas con SM inducido por una dieta adicionada con 10% fructosa durante 90 dias, asi como
las modificaciones en el consumo kilocalérico total, se muestran en las figuras 16 a 22. En todas
estas figuras, el tiempo cero representa la media de todos los animales estudiados, y las medias

de los registros obtenidos del grupo no-SM son las mismas.
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La tercera serie de experimentos revel6 que la administracion oral de la fraccion hexanica de las
semillas de P. canariensis (grupo MS + hex) a una dosis de 310 mg / kg / dia en ratas con SM
durante 60 dias, redujo significativamente (p <0,05) los valores de la CA, mientras que, en
comparacion con el grupo de testigo (MS + Tween), no se observaron efectos en los otros
indicadores del SM (Figura 16 y 17). Por el contrario, la administracion diaria de la fraccion
acuosa de las semillas de P. canariensis, a una dosis similar de 310 mg / kg / dia en las ratas
con SM durante 30 y 60 dias redujo significativamente la PAS (p <0,005, p <0,05). Los resultados
también demuestran un control significativo de TGs hasta los 60 dias de tratamiento con
respuestas que fueron inferiores a las observadas en el grupo MS + Pc (Figuras 19y 20). Todos
los efectos observados, tanto con la fraccién hexanica como con la acuosa, son independientes

de una reduccion del consumo kilocaldrico total (Figuras 18 y 21).
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Fig 16. Efecto de la administracion de Tween ( L__ SM + grupo testigo Tween) o la fraccién hexanica de las semillas de P.
canariensis ( %2 SM + grupo hex), en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada en el alimento y el agua de beber.
Los niveles de TG, HDL-C y glucosa fueron determinados al tiempo cero ( Ill, n=12 @) y posteriormente, ya formados los dos
grupos (6 por grupo), a los 30 y 60 dias del consumo de fructosa mas la fraccion hexanica o el Tween. En el grupo no-SM (L),
las ratas recibieron alimento de Purina sin fructosa adicionada y agua de beber normal. Cada barra representa la media + SEM.

* = p<0.05, el nivel de significancia se compard con el grupo testigo correspondiente (L__ grupo SM + Tween). @ El tiempo cero
representa la media de todos los animales estudiados.
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Fig 17. Efecto de la administracion de Tween ( L__ grupo testigo SM + Tween) o la fraccién hexanica de las semillas de P.
canariensis ( %2 grupo SM + hex), en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada al alimento y al agua de beber.
Los valores de IL, CA 'y PAS fueron medidos al tiempo cero ( Il n=122) y, posteriormente, ya formados los dos grupos (6 por
grupo), a los 30 y 60 dias del consumo de fructosa mas el Tween o la fraccion hexanica. En el grupo no-SM (L), las ratas
recibieron alimento sin fructosa adicional y agua de beber normal. Cada barra representa la media £ SEM. * = p<0.05, el nivel de
significancia se compard con el grupo testigo correspondiente (L__ grupo SM + Tween). 2 El tiempo cero representa la media de
todos los animales estudiados.
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Fig 18. Efecto de la administracién de Tween ( L__ grupo testigo SM + Tween) o la fraccion hexanica de las semillas de P.
canariensis ( E£2% grupo SM + hex), en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada al alimento y al agua de beber.
Los valores deconsumo kilocaldrico total fueron medidos al tiempo cero ( I, n=122) y, posteriormente, ya formados los dos
grupos (6 por grupo), a los 30 y 60 dias del consumo de fructosa mas el Tween o la fraccién hexanica. En el grupo no-SM (L),
las ratas recibieron alimento sin fructosa adicional y agua de beber normal. Cada barra representa la media + SEM. * = p<0.05,
el nivel de significancia se compard con el grupo testigo correspondiente (L grupo SM + Tween). 2 El tiempo cero representa

la media de todos los animales estudiados.
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7.4. Fraccion acuosa
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Fig 19. Efecto de la administracion de SS (L__ grupo SM + testigo SS) o la fraccién acuosa de las semillas de P. canariensis (
k=22 grupo SM + acuoso), en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada al alimento y al agua de beber. Los niveles
de TG, HDL-C y glucosa fueron determinados al tiempo cero ( I, n=12 2) y posteriormente, ya formados los dos grupos (6 por
grupo), a los 30 y 60 dias del consumo de fructosa mas SS o el extracto polar. En el grupo no-SM (L__), las ratas recibieron
alimento de Purina sin fructosa adicional y agua de beber normal. Cada barra representa la media + SEM. * = p<0.05, el nivel de
significancia se compard con el grupo testigo correspondiente (L__ grupo testigo SM + SS). 2El tiempo cero representa la media
de todos los animales estudiados.
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Fig 20. Efecto de la administracion de (L__ grupo testigo SM + SS) o fraccién acuosa de las semillas de P. canariensis (=
grupo SM + acuoso), en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada al alimento y al agua de beber. Los valores de IL,
CA y PAS fueron medidos al tiempo cero ( lll, n=12 &) y posteriormente, ya formados los dos grupos (6 por grupo), a los 30 y
60 dias del consumo de fructosa mas SS o el extracto polar. En el grupo no-SM (L), las ratas recibieron alimento de Purina
sin fructosa adicional y agua de beber normal. Cada barra representa la media £ SEM. * = p<0.05, el nivel de significancia se
compard con el grupo testigo correspondiente ( L__ grupo testigo SM + SS). 2 El tiempo cero representa la media de todos los
animales estudiados.
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Fig 21. Efecto de la administracion de (L__ grupo testigo SM + SS) o fraccion acuosa de las semillas de P. canariensis (t
grupo SM + acuoso), en ratas con SM inducido con 10% de fructosa adicionada al alimento y al agua de beber. Los valores del
consumo kilocaldrico total fue determinado al tiempo cero ( Il n=12 2) y posteriormente, ya formados los dos grupos (6 por
grupo), a los 30 y 60 dias del consumo de fructosa mas SS o el extracto polar. En el grupo no-SM (L), las ratas recibieron
alimento de Purina sin fructosa adicional y agua de beber normal. Cada barra representa la media £ SEM. * = p<0.05, el nivel de
significancia se compard con el grupo testigo correspondiente (L_ grupo testigo SM + SS). 2El tiempo cero representa la media
de todos los animales estudiados.

7.5. Tratamiento preventivo
Los efectos observados en los niveles de TG, HDL-C y glucosa, asi como en el ILyla CA vy el
consumo kilocaldrico total, debidos a la administracion oral de fructosa mas la coadministracion
de SS (2mL /100 g/ dia), sibutramina (5 mg / kg / Dia) o el extracto acuoso completo de semillas
de P. canariensis (310 mg / kg / dia), durante 90 dias en ratas normales se muestran en las

Figuras 22 a 24.

Esta cuarta y ultima serie de experimentos mostraron que una dosis de 310 mg / kg / dia del
extracto acuoso completo de las semillas de P. canariensis impidid significativamente un
aumento en el IL (p <0,005) y la CA a los 90 dias, mientras que, en comparacion con el grupo

testigo (fructosa + SS), no se observaron efectos en los otros indicadores del SM (Figura 22).
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Fig 22. Efecto de la administracion de solucion salina (L__ grupo testigo fructosa + SS), sibutramina (E&: grupo Fructosa + sib),
0 el extracto acuoso completo de las semillas de P. canariensis ({2 grupo fructosa + Pc) sobre los niveles de TG, HDL-C y
glucosa. La fructosa fue adicionada en el mismo porcentaje (10%) al alimento y al agua de beber. Estos indicadores fueron
determinados al tiempo cero (I, n=242) y posteriormente, ya formados los tres grupos (6 ratas por grupo), a los 30, 60 y 90
dias de tratamiento. En el grupo no-fructosa (L), las ratas recibieron alimento de Purina sin fructosa adicional y agua de beber
normal. Cada barra representa la media £ SEM. ** = p<0.005, el nivel de significancia se compar6 con el grupo testigo
correspondiente. 2El tiempo cero representa la media de todos los animales estudiados.
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Fig 23. Efecto de la administracion de solucién salina (L grupo testigo fructosa + SS), sibutramina (E£: grupo fructosa + sib),
o el extracto acuoso completo de las semillas de P. canariensis (£ grupo fructosa + Pc) sobre los valores de IL, CAy PAS. La
fructosa fue adicionada en el mismo porcentaje (10%) al alimento y al agua de beber. Estos indicadores fueron medidos al tiempo
cero (I, n=242) y posteriormente, ya formados los tres grupos (6 ratas por grupo) a los 30, 60 y 90 dias de tratamiento. En el
grupo no-fructosa (L), las ratas recibieron alimento de Purina sin fructosa adicional y agua de beber normal. Cada barra
representa la media = SEM. ** = p<0.005, el nivel de significancia se compard con el grupo testigo correspondiente. 2 El tiempo
cero representa la media de todos los animales estudiados.

La administracion oral de una dosis diaria de sibutramina (5 mg / kg / dia) en ratas que
consumieron 10% de fructosa en alimentos y el agua potable, también evité un aumento del IL a

los 90 dias y una reduccion significativa (p <0,005) de la glucosa en sangre a los 60 dias. En esta
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fase experimental los efectos observados con la administracion del extracto acuoso completo de
P. canariensis, a diferencia de los efectos observados con la administracion de sibutramina, se

dieron independientes de una disminucién en el consumo kilocalérico total (Figura 23).
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45-
o 1 - J‘ |
sl willg I . ]2
= %
=, % %
o % 72
= % % %
= " % %
S 15 % * *
U —
< 2 % %
2 % %
D
04 Bt Ll HEe] e
I I I I
0 30 60 90

Tiempo (dias)

Fig 24. Efecto de la administracion de solucién salina (L__ grupo testigo fructosa + SS), sibutramina (E grupo fructosa + sib),
0 el extracto acuoso completo de las semillas de P. canariensis (£ grupo fructosa + Pc) sobre los valores del consumo
kilocalorico total. La fructosa fue adicionada en el mismo porcentaje (10%) al alimento y al agua de beber. Estos indicadores
fueron medidos al tiempo cero (Hl, n=24 2) y posteriormente, ya formados los tres grupos (6 ratas por grupo) a los 30, 60 y 90
dias de tratamiento. En el grupo no-fructosa (L__), las ratas recibieron alimento de Purina sin fructosa adicional y agua de beber
normal. Cada barra representa la media + SEM. ** = p<0.005, el nivel de significancia se compard con el grupo testigo
correspondiente. 2El tiempo cero representa la media de todos los animales estudiados.

7. DISCUSION

El consumo, durante 60 y 90 dias de 10 %, 20% o 30% de fructosa adicionada al alimento y al
agua de beber produjo, en ratas Wistar, un incremento de los valores de: TGs, IL y PAS, de

similar magnitud en las tres concentraciones de fructosa empleadas. Estos resultados

57



concuerdan con numerosos estudios donde el consumo de fructosa causa alteraciones
metabdlicas en modelos animales, principalmente: ganancia de peso, hiperlipidemia (2) e
hipertension 5. También concuerdan con lo informado para ratas Sprague-Dawley en las cuales
10% de fructosa en el agua de beber produce similares efectos de hipertensién e hiperlipidemia
a los obtenidos cuando las ratas consumen 60 % de fructosa adicionada en la dieta 9. La
eleccion de emplear 10% de fructosa para inducir el sindrome metabdlico y administrar los
tratamientos de P. canariensis, se fundamentd en el mejor balance nutricional logrado en los
animales que recibieron esta concentracion. Existe evidencia de que la cantidad de alimento que
consumen las ratas, esta dada mas en funcion de balancear su consumo total de kilocalorias
(Kcal) que, en funcion del olor, sabor y color del alimento, que son importantes para el consumo
kilocaldrico excesivo en el humano ©®. Nuestros resultados, muestran que los animales
alimentados con dietas adicionadas con fructosa (10, 20, y 30%), desde el primer mes de
tratamiento, comienzan a modular su consumo de Kcal disminuyendo significativamente su
consumo de alimento, con respecto al consumido por el grupo testigo y, por ende, esta
compensacion kilocaldrica se da a expensas de la cantidad de kcal obtenidas a partir de las
grasas y proteinas provenientes del alimento, pero manteniendo significativamente elevado, a
comparacion del grupo testigo, su consumo de kcal de carbohidratos, principalmente,
provenientes de la fructosa adicionada al agua de beber. Esta conducta compensa el incremento
kcilocalérico total y, esta acorde, con lo informado por Steve M. et al que encuentran disminucion
paulatina del consumo de alimento en ratas que tienen acceso ad libitum, por largos periodos, a
dietas ricas en carbohidratos® y, también concuerda, con Sanchez-Lozada et al que sefiala que
el excesivo consumo de carbohidratos simples (mas del 10% de las Kcal/dia recomendadas),

principalmente contenido en las bebidas, es un factor que aumenta el riesgo para desarrollar SM

(©5)
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El estudio fue realizado utilizando la dosificacion empleada del extracto acuoso de las semillas
de P. canariensis de 310 mg/kg, fue estimada con base en la informacién proporcionada por
curanderos del mercado de Sonora en la Ciudad de México, que preparan una formulacion
casera, denominada leche de alpiste, para una persona que pesa alrededor de 70 Kg de peso
corporal. Esta dosis, también empleada en las fracciones de hexano y agua, permitié dispersar
cada uno de los tratamientos, en sus respectivos vehiculos y administrarlos diariamente con

relativa facilidad, por via intraoral.

Los resultados de este trabajo revelaron que la administracion diaria de 310 mg/kg/dia, por via
oral, de un extracto acuoso de semilla de P. canariensis es mas eficaz para tratar el SM inducido
por 10% de fructosa, que la administracion de las fracciones de hexano y agua obtenidas de
dicho extracto y, que ninguno de los efectos observados, ni del extracto acuoso completo ni de
las fracciones probadas de dicho extracto, se relacionan con una disminucion en el consumo
kilocaldrico total de los animales, como el observado en el grupo tratado con 5 mg/Kg/dia de
sibutramina (SM + sib), efecto que era esperado ya que, la sibutramina, es un medicamento

simpatomimético que provoca hipofagia ("2,

La disminucion significativa de TGs y PAS observada en el grupo SM + Pc concuerda con lo
informado en el 34th Congress of the Spanish Society of Pharmacology por otro grupo de
investigacion quien ademas sefala, que la semilla de P. canariensis disminuye la glucosa y
protege del daiio oxidativo en ratas con SM ("3, La disminucién del IL y de la CA mostradas en
el grupo SM + Pc de nuestros experimentos, fortalecen la evidencia, altamente significativa, de
que un extracto acuoso completo de las semillas de alpiste es eficaz, desde los 30 hasta los 60
dias de tratamiento, para aminorar el incremento encontrado en los tres indicadores (TGs, IL y

PAS) que permitieron caracterizar el SM inducido con fructosa.
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Una de las teorias para explicar la induccion de SM causado por el consumo de altas
concentraciones de fructosa (como el modelo empleado en este estudio), es la teoria de
glucolipotoxicidad la cual indica que, la formacién incrementada de glucosa y acidos grasos libres
promueven el estrés oxidativo en diferentes tipos de células, donde se incrementa la produccion
de moléculas reactivas de oxigeno las cuales: alteran el funcionamiento mitocondrial, activan
enzimas sensibles a estrés y aumentan la produccion de citosinas proinflamatorias; lo que da
como consecuencia una cascada de dafos celulares que finalizan en los padecimientos incluidos

en el SM (36),

Se sabe que las semillas de P. canariensis contienen compuestos con capacidad antioxidante,
similar a la del acido ascorbico ®¥ y esta actividad podria explicar, en parte, los efectos benéficos
observados en las ratas con SM tratadas con el extracto completo de las semillas de esta planta
ya que, se estaria frenando la produccion de especies reactivas de oxigeno, con esto se romperia

la cascada de danos celulares y, por ende, los padecimientos englobados en el SM disminuirian.

Uno de los componentes presentes en las semillas de P. canariensis que provee actividad
antioxidante es el fitato (18.2 mg/g) "%, que tiene una actividad quelante la cual, por un lado, al
atrapar al hierro evita que este catalice la formacion de especies reactivas de oxigeno,
principalmente los radicales hidroxilos 'y, por otra parte, al quelar el zinc disminuye el cociente

zinc/cobre en plasma ayudando a la disminucion de colesterol y triglicéridos (114,

Estudios de campo indican que la semilla de P. canariensis tiene propiedades
hipocolesteremiantes " 2%, antidiabéticas, diuréticas 1% y antihipertensivas @. Sin embargo,
su empleo para el tratamiento de la obesidad carece de estudios etnobotanicos que permitan
caracterizar apropiadamente dicho uso. A pesar de esta carencia, estudios experimentales
demuestran que 400mg/kg/dia, administrados por 30 dias de un extracto obtenido de la semilla

de P. canariensis con hexano, produce en ratones obesos alimentados con grasa adicionada y
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en ratones con diabetes inducida por estreptozotozina una significativa disminucién en el peso
corporal, glucosa sanguinea, colesterol sérico, TGs, lipoproteinas e incremento de HDL-C,
insulina sérica, probablemente, como ya se menciond, disminuyendo el estrés oxidativo ? o, a
través de la inhibicion de enzimas relacionadas con la obesidad y la diabetes mellitus ?. En
contraste, nuestros resultados muestran que, en ratas Wistar, el tratamiento con un extracto de
hexano (grupo SM + hex), solo disminuyod significativamente la CA, sin modificar el IL ni los TGs.
Una posible explicacion de esta diferencia se apoya en los efectos informados para el tipo de
acidos grasos insaturados que contiene la semilla de P. canariensis (el total de grasa cruda
(8.7%) entre los que se encuentran acidos como: linoleico 55%, oleico 29% Yy linolénico 2.5%) ()
y, que son extraidos por hexano. Se ha informado que, en ratas con obesidad inducida por una
dieta modificada, los acidos grasos antes mencionados, producen redistribucion de los lipidos
desde el abdomen hacia todo el cuerpo. Sin embargo, los acidos linoleico y alfa-linolénico no
incrementan la adiposidad corporal como si lo hace el acido oleico, que ademas disminuye el
colesterol plasmatico total, pero no modifica los niveles de TGs ni tampoco los acidos grasos no
esterificados (1?9, El efecto que parece predominar en nuestros resultados es la redistribucion de
la grasa abdominal, lo que disminuyd la CA, sin modificar el peso corporal y los niveles de TGs.
Esto concuerda con los datos observados en el humano en donde el consumo de acidos grasos
insaturados no parece tener mayores efectos sobre el peso corporal y los lipidos séricos (2", En
contraste, el tratamiento durante 60 dias del grupo (SM + acuoso) con la fraccién acuosa, produjo
disminucion significativa de la PAS y de los TGs. El primer efecto ha sido referido en numerosos
estudios que evallan extractos acuosos ©°77.122) que se basan en su alto contenido de proteinas
(18.7%) y aminoacidos como: cistina, triptéfano, fenilalanina, leucina y arginina (3.3, 2.8, 6.7, 7.0

y 6.4 g/100g de proteina, respectivamente) (.

Los aminoacidos triptéfano y arginina, contenidos en la fraccion acuosa del extracto de la semilla

de P. canariensis, podrian ayudar a explicar los efectos benéficos sobre la hipertensién mostrada
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en el presente estudio, la cual podria estar relacionada a un aumento en la actividad del sistema
nervioso simpatico 3°4° que puede provocar dafios en la relajacién vascular dependiente del
endotelio, causado por un aumento en la endotelina, la angiotensina Il, el estrés oxidativo o

alteraciones en los niveles del ON .

La actividad atribuida al triptéfano se puede deber a que este aminoacido puede ser metabolizado
a kinurenina, por la triptéfano-2,3-dioxigenasa o por la indoleamina-2,3-dioxigenasa (IDO), y esto
contribuye a la relajacion vascular dependiente del endotelio. Y por otro lado el acido kinurénico,
derivado también del metabolismo del triptéfano, puede provocar una disminucion del tono

vasomotor simpatico, aumentado en ratas alimentadas con fructosa.

Aunado a este efecto la arginina, es un aminoacido que es metabolizado por la sintasa de NOSe
a ON, aumentando asi la disponibilidad de este ultimo y mejorando, por ende, la vasorelajacion
dependiente del endotelio ('?3) que se ve afectada por la disfuncion endotelial debida a la baja

produccion de ON por parte de la NOSe.

La arginina al ser un precursor del ON puede ayudar a la activacién de la AMPK, enzima que
participaria no solo en la inhibicion de la sintesis de acidos grasos al disminuir la activacion de la
lipasa sensible a hormonas (HSL), la expresidn de la sintasa de acidos grasos (FAS) y la esteroil
coenzima A desaturasa-1 (SCD1), sino que también puede aumentar la oxidacion de acidos
grasos debido a que promueve la expresién de la carnitin palmitoil transferasa 1 (CPT1), y de la
malonil CoA descarboxilasa provocando una disminucién de la malonil CoA que es un potente
inhibidor alostérico de la CPT1 (34). La forma activa de AMPK promueve la desfosforilacion de
la HSL y bloquea la activacion de la HSL inducida por PKA, lo cual ayudaria a la inhibicién de la
lipdlisis (35). Particularmente se ha reportado que la suplementacién con arginina por via oral,

disminuye el tejido adiposo blanco en ratas con obesidad inducida genéticamente o por dieta, asi
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como en ratones alimentados con una dieta isocalérica baja en proteinas, en ovejas obesas

prefiadas y en humanos obesos con diabetes mellitus tipo 2 (124.126-128),

Existen otros compuestos en las semillas del alpiste que podrian ayudar a explicar su actividad
antihipertrgliceridemiante como la luteina (39), que aumenta la lipdlisis (40) o el acido ferulico

(11) que debido a su actividad antioxidante podria disminuir la hipertrigliceridemia en ratas (3",

Como puede observarse en las Figuras 9 a13, la suma de los efectos producidos, por la
administracion de las fracciones hexanica y acuosa, no reproduce todos los efectos, como
tampoco reproducen la misma mejoria de las manifestaciones clinicas del SM que se observa
con la administracion del extracto acuoso completo. Es evidente que la presencia de varios
compuestos de diferente polaridad en el extracto acuoso completo, incrementan la eficacia y
probablemente la potencia de los principios activos. Sin embargo, aun falta por identificar la
actividad de cada uno de los compuestos para proceder a explorar sus posibles interacciones
farmacodinamicas y farmacocinéticas y asi, fundamentar la superioridad que tiene el extracto
completo sobre las fracciones en el tratamiento del SM experimental. Es importante mencionar
que, durante el desarrollo de los experimentos, no se observaron efectos de toxicidad con
ninguno de los tratamientos de la semilla de P. canariensis, lo que concuerda con un extenso
estudio toxicolégico que concluye que, las semillas de P. canariensis son seguras para el

consumo humano.

8. Conclusiones

Esta investigacion muestra que un extracto acuoso completo de semilla de P. canariensis
administrado por via intraoral, es superior a las fracciones obtenidas de dicho extracto contra
algunos indicadores de SM semejantes como: hipertrigliceridemia, incremento de la CA y del IL,
observados en ratas Wistar por la adicion de fructosa en el alimento y en el agua de beber. Este
estudio provee evidencia y apoya la idea general, de que la mezcla completa de sustancias
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contenidas en la forma natural de algunas plantas, mejora el efecto cuando se emplean para
tratamiento de entidades clinicas que como en el SM, donde se presentan multiples
manifestaciones fisiopatoldgicas. El efecto paliativo y preventivo del extracto acuoso completo
de la semilla de P. canariensis, aunado a su alto contenido proteico, de aminoacidos esenciales
y de acidos grasos insaturados, hacen de esta planta un buen prospecto para investigarla en

humanos y fundamentar la realidad de su utilidad clinica.
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Effects profiles of complete aqueous extract and hexane
and aqueous fractions of Phalaris canariensis L. seeds
on fructose-induced metabolic syndromein rats

Lorena Mendiola Almaraz, Juan Luis Escobar Ramirez, Jacinto Santiago
Megjia and Gil Alfonso Magos Guerrero

Abstract

Phalaris canariensis L. (P. canariensis), commonly known as canary seed, is used in the traditional
medicine of Mexico for the treatment of hypertension, diabetes, and obesity. Recent preclinical studies
with different P. canariensis seed extracts support such uses. The main interest of this study was to
describe the protective effect of the seeds on fructose-induced metabolic syndrome (MS) in rats and to
assess the benefits gained from use of a complete aqueous extract. Our results indicate that the
antihypertensive component(s) of P. canariensis seeds is (are) found in the aqueous fraction and that the
substances responsible for the effects on obesity are found in both the aqueous and the hexane fractions.
We conclude that both fractions are effective in attenuating manifestations of MS, and that administration
of the complete aqueous extract of the P. canariensis seed is necessary for effective control when the P.
canariensis seeds are used as an alternative herbal medicine.

Keywords: Phalaris canariensis, metabolic syndrome, seeds extract, rats

1. Introduction

Metabolic syndrome (MS) is characterized by high waist circumference (WC), atherogenic
dyslipidemia, elevated blood pressure, insulin resistance, high fasting glucose, increased risk
for cardiovascular disease (CVD), and diabetes mellitus type 2 I'l. MS is diagnosed if a person
has at least three of the following metabolic risk factors: a large waistline, high blood pressure,
high fasting blood glucose, high serum triglycerides (TGs), and a low HDL-C level 2. In
Mexico, the prevalence of MS has increased alarmingly; for example, in obese children and
adolescents treated at a hospital clinic, the prevalence of MS was 36.7%; it was higher in
females (41.7 vs. 33.3%) Bl Lifestyle (diet and physical activity) interventions have been
indicated as most important for treating this multifactorial syndrome and further trials are
needed on interventions affecting three or more factors 1,

Since medicinal plants contain numerous active ingredients, it is possible to treat SM with a
single plant. The ability of herbs and spices to reduce the symptoms associated with metabolic
syndrome is promising. Based on cell cultures along with animal and human studies, it appears
that several commonly used spices have the potential to regulate glucose, lower LDL and total
cholesterol, and exert antioxidant and anti-inflammatory effects 1. In recent years, increasing
scientific evidence has emerged regarding the role of P. canariensis seeds as a promising
therapeutic agent in the treatment of metabolic disorders. Canary seed (Phalaris canariensis)
is used as food for birds but this cereal has recently been shown to have promising
nutraceutical potential for humans [©. In Mexican traditional medicine, it is used for the
treatment of hypertension, diabetes, and obesity [\ In laboratory experiments, the hexane
extract of Phalaris canariensis seeds has been shown to reduce serum glucose and inhibit
insulin resistance, lipid abnormalities, and oxidative stress in streptozotocin-induced mildly
diabetic and severely diabetic mice . However, no change in plasma lipids was observed in
rats with induced hyperlipidemia treated with the hydroalcoholic extract of canary grass seeds
119, Tn a chronic inflammation model (cotton pellet-induced granuloma), the chloroform extract
of P. canariensis exhibited an anti-inflammatory effect through mechanisms involving reduced
neutrophil influx and decreased production of inflammatory cytokines [''l. The aqueous extract
of P. canariensis showed a hypotensive effect in anesthetized Wistar rats, without renal
alterations '), in addition to a vasodilator effect by nitric oxide induction of venous inflow ['3],
In adult normotensive Wistar rats and spontaneously hypertensive rats (SHRs) and in
prehypertensive young SHRs (SHRYs, 3 weeks old) treated with P. canariensis, an
antihypertensive effect was observed, without induction of any significant risk of
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nephrotoxicity . Due to the fact that much of the
aforementioned work on P. canariensis was carried out with
either polar or non-polar extracts, the aim of the present study
was to systematically establish the in vivo effects of the
complete aqueous extract of P. canariensis seeds on fructose-
induced metabolic syndrome in rats in addition to the activity
against the same MS of two fractions containing substances of
different solubility.

2. Materials and methods

2.1 Chemicals

A commercial formulation of crystalline fructose powder
(Archer Daniels Midland Company, USA) was used. Seeds of
P. canariensis were purchased at the Sonora market in
Mexico. Histological sections of the seed ruled out the
presence of spicules in the glumes (palea and lemma),
indicating that the material used was P. canariensis ['*]. Kits
for determination of serum TGs, HDL-C, and glucose were
supplied by Polymer Technology Systems®. All chemicals
used in the study were high purity analytical grade obtained
from Sigma-Aldrich and Merck.

2.2 Preparation of plant extracts

A total of 100 g of P. canariensis seeds was macerated with
double distilled water at room temperature (20-22 °C) for 8 h.
The macerate was liquefied and filtered through a medium
mesh plastic strainer. The filtrate was dried at room
temperature with constant ventilation for 6 h. The dried
residue was pulverized to a particle size capable of passing
through a 60-micron mesh, producing the complete aqueous
extract (yield=35%). A part of this crude extract (10 g) was
partitioned with hexane. Two parts were obtained from this
process: the hexane-insoluble part (96%) and the soluble part
(3.58%). The latter extract was filtered and concentrated by a
rotary vacuum evaporator and kept in a vacuum desiccator for
complete hexane removal.

2.3 Animals

The study was conducted in 90-day-old male Wistar rats. All
animals were studied at the vivarium of the Department of
Pharmacology at the UNAM School of Medicine by trained
personnel, housed in wire cages (3 per cage), maintained at
21-23 °C and 60% humidity, subjected to a 12-h light/12-h
dark cycle, and given pellet food (Purina 5001 Rodent
Laboratory Chow) and tap water ad libitum for three weeks so
that they might adapt to the laboratory environment prior to
the experiments. The experiments reported in this study were
conducted in accordance with our Federal Regulations for
Animal Experimentation and Care (NOM-062-Z00-1999 and
NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002) and official
international guidelines (Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals. NIH Publication 85-23, revised in 1985).

2.4 Induction of metabolic syndrome

In order to determine the concentration and time of fructose
intake needed to induce MS, in a first series of experiments,
forty animals were randomly divided into the following four
groups (10 rats per group): three groups were fed with
experimental high-fructose diets consisting of 70%, 80%, or
90% normal rat chow pellets enriched, respectively, with
10%, 20%, or 30% fructose, plus free access to 10% (10MS
group), 20% (20MS group), and 30% (30MS group) fructose
w/v in drinking water for 12 weeks for induction of MS.
Control group rats received Purina chow without added
fructose and normal drinking water.
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In a second series of experiments, twenty-four rats with MS
induced after three months of ingesting 10% fructose in the
food and drinking water were randomly divided into the
following four groups (6 rats per group): MS + SS control
group: rats received an oral dose of 0.2 mL/100g/day of saline
solution (SS); MS + Pc group: rats received an oral dose of
310 mg/kg/day of complete aqueous extract of P. canariensis
seeds; MS + sib group: rats received an oral dose of 5
mg/kg/day of sibutramine. All treatments lasted 8 weeks,
during which the rats were fed the same diet that induced MS.
Non-MS group: rats received Purina chow without added
fructose and normal drinking water. In a third series of
experiments, thirty-six rats with MS induced after three
months of ingesting 10% fructose in the food and drinking
water were randomly divided into the following 6 groups (6
rats per group): MS + SS control group: rats received an oral
dose of 0.2 mL/100g/day of SS; MS + aqueous group: rats
received an oral dose of 310 mg/kg/day of aqueous fraction
(hexane-insoluble part) of P. canariensis seeds; MS + Tween
group: rats received an oral dose of 0.2 mL/100g/day for SS
with 1% of Tween 80. MS + hex group: rats received an oral
dose of 310 mg/kg/day of hexane fraction (hexane-soluble
part). All treatments lasted 8 weeks, during which the rats
were fed the same diet that induced MS. Non-MS group: rats
received Purina chow without added fructose and normal
drinking water.

2.6 Prevention of metabolic syndrome

In a fourth series of experiments, twenty-four rats were
randomly divided into the following 4 groups (6 rats per
group): fructose + SS control group: rats received an oral dose
of 0.2 mL/100g/day of SS; fructose + Pc group: rats received
an oral dose of 310 mg/kg/day of complete aqueous extract of
P. canariensis seeds; fructose + sib group: rats received an
oral dose of 5 mg/kg/day of sibutramine. All treatments lasted
12 weeks, during which the rats received Purina chow and
drinking water with 10% fructose each. Non-MS group: rats
received Purina chow without added fructose and normal
drinking water.

2.7 Determination of metabolic and clinic alterations
Systolic blood pressure (SBP), Lee index (LI), waist
circumference (WC), body weight (BW), TGs, HDL-C, and
glucose were measured every month and for two to three
consecutive months. LI and WC were determined in rats
previously anesthetized with sodium pentobarbital (30
mg/kg).

2.8 Measurement of blood pressure

SBP measurements were taken monthly; the rats were
maintained at 32 °C in an LE 5650/6 heater and scanner unit
(Letica Scientific instruments). A pulse transducer and
pressure cuff (LE 5160/R) were placed around the rat tail and
connected to an LE 5007 automatic blood pressure computer.
SBP was recorded using the standard tail cuff method three
times for each. The mean of three consecutive readings was
used.

2.9 Obesity indicators

The body weight of each rat was measured once per week and
the total amount of food consumed was recorded three times
each week. In previously anesthetized rats, WC was measured
2 cm below the rib rim and rat length was measured from the
tip of the snout to the anus. Subsequently, IL was calculated
according to the following formula 1); IL = (3\p)/Ly,), where
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3\ = cubic root, p = body weight (g), Ly, = naso-anal length
(cm).

2.10 Biochemical tests

TGs, HDL-C, and glucose were determined using metabolic
panel reagent strips (REF 2400) and a CardioChek PA
analyzer (Polymer Technology Systems®). Every morning,
one hour after the food was removed, 40 pL of blood was
taken from the capillaries of the caudal vein.

2.11 Statistical analysis

Experiments to induce metabolic syndrome were carried out
ten times, and the other experiments were carried out six
times. The results are reported as mean values + the standard

error of the median. Statistical analyses were performed using
GraphPad Prism 7 software (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, USA). For multiple comparisons, a one-way
ANOVA followed by Dunnett’s test (p<0.05) was performed
in order to detect statistical differences.

3. Results

3.1 Induction of metabolic syndrome

The MS indicators for the first series of experiments are
shown in Figure 1. In all groups (10MS, 20MS, and 30MS),
additional fructose intake significantly increased TGs and
three clinical indicators: weight/length ratio (LI), WC, and
SBP (p<0.05, p<0.005). This MS profile was very consistent
at 60 and 90 days.
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Fig 1: Effect of administration of 10% (=1 10MS), 20% (£ 20MS), and 30% (e222 30MS) fructose on TG, HDL-C, glucose, LI, WC, and SBP
levels. Fructose was added to the food and drinking water in the same percentage. These indicators were measured at time zero (m, n=40 ?) and
after the three groups were formed (10 rats per group) at 30, 60, and 90 days of fructose consumption. In the control group (), fructose was
not added to food or water. Each bar represents the mean + SEM. * = p<0.05, ** = p<0.005 significance level compared to the corresponding
control group. * Time zero represents the mean of all animals studied.

A significant increase in TG levels was observed in all groups
after the 30 days of fructose consumption. Inconsistent
differences were observed in HDL-C (1MS) and glucose
(B3MS) levels between the control group and the fructose-fed
groups. Based on this first series of experiments, feeding adult
rats with a purified high-fructose (10%) diet plus 10% in
drinking water for 90 days was judged to be an appropriate
protocol for the rest of the experiments reported in this work.

3.2. Treatment of metabolic syndrome
The profile effects due to the oral administration of SS (2
mL/100 g/day), sibutramine (5 mg/kg/day), or complete

aqueous extract of P. canariensis seeds (310 mg/kg/day) in
rats with MS induced by a diet supplemented with 10%
fructose for 90 days are summarized in Figure 2.

The results of this second series of experiments show that the
oral administration of complete aqueous extract of P.
canariensis seeds (MS + Pc group) at a dose of 310
mg/kg/day to SM rats for 60 days significantly (p<0.05,
p<0.005) reduced the high recorded values of LI, WC, TGs,
and SBP, while no effects were observed for HDL-C or
glucose compared to the control group (MS + SS control

group).
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Fig 2: Effect of administration of saline solution (CIMS + SS group), sibutramine (5= MS + sib group), or complete aqueous extract of P.
canariensis seeds (722 MS + Pc group), in rats with MS induced with 10% fructose added in food and drinking water. TG, HDL-C, glucose, LI,
WC, and SBP levels were measured at time zero (Hl, n=18 ?) and after the three groups were formed (6 per group) at 30 and 60 days of fructose

consumption plus co-administration of treatments. In the non-MS group (), rats received Purina chow without added fructose and normal

drinking water. Each bar represents the mean = SEM. * = p<0.05, ** = p<0.005 significance compared to the corresponding control group
(T=MS + SS group). ? Time zero represents the mean of all animals studied.

The daily administration of sibutramine at a dose of 5
mg/kg/day to the positive control group (MS + sib group) for
60 days significantly reduced the same indicators of MS that
the complete aqueous extract of P. canariensis seeds reduced.
In addition, sibutramine produced a significant reduction in
blood glucose level (p<0.05).

The profile effects due to the oral administration of 0.2
mL/100 g/day of SS with 1% Tween 80 (MS + Tween group),
310 mg/kg/day of hexane fraction of P. canariensis seeds

(MS + hex group), 0.2 mL/100 g/day of SS (MS + SS group),
or 310 mg/kg/day of aqueous fraction of P. canariensis seeds
(MS + aqueous group) in rats with MS induced by a diet
supplemented with 10% fructose for 90 days are summarized
in Figures 3 and 4. In both figures, time zero represents the
mean of all animals studied, and the means of the records
obtained from the non-MS group are the same.

TRYGLICERIDES

400

T%UID i

LEEE INDEX

mydl

0.30

o

0.28

0.26

0.24

[4]

Time {days)

HOL-G

ﬂ

WAIST CIRCUMFERENCE

1

a0

I

Time (days)

GLUCOSE

mgidl
-
]
I

SYSTOLIC BLOOD PRESSURE

*

7
7

Time (days)

Fig 3: Effect of administration of Tween (1 MS + Tween control group) or hexane fraction of P. canariensis seeds (7z MS +
hex group), in rats with MS induced with 10% fructose added in food and drinking water. TG, HDL-C, glucose, LI, WC, and SBP
levels were measured at time zero (mm, n=12 %) and after the three groups were formed (6 per group) at 30 and 60 days of fructose

consumption plus Tween or hexane fraction. In the non-MS group (), rats received Purina chow without added fructose and

normal drinking water. Each bar represents the mean + SEM. * = p<0.05 significance compared to the corresponding control
group (I MS + Tween group). * Time zero represents the mean of all animals studied.
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This third series of experiments revealed that the oral responses that were lower than those observed in the MS + Pc
administration of hexane fraction of P. canariensis seeds (MS group.

+ hex group) at a dose of 310 mg/kg/day in SM rats for 60

days significantly reduced (p<0.05) the high recorded values 3.3 Prevention of metabolic syndrome

of WC, while no effects were observed in the other SM The effects observed in TG, HDL-C, and glucose levels, as

indicators when compared to the MS + Tween control group well as in LI and WC due to the oral administration of
(Figure 3). In contrast, daily administration of or aqueous fructose plus co-administration of SS (2 mL/100 g/day),
fraction of P. canariensis seeds at a similar dose of 310 sibutramine (5 mg/kg/day), or complete aqueous extract of P.

mg/kg/day to SM rats for 30 and 60 days significantly canariensis seeds (310 mg/kg/day) for 90 days in normal rats
reduced SBP (p<0.005, p<0.05). The results also demonstrate are summarized in Figure 5.
a significant control of TGs up to 60 days of treatment with
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Fig 5: Effect of administration of saline solution (Tfructose + SS control group), sibutramine (== Fructose + sib group), or
complete aqueous extract of P. canariensis seeds (72 fructose + Pc group) on TG, HDL-C, glucose, LI, WC, and SBP levels.
Fructose was added in the same percentage (10%) to the food and drinking water. These indicators were measured at time 0 (mm,
n=24"?) and after the three groups were formed (6 rats per group) at 30, 60, and 90 days of treatment. In the non-fructose group
(T), rats received Purina chow without added fructose and normal drinking water. Each bar represents the mean + SEM. * =
p<0.05, ** = p<0.005 significance compared to the corresponding control group. * Time zero represents the mean of all animals
studied.
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This fourth and final series of experiments showed that a dose
of 310 mg/kg/day of complete aqueous extract of P.
canariensis seeds significantly prevented an increase in LI
(p<0.005) and WC at 90 days, while no effects were observed
in the other SM indicators compared to the fructose + SS
control group (Figure 4). The oral administration of a daily
dose of sibutramine (5 mg/kg/day) in rats that consumed 10%
in food and drinking water also prevented an increase in LI at
90 days and significantly (p<0.005) reduced blood glucose at
60 days.

4. Discussion

Intake for 60 and 90 days of 10%, 20%, or 30% fructose
added to the food and drinking water of the Wistar rats
resulted in increased TGs, LI, and SBP to a similar degree at
all three concentrations of fructose employed. These results
are consistent with numerous studies in which intake of
fructose was shown to cause metabolic changes in animal
models, mainly with regard to weight gain, hyperlipidemia
U7, and hypertension [l They also agree with a study
conducted in Sprague-Dawley rats in which 10% fructose in
drinking water produced hypertensive and hyperlipidemic
effects similar to those obtained when the rats consumed 60%
fructose added to the diet [, The decision to use 10%
fructose to induce SM and administer the P. canariensis
treatments was based on the fact that the animals that received
this concentration had the best nutritional balance. There is
evidence that the amount of food that rats eat depends more
on the balance of kilocalorie (kcal) intake than it does on the
smell, taste, and color of the food, which are important factors
in the excessive intake of calories in humans *%1. Our results,
not yet published, show that animals fed diets supplemented
with fructose (10, 20, and 30%), from the first month
modulate and compensate their kcal intake by eating less food
than the control group. This behavior compensates for
increased calories due to the addition of fructose to the food
and drinking water, and it is consistent with Steve M. et al.,
who observed a gradual decrease in food intake in rats that
had ad libitum access to high-carbohydrate diets for long
periods of time [?!. However, in the groups treated with 20%
and 30% fructose, the lower food intake significantly
decreased the intake of proteins and fats compared to the
group treated with 10% fructose.

The results of this study reveal that the daily oral
administration of 310 mg/kg aqueous extract of P. canariensis
seed is more efficacious in the treatment of MS induced by
10% fructose than the administration of the hexane and water
fractions obtained from this extract. The significant decrease
in TGs and SBP observed in the MS + Pc group coincides
with the findings of a study presented at the 34th Congress of
the Spanish Society of Pharmacology by another research
group, which also noted that the P. canariensis seed decreases
glucose and protects against oxidative damage in rats with
MS 221, The decreases in LI and WC observed in this study’s
MS + Pc group strengthen the highly significant evidence that
a complete aqueous extract of canary seed is effective; from
30 to 60 days of treatment, it reduces the increase found in the
three indicators (TGs, LI, and SBP) that allowed for the
characterization of the fructose-induced MS.

The 310 mg/kg dose of aqueous extract that we utilized was
estimated based on information provided by folk healers from
the Sonora market in Mexico, who prepare a homemade
formulation called leche de alpiste (canary seed milk) for a
person with approximately 70 kg body weight. This dose, also
used in the hexane and water fractions, allowed for the
dispersion of each treatment in its respective vehicle and for a
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relatively uncomplicated daily intraoral administration.

Field studies indicate that the P. canariensis seed has anti-
diabetic 2331, diuretic [ 25 27], hypocholesterolemic 231 and
antihypertensive [ properties. However, with regard to its use
in the treatment of obesity, there is a lack of ethnobotanical
studies that would allow for the appropriate characterization
of such use. Nevertheless, experimental studies found that 400
mg/kg/day for 30 days of a P. canariensis seed extract
obtained with hexane produced a significant reduction in body
weight, blood glucose, serum cholesterol, TGs, lipoproteins,
and increased HDL-Cin high-fat-diet-induced obese and
streptozotocin-induced diabetic mice, probably as a result of
serum insulin decreasing oxidative stress 81 or through the
inhibition of enzymes related to obesity and diabetes mellitus
Pl In contrast, our results show that in Wistar rats, the
treatment of the MS + hex group with a hexane extract
significantly decreased only WC without modifying the LI or
TGs. One possible explanation for this difference lies in the
effects reported for the type of unsaturated fatty acids
contained in P. canariensis seeds (the total amount of crude
fat, 8.7%, contains 55% linoleic, 29% oleic, 11% palmitic,
and 2.5% linolenic acid) ['], which are extracted by hexane. It
has been reported that in rats with diet-induced obesity, the
aforementioned fatty acids produce a redistribution of lipids
from the abdomen to the rest of the body. Linoleic acid and
alpha-linolenic acid, unlike oleic acid, do not increase body
adiposity; oleic acid reduces total plasma cholesterol but does
not affect TG or non-esterified fatty acid levels *°1. The effect
that seems to prevail in our results is the redistribution of
abdominal fat, which decreased WC without modifying body
weight and TG levels. This finding coincides with data
observed in humans in which consumption of unsaturated
fatty acids does not appear to produce major effects on body
weight or serum lipids % In contrast, 60 days of treatment
with the aqueous extract in the MS + aqueous group resulted
in a significant decrease in SBP and TG levels. The
hypotensive and antihypertensive effects has been reported in
numerous studies that evaluated aqueous extracts [6:12-1431] of
P. canariensis seeds, which, in relation to the high protein
content (18.7%) and high concentrations of amino acids such
as cystine, tryptophan, phenylalanine and leucine (3.3, 2.8,
6.7 and 7.0g/100 g of protein respectively) ['*], explained the
hypotensive effect of the seed through the contribution to
vessel relaxation and reduction of blood pressure made by the
metabolism of tryptophan to kynurenine effected by the
indoleamine 2, 3-dioxygenase (IDO) pathway 2!, and it was
also explained by encrypted peptides in the seed’s proteins
that exhibit inhibitory activity against angiotensin-converting

enzyme, a target in the treatment of systemic hypertension [
13]

The decrease in TGs due to the components of the seed that
are soluble in an aqueous medium may be associated with the
presence of phytate (18.2 mg/g) 33 because it has been
observed that at physiological dosages (0.1-0.5% of diet),
phytate inhibits rise in hepatic total lipids and triglycerides,
resulting from administration of sucrose. The mechanism of
this hypolipidaemic effect in the liver appears to be related to
the inhibition of hepatic enzymes involved in lipogenesis 4,

As shown in Figures 4 and 5, the sum of the effects produced
by the administration of the hexane and the aqueous fractions
does not reproduce all of the effects nor the same
improvement in MS observed with the administration of the
complete aqueous extract. It is clear that the presence of
various compounds of different polarity in the complete
aqueous extract increases the efficacy and probably the
potency of the active substances. However, the activity of
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each compound has yet to be identified, so that their possible
pharmacodynamic and pharmacokinetic interactions may be
explored, thus substantiating the superiority shown by the
complete extract over the fractions in the treatment of
experimental MS. It is important to mention that during the
conduct of the experiments no toxic effects were observed
with any of the P. canariensis seed treatments, which is
consistent with an extensive toxicological study that
concluded that glabrous canary seed groats would be
generally recognized as safe for consumption in their intended
use in food . In contrast, sibutramine used in this study as
positive control has been withdrawn from the world market
because it increases the risk of cardiovascular adverse events
[36]

5. Conclusion

This study shows that an intraorally administered complete
aqueous extract of P. canariensis seed is superior to the
fractions obtained from this extract against some indicators of
MS such as hypertriglyceridemia and increased WC and LI,
observed in Wistar rats as a result of the addition of fructose
in food and drinking water. This study provides evidence for
and supports the general idea that the complete mixture of
substances contained in the natural form of some plants
improves effectiveness in the treatment of clinical entities
that, as in MS, have multiple physiopathological
manifestations. The preventive and palliative effects of the
complete aqueous extract of P. canariensis seed in addition to
the large concentrations of protein, essential amino acids, and
unsaturated fatty acids that it contains make this plant a good
prospect for studies in humans in order to substantiate its
clinical utility.
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11.2. ANEXO B. Semillas de Phalaris canariensis L.

Antes de 1997, las semillas de P. canariensis no eran un cereal viable para el consumo, como
cereal, para el humano debido a la presencia de espiculas, que recubren a la semilla, las cuales,
son muy irritantes al entrar en contacto con la piel o los pulmones y se relacionaban con cancer
de esofago. Diversos trabajos fueron realizados para intentar remover las espiculas de estas
semillas, empleando diversos métodos tanto mecanicos como quimicos, pero sin resultados
contundentes; no fue hasta los afios 90 que se desarrolld un cultivo desarrollado mutagénesis,
que permitié eliminar totalmente las espiculas y, con esto, evitando los efectos toxicos
presentados con anterioridad (Abdel-Aal et al, 2010).

Micrografias de las semillas completas, utilizadas en el estudio y, cortes histolégicos, muestran
la ausencia de espiculas o restos de estas en la zona de la aleurona y subaluerona; asi como
también el endospermo amilaceo con granulos de almidén de diferentes tamanos, que concuerda

con el reportado para esta especie (Abdel-Aal et al, 2011).

Fig. XIll. Fotografia de las semillas completas de Phalaris canariensis (a). Micrografias en campo claro que muestran las regiones
aleurona/subaleurona (b) y endospermo amilaceo (c). Imagenes tomadas por el Dr. Miguel Angel Contreras (24 de febrero de
2011).
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11.3. ANEXO C. Marcha fitoquimica

El estudio sistematico de un extracto vegetal con usos populares o descripciones de toxicidad
pueden realizarse desde diferentes enfoques: etnofarmacoldgico, farmacolégico, microbioldgico,
toxicoldgico y fitoquimico. Este ultimo tiene como finalidad aislar e identificar los diferentes tipos
de compuestos que biosintetiza la planta (los que podran tener o no alguna actividad o toxicidad),
y recibe el nombre de screening fitoquimico, tamizaje fitoquimico, marcha fitoquimica o estudio

fitoquimico sistematico.

El estudio basado en una marcha fitoquimica, consiste en efectuar una extraccién (del material
previamente colectado, secado y molido) que permita obtener la mayor parte de los
constituyentes quimicos (extracto total o crudo o bruto). Para ello se debe utilizar un solvente
universal que solubilice (y cosolubilice) la mayoria de los compuestos, siendo los mas utilizados
el metanol y el etanol Posteriormente el extracto total se puede fraccionar mediante un cambio
de pH, particidon con solvente de menor polaridad (acetato de etilo, cloroformo etc.), obteniéndose
una serie de fracciones sobre las que se realizan ensayos que permitiran obtener datos sobre

los grupos fitoquimicos presentes.
La marcha fitoquimica debe de cumplir con los siguientes requisitos:

- Debe ser simple y rapida.

- Debe ser reproducible.

- Utilizar equipos sencillos.

- Ser relativamente sensible y especifica para la o las sustancias a detectar.
- Dara informacion adicional sobre los grupos detectados.

- Sera cualitativa y semicuantitativa.

Los datos positivos obtenidos en general no ofrecen dudas, salvo en el caso de falsos positivos.
Un resultado negativo puede resultar necesario asegurarlo considerando que tal vez no se ha
realizado un perfecto fraccionamiento, teniendo en cuenta las posibles variaciones estacionales
y ecolégicas de la planta, y la metodologia de la extraccién que puede no haber alcanzado a

extraer todos los componentes sobre todo si se hallan en muy baja concentracion.
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Metodologia
1. Saponinas.

Tomar 1 mL de los extractos y colocarlos en tubos de ensayo agregar agua caliente, esperar
durante 15 a 30 minutos, agitar vigorosamente durante 3 a 5 min. La formacion de espuma con
apariencia de panal de abeja, estable por unos 30 minutos, se considera positiva. (Dominguez,
1973)

2. Polifenoles (General)

Colocar 0,5 mL del extracto en un tubo de ensayo, agregando 5 gotas de reactivo de Folin y 2
gotas de Na>COs al 7.5 %. Si presenta coloracion amarilla no existen fenoles, coloracion verdosa
hay fenoles en baja cantidad, coloracion azul clara hay fenoles en cantidad moderada y

coloracién azul intensa presentan fenoles en altas cantidades.
3. Taninos (hidrolizables y condensados)

Hidrolizables: Agregar 0.5 mL de los extractos y 0.5 mL de etanol en un tubo de ensayo,
posteriormente agregar 3 mg de nitrito de sodio y tres gotas de acido acético glacial. La coloracion

de rosa a café se considera positiva.

Condensados: Tomar 2 mL de los extractos, mezclar con 2 mL de butanol, agitar y esperar a la
separacion de fases. Transferir la fase superior (butanol) a un tubo de ensaye, agregar 0.5 mL
de acido clorhidrico y calentar a la flama suavemente. La coloracion inicial roja y si al agregar

NaHCO3; cambia a azul se considera positiva.
4. Flavonoides
Shinoda b

Agregar 1 mL de los extractos y un trocito de viruta de magnesio amalgamado, con unas gotas
de acido clorhidrico concentrado (desprendimiento de hidrogeno gaseoso). La aparicion de
colores que van del amarillo a rojo indica la presencia de una flavanona, el color magneta indica
la presencia de un dihidroflavanol y la coloraciéon magenta, violeta o azul indican la presencia de
Dihidrochalconas. Si no presentan color podria tratarse de Isoflavonas, clalconas o auronas.
(Fragoso, 2001).
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Hidroxido de sodio

A 1 mL de los extractos, agregar unas gotas de hidroxido de sodio diluido. La aparicién de
colores amarillo o naranja se considera indicativa de la presencia de flavonoides. (Fragoso,
2001)

5. Fenilpropanoides

Colocar 1 mL de los extractos en el tubo de ensaye y agregar 2 mL de acido clorhidrico 0,5 N, 2
mL de nitrito de sodio al 10 % (reactivo de arnow) y finalmente agregar hidréxido de sodio 2 N.
Se considera positiva si presenta coloracién naranja y al agregar NaOH Cambia de naranja a

rosa o purpura.
6. Antraquinonas

Colocar 0.20 g de los extractos y agregar 5 mL de cloroformo, agitar por 5 min y dejar reposar
durante 15 min. Filtrar y agregar 1 mL de hidréxido de sodio al 5 % en agua. La reaccion es

positiva si la fase acuosa es de color rojiza.
7. Terpenos/esteroides (Reaccion de Lieberman-Burchard)

Agregar 1 mL de los extractos en 1 mL de cloroformo. Agregar resbalando por las paredes del
tubo, 1 mL de anhidrido acético y se deja reposar en frio. La aparicion de colores rojo, rosa,
verde, purpura o azul en la interfase cuando se afade 1 o 2 gotas de acido sulfurico

concentrado, se considera positiva (Fragoso, 2001).
8. Carotenoides

Agregar 0.5 mL de los extractos en un tubo de ensaye, mezclar con cloroformo y agregar
cuidadosamente 1 mL de acido sulfurico concentrado, dejar reposar en frio. Si la interfase

presenta coloracion roja o azul es positiva la reaccion.
9. Alcaloides

Agregar a 0.5 mL de los extractos acido clorhidrico, agitar vy filtrar, hasta que el filtrado sea
completamente transparente. El filtrado se ensaya con los reactivos para alcaloides; Mayer y
Dragendorff,. Se considera como reaccion positiva, la prueba en las que aparece un precipitado
(Dominguez, 1973).
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10. Cumarinas

Agregar 2 mL de extracto en un tubo de ensaye, tapar con papel impregnado de solucion diluida
de hidroxido de sodio, llevar a bafio Maria durante 10 min. Remover el papel filtro. Si el papel

exhibe puntos fluorescentes bajo luz U.V. se considera positiva la reaccién (Fragoso, 2001).
11. Antocianidinas

Colocar 0.5 mL de los extractos en un tubo de ensaye. Agregar 1 gotas de acido clorhidrico
concentrado, agitar y agregar 0.5 mL de hidréxido de sodio al 20 %. Se considera positiva la

reaccion si se vuelve incolora o presenta color morado.
12. Amino4acidos

Colocar 0.5 mL de los extractos en un tubo de ensaye, agregar de 3 gotas de reactivo de
ninhidrina. Calentar a bafio Maria, hasta la reduccion de volumen a 1/3 del total. Se considera

positiva la reaccion si presenta coloracién violeta, azul o rosada.
13. Azucares no reductores
Reaccion de Seliwanoff

A 1.0 mL de los extractos, agregar 1 mL de acido clorhidrico concentrado calentar suavemente
y agregar 1.5 mg de resorcinol. Colocar la mezcla a bafio Maria de 2-10 min. Coloracién naranja

0 rojo cereza se considera positiva la reaccion.
14. Acidos grasos
Saponificacién

Colocar 1 mL de los extractos, 1 mL de etanol y 0,5 mL de hidroxido de sodio al 40%, calentar
suavemente. Agregar unas gotas de acido sulfurico. Si presenta enturbiamiento (liberaciéon de

acidos grasos) se considera positiva la reaccion.
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15. Almidones

Pesar 5 mg de muestra, agregar 2 mL de agua destilada y de 2-3 gotas de lugol recién preparado.

Si se presenta una coloracion azul es positiva la reaccion.
16. Glucésidos cianogénicos
Reaccion de Grignard

Colocar 0.5 g 0 2 mL de los extractos en un tuvo grande agregar 1 mL de agua, agregar una
gota de cloroformo (favorece la reaccidén enzimatica). Colocar una tira de papel filtro
previamente humectado y secado con una mezcla de acido picrico al 0.5 % y carbonato de
sodio al 5 % en solucidn, sin que toque los bordes del tubo la tira de papel y cerrarlo. Calentar

en estufa a 35 °C durante 24 h. Un color rojo o rosa se considera positivo. (Fragoso, 2001)

Resultados

Cuadro XIV. Resultados de la marcha fitoquimica del extracto acuoso de las semillas de P. canariensis.

Extracto  Extracto Extracto

Prueba Hexanico Metanolico Acuoso Control positivo

Saponinas - - - n.d

Polifenoles - + + Té verde (azul intenso), Quersetina (verde)
Taninos

Hidrolizables - - - Té verde (café)

Condensados - - - Guazuma (proantocianidina b y c)
Flavonoides - - - Quersetina (flavona)
Fenilpropanoides - - - Noradrenalina
Antraquinonas - - - n.d
Terpenos/esteroides + - - Dexametasona
Carotenoides - - - Licopeno
Alcaloides - - - Berberina
Cumarinas - - - 4-hidroxicumarina
Antocianidinas - - - Cianidina-3-glucosido
Aminoacidos - + + L- arginina
Azucares no reductores - + + Sacarosa
Acidos grasos (saponificacion) + - - Aceite de maiz
Glucdsidos cianogénicos - - - n.d
Almidones - - + Almidén

Reaccion: Positiva (+); Negativa (-); n.d: no disponible.
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