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1. RESUMEN

ANTECEDENTES.- El sindrome metabdlico (SM) es una constelacion de
padecimientos entre los que se encuentra la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2
(DM2), la hipertension arterial (HTA), la hipercolesterolemia, entre otros. En
México, el SM presenta una alta morbilidad y mortalidad, sobre todo
cardiovascular. Actualmente no existe un farmaco especifico que comprenda el
tratamiento en conjunto de los padecimientos incluidos en el SM, y los ahora
existentes inducen efectos colaterales adversos. La especie vegetal Smilax
aristolochiifolia Mill. (Smilacaceae) conocida como Zarzapariilla es utilizada por la
medicina tradicional mexicana para bajar de peso en localidades de Morelos y
Veracruz, donde se prepara una bebida refrescante de la raiz. Por lo que, esta
planta es considerada como una especie GRAS (Generally recognized as safe).
OBJETIVO.- Evaluar el efecto farmacoldgico del extracto acetdnico y fracciones
de la especie vegetal Smilax aristolochiifolia Mill, sobre las alteraciones vasculares
derivadas del estado inflamatorio y oxidante que se presentan en el sindrome
metabdlico. MATERIAL Y METODOS.- Se indujo SM en ratones C57/BL/6 por
administracion de una dieta hipercalorica (DHC) y la administracion de AGll i.p., se
utilizaron ratones machos cepa C57/BL/6 recién destetados, fueron distribuidos
aleatoriamente en 8 grupos de tratamiento de 10 animales c/u: Grupo 1. Testigo
(DN): recibi6 dieta estandar para roedores, Grupo 2: Dieta Hipercalérica (DHC),
Grupo 3: DHC+AGII (0.1ug/kg), Grupo 4: DHC+AGlII+Pioglitazona+Telmisartan (10
mg/kg), Grupo 5: DHC+AGII+Ace-Sa (25 mg/kg), Grupo 6: DHC+AGII+F1 (25

mg/kg), Grupo 7: DHC+AGII+F2 (25 mg/kg), Grupo 8: DHC+AGII+F3 (25 mg/kg).



El tratamiento durd veinte semanas, los grupos 1 y 2 unicamente recibieron la
dieta durante todo el experimento, a partir del grupo 3, recibieron diez semanas
solo DHC y posteriormente la DHC mas la AGII i.p., y por v.o. los diferentes
tratamientos (farmaco, extracto Ac-Sa o Fracciones). El peso de los animales
experimentales y el consumo de alimento se monitorearon una vez por semana
obteniendo las siguientes variables: Densidad corporal, triglicéridos en plasma,
citocinas en rifidn y tejido adiposo, curva de tolerancia a la insulina y presion
arterial. Los datos fueron analizados aplicando ANOVA con una posprueba de
Tukey, fijando una p < 0.05 como criterio de significancia estadistica.
RESULTADOS.- Los ratones (testigo) mostraron un incremento de peso
dependiente en el aumento de tejido magro, alcanzando un valor de la densidad
del cuerpo de 1.05 + 0.02 g/ml. En los grupos con HCD o HCD + AGII se observo
una disminucién significativa de la densidad del cuerpo respecto al grupo con dieta
normal (*p < 0.05). El grupo de ratones tratados con F2 disminuyendo los niveles
de triglicéridos siendo inferiores a DHC + AG IlI, y no tuvieron diferencias
estadisticamente con el grupo de dieta normal, mientras que en el grupo con Pio +
Tel, no disminuyé este parametro respecto al grupo control Il. Todos los
tratamientos de S. aristolochiifolia disminuyeron el parametro de resistencia a la
insulina reduciendo el valor de los datos de AUC, que fueron estadisticamente
diferentes para el grupo con el dafio (p < 0.05). Respecto a la presion arterial (PA)
se observd que los grupos de ratones con DHC o DHC + AGII, mostraron un
aumento sustancial y estadisticamente significativo en ambos casos, en
comparacion con el grupo de dieta normal (p < 0.05), este incremento fue

controlado con la administracion de diferentes grupos animales con extracto (Ace-
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Sa) y fracciones (F1, F2 y F3) de S. aristolichiifolia; por lo tanto, se pudo observar
una disminucion significativa de la PA. En los niveles de citocinas se observo una
disminucién de las condiciones pro-inflamatorias, como sucedid con el tratamiento
de control positivo. La respuesta del tejido adiposo en tratamientos con DHC y
DHC + AGII, tuvieron un efecto similar a la respuesta pro-inflamatoria. El
tratamiento de control positivo no fue capaz de reducir la respuesta pro-
inflamatoria en el tejido adiposo, en contraste con los ratones con tratamientos de
S. aristolochiifolia, que si la disminuyeron, aunque la fraccion F3 lo hizo en menor
medida. CONCLUSIONES.- El| extracto acetonico de Smilax aristolochiifolia Mill y
la fraccion F2 derivada de la extraccion cloroférmica de éste, disminuyeron
significativa y estadisticamente la obesidad, la resistencia a la insulina, el nivel
sérico de triglicéridos, la hipertension arterial y el proceso inflamatorio de los
ratones expuestos a dieta hipercaldrica y angiotensina Il; por consiguiente, el
extracto y las fracciones con (N-trans-feruloil-tiramina) NTF son opciones viables

para el tratamiento de la sintomatologia asociada a SM.



2. ABSTRACT

Metabolic syndrome (MS) is a group of conditions such as obesity, type 2 diabetes
mellitus (DM2), arterial hypertension (AHT), and hypercholesterolaemia, among
others. In Mexico, the MS presents a high rate of morbidity and mortality, mainly
related to cardiovascular diseases. Nowadays there is not a specific drug for the
treatment of all MS conditions together, and those available now lead to adverse
side effects. Vegetal species Smilax aristolochiifolia Mill. (Smilacaceae), also
known as sarsaparille ("zarzaparrilla" in Spanish), is used in the traditional Mexican
medicine to lose weight, especially in some towns in Morelos and Veracruz, where
a refreshing drink from this root is commonly prepared. For this reason, this plant is
considered as a GRAS (Generally recognized as safe) species. OBJECTIVE.- To
evaluate the pharmacological effects of acetonic extract and fractions from Smilax
aristolochiifolia Mill. vegetal species on the vascular disorders derived from the
inflammatory and oxidizing conditions present in the MS. MATERIAL AND
METHODOLOGY.- MS was induced in male C57/BL/6 mice by administrating a
high calorie diet (HCD) and AGII via the intraperitoneal route (IP). The recently
weaned mice were randomly distributed in 8 treatment groups of 10 animals each:
Group 1.- Basal (ND): standard rodent diet. Group 2.- High calorie diet (HCD).
Group 3.- HCD + AGII (0.1mg/kg). Group 4.- HCD + AGII + Pioglitazone +
Telmisartan (10 mg/kg). Group 5.- HCD + AGII + Ace-Sa (25 mg/kg). Group 6.-
HCD + AGII + F1 (25 mg/kg). Group 7.- HCD + AGII + F2 (25 mg/kg). Group 8.-
HCD + AGII + F3 (25 mg/kg). The treatment lasted twenty weeks. Only groups 1

and 2 received the diet during the whole experiment; the others received HCD for
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ten weeks and then HCD plus AGII IP, and the different treatments (drug, Ace-Sa
extract or fractions) orally. The experimental animal's weight and the food
consumption were monitored once a week obtaining the following variables: Body
density, plasma triglycerides, kidney cytokines and adipose tissue, insulin
tolerance curve and blood pressure. The data were analyzed using ANOVA and
Tukey post-test, fixing a p < 0.05 as statistic significance criterion. RESULTS.- The
mice showed a weight increase depending on the lean tissue increment, reaching
a body density of 1.05 £ 0.02 g/ml. In the groups with HCD or HCD + AGII there
was a significant decrease of body density with respect to the group on a normal
diet (*p < 0.05). The group of mice treated with F2 presented a decrease of
triglyceride levels, the latter being inferior than HCD +AGll, and there were no
statistic differences in regards to the group on the normal diet, while the group with
Pio + Tel did not present a decrease in this parameter with respect to control II
group. All the treatments with S. aristolochiifolia diminished the insulin resistance
parameter reducing the value of AUC data, which were statistically different for the
group with damage (p < 0.05). In relation to the arterial pressure (AP), the groups
of mice with HCD or HCD + AGII showed an important and statistically significant
increase in both cases, in comparison to the group on a normal diet (p < 0.05).
This increment was controlled by administrating Ace-Sa extract and F1, F2 and F3
fractions from S. aristolochiifolia to different groups of animals. Therefore, a
significant PA decrease could be observed. There was also a decrease of pro-
inflammatory conditions in the cytokine levels, as it happened with the positive
control treatment. The response of the adipose tissue in treatments with HCD and

HCD + AGII had an effect similar to the pro-inflammatory response. The positive
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control treatment was not able to reduce the pro-inflammatory response in adipose
tissue, in contrast with S. aristolochiifolia treated mice, which did present a
reduction, although fraction F3 did it in a lower degree. CONCLUSIONS.- Smilax
aristolochiifolia Mill. acetonic extract and fraction F2 obtained by chloroform
extraction diminished obesity, insulin resistance, triglyceride serum levels, arterial
hypertension and the inflammatory process to a significant and statistical extent in
mice exposed to a HCD and angiotensin Il. Consecuently, the extracts and
fractions containing (N-trans-feruloyl-tyramine) NTF are viable options for the

treatment of the symptomatology associated to MS.



3. INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SM) es una situacion clinica poligénica y mulifactorial que
se relaciona intimamente con otras alteraciones como son: disfuncién endotelial,
inflamacion y estrés oxidante, asociado a la expresion de NF-kB, que estimula la
liberacion IL-13, TNFa e IL-6, provocando aterosclerosis por infiltracion de
monocitos, alteracion en el metabolismo de la glucosa, y los lipidos, etc.; diversos
estudios han relacionado al SM con DM2, obesidad visceral y enfermedad
cardiovascular. Un factor que desencadend el aumento en el SM fue el
establecimiento de la industrializacion en las sociedades occidentales, que
provocé cambios en el estilo de vida como: disminucion del ejercicio fisico y el
consumo de una dieta alta en calorias, rica en grasa y pobre en fibra dietética. Y
por otro lado, desde el punto de vista evolutivo, el hombre ha desarrollado un
genotipo ahorrador, que asegura los cambios metabdlicos necesarios para
acumular glucogeno muscular vy triacilglicéridos en el tejido adiposo previniendo
los periodos de escasez. Asi que, los cambios en los patrones de consumo y la
carga genética hacen que el periodo de abundancia pueda provocar un conjunto
de trastornos que favorecen la aparicion del SM. Esta alteracién metabdlica resulta
en obesidad, asociada con dislipidemia e hipertrigliceridemia, resistencia a la
insulina y consecuentemente con diabetes y el dafo vascular que deriva en
hipertension; este escenario se ha asociado con un aumento en el riesgo de
muerte cardiovascular prematura, debido al impacto que tienen en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, cerebrovaculares e insuficiencia renal. Las

enfermedades cardiovasculares representan una de las causas mas frecuentes de



morbilidad y mortalidad a nivel mundial. En nuestro pais, las enfermedades
cardiovasculares en conjunto son la primera causa de mortalidad general. Por
consiguiente al haber crecido de manera acelerada la incidencia de obesidad en
las ultimas décadas, se ha convertido en uno de los principales problemas de
salud publica en el mundo, especialmente por el aumento del riesgo
cardiovascular que tiene asociado.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que mas de 2.8 millones
de personas mueren cada afo en el mundo a causa del sobrepeso y obesidad.
Por lo que la OMS ha calificado el padecimiento como “la epidemia del siglo XXI” a
raiz de que algunos estudios han registrado el aumento de la frecuencia de la
obesidad en la poblacion de todas las edades y de que tal incremento no es
exclusivo de los paises econdmicamente desarrollados, como inicialmente se
penso, sino que afecta a otras naciones con menor desarrollo, como lo es el caso
de México y del resto de paises de América Latina.

El tratamiento del SM no es especifico, va desde la modificacion en el estilo de
vida con una dieta hipocaldrica y una mayor actividad fisica, acompafado de un
tratamiento farmacolégico que tendra que ser una polifarmacia que vaya desde
aquellos farmacos que ayuden a la reduccién de peso como (Orlistat que inhibe la
lipasa pancreatica y la absorcion de grasa en el intestino), hipoglucemiantes orales
(Metformina), sensibilizadores a la accion de la insulina (glitazonas), inhibidores de
la alfa glucosidasa, secretagogos, antihipertensivos inhibidores de los receptores
AT1 de la angiotensina Il (telmisartan), inhibidores de la ECA, diuréticos, ademas
de hipolipemiantes como estatinas, entre otros. Debido a que no existe una terapia

farmacoldgica integral para el tratamiento SM, es pertinente explorar alternativas
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entre las que se encuentran los metabolitos propios de especies vegetales.
Diferentes tipos de Smilax poseen actividad anti-inflamatoria, por inhibir a la
lipoxigenasa (Khan y col., 2009; Shu y col., 2006). Compuestos fendlicos como los
flavonoides y fenil-propanoides, provenientes de estas especies, poseen efecto
inmunomodulador y antioxidante (Yi y col., 2008; Zhang y col., 2008; Lee y col.,
2001), saponinas esteroidales de Smilax china son anti-inflamatorias por inhibir la
COX-2 y TNFa en macrofagos aislados de raton (Shao y col., 2007). El extracto
acuoso de S. china L. induce la diferenciacion de adipocitos a fibroblastos
dependiente de la activacién de PPARY, que también participan en la homeostasis
de la glucosa y la regulacion del proceso inflamatorio en los adipocitos. En México,
Smilax aristolochiifolia tiene antecedentes de uso empirico como hipoglucemiante
(Andrade-Cetto 2005) y para bajar de peso. En localidades de los Estados de
Morelos y Veracruz se produce el extracto que se comercializa para la preparacion
de una bebida refrescante de la raiz, llamada “cerveza de raiz”. Por lo que esta
planta es considerada como una especie GRAS (Generally Recognized As a
Safe); sin embargo, no se cuenta al momento con estudios famarcoldgicos ni
fitoquimicos para esta especie, por lo que el objetivo del presente trabajo es
demostrar que Smilax aristolochiifolia posee compuestos quimicos capaces de
contrarrestar algunos de los padecimientos del SM. Tal evidencia coloca a Smilax
aristolochiifolia como una especie con altas posibilidades de incidir en los
mecanismos celulares involucrados en el desarrollo de SM. La especie vegetal
(raiz) se colectdo en el estado de Veracruz, de la cual se obtuvo el extracto,

fracciones y compuesto, mismos que se evaluaron farmacolégicamente en las



alteraciones vasculares derivadas del estado inflamatorio y oxidante que
presentaron los animales en el modelo de SM.

La estrategia experimental fue la siguiente: Para provocar SM en los animales
cepa C57/BL a experimentar se utilizé un modelo con dos factores: a) consumo
dieta hipercaldrica, (dieta con alto contenido en carbohidratos y grasas) elaborada
en el laboratorio de farmacologia en el CIBIS Xochitepec, Morelos, para aumentar
el nivel de leptina, citocinas pro-inflamatorias y angiotensinégeno, resistencia a la
insulina con hiperglucemia cronica y dislipidemia con reclutamiento de células
inflamatorias como macrofagos, neutréfilos y células dendriticas en tejido adiposo
blanco; asimismo el modelo b) administracion cronica de angiotensina Il (AGII),
para sobre-estimular al Sistema-Renina Angiotensina-Aldosterona (RAAS), para
elevar el nivel de AGIl y estimular con ello la produccidén de especies reactivas de
oxigeno a través de NAPDH-oxidasa (NOX), que convierte al oxigeno (O2) en
radical superdxido (O27). EI Oz, consume al 6xido nitrico (ON, vasorrelajante)
disponible, generando peroxinitrito (ONOO™), que convierte no enzimaticamente al
acido araquidonico en prostaglandinas y tromboxanos (vasoconstrictores y pro-
inflamatorios). El agotamiento de ON también incrementa la expresion NF-kB lo
que aumenta el nivel de moléculas de adhesiéon ICAM y VCAM (que provocan el
reclutamiento vascular de células pro-inflamatorias) y la actividad de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) para continuar con el aumento de AG I,
estableciendo un circulo vicioso. Una vez establecido el SM experimental se
aplicaron tratamientos con el extracto, fracciones y compuesto obtenidos de la raiz

de Smilax aristolochiifolia; todos los tratamientos se administraron por via oral,
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tanto los tratamientos experimentales como los controles positivos, que
consistieron en antihipertensivos y sensibilizadores de la insulina. Los tratamientos
duraron 20 semanas, el peso de los animales y el consumo de alimento se
monitoreo, al final del experimento, se obtuvieron las siguientes variables: curva
de tolerancia a la insulina, presion arterial, glucosa en ayuno, densidad corporal y
triglicéridos.

Los resultados indican que la dieta hipercalorica y la AG Il inducen dafio
metabdlico evidenciado por una elevacion del peso corporal, aumento en el indice
de masa corporal, aumento significativo de la presion arterial, indice elevado de
glucemia y resistencia a la insulina. Indicando que el modelo cumple con las
consideraciones patolégicas del SM. De manera importante los animales tratados
con pioglitazona, telmisartan, asi como con N-trans-feruloil-tiramina, disminuyeron
de manera significativa (p <0.05) la obesidad, Rl e HTA, en comparacion con el
grupo que desarrollo SM.

Este trabajo se inscribe en el desarrollo de nuevos medicamentos utilizando
extractos estandarizados de plantas. El centro CIBIS tiene un rol de vanguardia en
Latinoamerica, siendo las enfermedades crénico degenerativas un problema de
salud publica en México, como se comentd, se considera de gran importancia el
desarrollo de un fitomedicamento integral con base en el extracto estandarizado
de Smilax aristolochiifolia. El paradigma que sustenta dicho desarrollo del
fitomedicamento es el disefio de un recurso terapéutico que contiene una mezcla
de compuestos activos, los cuales pueden contrarrestar un cuadro fisiopatologico
complejo, de tal forma que el efecto farmacoldgico resulte de la sinergia que se

establezca entre ellos, coadyuvando al fortalecimiento de la salud publica.
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4. ANTECEDENTES

El sindrome metabdlico (SM) es una entidad clinica compleja, poligénica y
multifactorial, que puede aparecer de forma simultanea o secuencial en un mismo
individuo, con desordenes metabdlicos que incluyen obesidad visceral,
dislipidemia aterégena, hipertension arterial sistémica (HAS), tolerancia alterada a
la glucosa en ayuno (IFG), intolerancia a la glucosa (IGT) o diabetes mellitus tipo 2
(DM2) hasta un estado de Disfuncion Endotelial (DE) que se asocia con un mayor
riesgo de padecer ateroesclerosis e incrementan la morbimortalidad de
enfermedades cardio y cerebrovasculares (Suzuki, 2008), padecimientos que se
encuentran entre las primeras causas de muerte en nuestro pais (INEGI, 2012)

como se muestra en la Tabla 1.

Tabla1. Principales causas de mortalidad en México en el 2012.

Principales causas Defunciones

Total 602354
Enfermedades del corazon ® 109309
Enfermedades isquémicas del corazon 74057
Diabetes mellitus 85055
Tumores malignos 73240
Accidentes 37727
De trafico de vehiculos de motor 17098
Enfermedades del higado 33310
Enfermedad alcohdlica del higado 12540
Enfermedades cerebrovasculares 31905
Agresiones 25967
Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas 18532

Influenza y neumonia 15734
Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal ° 14391
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Dificultad respiratoria del recién nacido y otros trastornos 6372
respiratorios originados en el periodo perinatal

Insuficiencia renal 11955
Malformaciones congénitas, deformidades y anomalias 9414
cromosomicas

Desnutricion y otras deficiencias nutricionales 7730
Lesiones autoinfligidas intencionalmente 5549
Bronquitis crénica y la no especificada, enfisema y asma 5172
Enfermedad por virus de la inmunodeficiencia humana 4974
Septicemia 4516
Anemias 3647
Enfermedades infecciosas intestinales 3347
Ulceras gastrica y duodenal 2496
Sintomas, signos y hallazgos anormales clinicos y de 10656
laboratorio, no clasificados en otra parte

Las demas causas 87728

Fuente: INEGI, 2012

4.1.Criterios de Diagnéstico para el Sindrome Metabdlico
Actualmente existen diferentes definiciones o criterios de diagnostico para el SM
emitidas por diferentes organizaciones internacionales, estas definiciones aunque
comparten varias caracteristicas, también incluyen diferencias importantes. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1998 introdujo los siguientes criterios
diagndsticos: uno o varios marcadores de resistencia a la insulina (RIl) y mas de
dos factores de riesgo adicionales. Un aspecto central en la definicion del SM
propuesta por la OMS es la descripcion bioldgica y fisiologica de la RI, y otros
factores como obesidad, hipertension, hipertrigliceridemia, disminucién de C-HDL
o microalbuminuria (ver cuadro 2). En 2001, la definicion del Programa de
Educaciéon Nacional para el Colesterol, Panel Il de Atencion al Adulto (Por sus
siglas en inglés, National Cholesterol Education Program, Adult Treatment Panel
IIl NCEP ATPIIl), propuso que se requerian tres de cinco factores: obesidad
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abdominal, hipertriglicéridemia, disminucién de C-HDL, hipertension arterial y
aumento de glucemia en ayuno, como se muestra en el cuadro 2. La definicion de
la Federacion Internacional de Diabetes (por sus siglas en inglés International
Diabetes Federation IDF) en 2005 retoma los criterios clinicos propuestos por la
ATP lll, pero consideran como factor diagnostico mas importante el perimetro de
la cintura y hacen hincapié en las diferentes medidas antropométricas presentes
en cada una de las razas, considerando varios puntos de corte como se muestra
en el cuadro 3. La presentacién mas reciente de criterios para el SM fue realizada
por la Asociacidon Americana del Corazon/ Instituto Nacional del Corazéon, Pulmén
y Sangre (por sus siglas en inglés American Heart Association / National Heart,
Lung and Blood Institute AHA/NHLBI) y resultan de la modificacion de los criterios
presentados por la ATP lll y la IDF; éstos son sencillos de utilizar, cabe sefalar
que entre las diferencias que pueden observarse esta la glucosa en ayuno la cual
en el ATP IIl es mayor de 110 mg/dL y en esta presentacidn indica un nivel de

glucosa en ayuno mayor de 100 mg/dL (Tabla 2).
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Tabla 2. Criterios de definicidon del Sindrome metabdlico.

Parametros WHO EGIR ATP-lII AACE IDF AHA/NHLBI
Clinicos
Resistencia IGT, IFG, DM2 o Insulina plasmatica | Ninguno pero 3 de ITG o IFG mas ITGOIFG Ninguno pero tres
alainsulina baja sensibilidad a mayor a la percentil | los siguientes 5 cualquiera de los de los siguientes

la insulina, mas dos
de los siguientes
criterios:

75 mas 2 de los
siguientes criterios

criterios:

siguientes basado
en juicio clinico

criterios:

Peso Corporal

Hombres: radio de
cintura > 90 cm,
Mujeres: radio de
cintura > 80, IMC >
30 kg/m?

Circunferencia de
cintura 294 cm en
hombres y = 80 cm
en mujeres

Circunferencia de
cintura 2 102 cm en
hombres y = 88 cm
en mujeres

MC = 25 kg/m”

Circunferencia de
cintura elevada mas
dos de los
siguientes criterios:

Circunferencia de
cintura 2 102 cm en
hombres y = 88 cm
en mujeres

Lipidos TG = 150 mg/dL TG = 150 mg/dL TG = 150 mg/dL TG =150 mg/dL y TG =150 mg/dL o TG 2 150mg/dl o en
C-HDL < 35 mg/dL C-HDL < 39 mg/dL C-HDL < 40 mg/dL HDL <40 mg/dL en | en tratamiento tratamiento
en hombres y < 39 en hombres y en hombresy <5.0 hombres o < 50 HDL < 40mg/dL en HDL < 40 mg/dL
mg/dL en mujeres mujeres mg/dL en mujeres mg/dL en mujeres Hombres o < 50 hombres y
mg/dL en mujeres HDL < 50 mg/dL
mujeres
Presion 2 140/90 mm Hg 2 140/90 mm Hg o = 130/85 mm Hg = 130/85 mm Hg =130 mm Hg =130 mm Hg
Arterial en tratamiento para sistolica y 85 mm sistolica y > 85 mm
HTA Hg de diastolica o Hg diastdlica o en
en tratamiento para | tratamiento para
HTA HTA
Glucosa ITG, IFG o DM2 ITG o IFG (pero no > 110 mg/dL ITGoIFG = 100 mg/dL = 100 mg/dL
DM) (Incluida la DM) (pero no DM) (incluida la DM) (incluida la DM)
Otros Microalbuminuria Otros datos de

Resistencia a la
insulina
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4.2. Epidemiologia

La epidemia de obesidad que se experimenta en México ha sido ampliamente
documentada a través de las ultimas encuestas nacionales. En el afio 2006, se
reportd que en adultos de 20 afilos o mayores la prevalencia de sobrepeso y
obesidad fue de 69.7%, lo que ubic6 a México como uno de los paises con mayor
prevalencia en la region de América y a nivel global (Barquera, et al., 2009)
Ademas, esta prevalencia aumentdé mas de 12% en tan solo seis afos, entre la
Encuesta Nacional de Salud (ENSA-2000) (Olaiz, et al., 2006) y la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion 2006 (ENSANUT 2006), (Jennings-Aburto, et al.,
2009), lo cual posicion6é a México como uno de los paises con mayor tendencia de
aumento de sobrepeso y obesidad en el mundo con un porcentaje anualizado de
incremento de alrededor de 2%.

Debido a que la obesidad es el principal factor de riesgo modificable para el
desarrollo de enfermedades cronicas no transmisibles como diabetes mellitus,
enfermedades cardiovasculares (OMS, 2000) (que son las dos principales causas
de mortalidad general en adultos mexicanos) y ciertos tipos de cancer, (Astrup, et
al., 2008), la obesidad ha sido reconocida como uno de los problemas de salud
publica mas importantes del pais (Stevens, et al., 20010). No obstante, hasta hace
muy poco se ha reconocido que la obesidad es un problema prioritario que
requiere de atencion y acciones intersectoriales inmediatas para mejorar la
prevencion, diagnostico oportuno y control en la poblacion (OMS, 2004).

En el mundo, la tendencia de la obesidad parece seguir en aumento, aunque

recientemente algunos investigadores sugieren que podria estar revirtiéndose en
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algunos grupos etareos (Olds, et al., 2011; Schneider, et al; 2010; Yanovski, et al;
2011). Desde 1988 hasta el afio 2012, con el analisis de las Encuestas Nacionales
ha sido posible caracterizar el problema de la obesidad para comprender su
magnitud, distribucidén, tendencias y asociacion con otros factores de riesgo y
enfermedades.

Esta informacion ha contribuido a que la obesidad sea ahora considerada

prioritaria en la agenda nacional de salud.

80.0 - 69.7% 71.3 66.8% 69.4 720 7.0
700 61.8* 24+ 30 59.5% - 8 64.1% 3.5 dl
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ENSA ENSANUT  ENSANUT ENSA ENSANUT  ENSANUT | ENSA ENSANUT  ENSANUT
2000 2006 2012* 2000 2006 2012* 2000 2006 2012+*
Total Hombres Muijeres
Sobrepeso Obesidad | M Obesidad Il Ml Obesidad IIl

* Diferencias estadisticamente significativas en relacién con la Encuesta Nacional de Salud 2012 (ENSANUT 2012), usando como punto de comparacion la
Encuesta Nacional de Salud 2000 (ENSA 2000) y la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006 (ENSANUT 2006).

Figura 1. Tendencias en las prevalencias de sobrepeso y obesidad en hombres y mujeres de 20
afos 0 mas participantes en la ENSA 2000, ENSANUT 2006 y ENSANUT 2012.* México.

El sobrepeso y la obesidad se han convertido en el factor de riesgo modificable
mas importante del pais. En la actualidad 71.3% de los adultos mexicanos padece
esta condicion, con una prevalencia ligeramente elevada en las mujeres. Por
grupo de edad la obesidad es mas frecuente en la cuarta y quinta décadas de la
vida. Si bien en encuestas anteriores se mostraban grandes diferencias por region,

localidad y escolaridad, estas diferencias parecen estar disminuyendo
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recientemente y en algunos casos tuvieron cambios notorios. Por ejemplo, la zona
del pais con mayor prevalencia de adultos con peso normal fue la region centro
(29.4%) y no la zona sur como se observaba en encuestas anteriores.

El IMC por arriba de 30 kg/m? (punto de corte que define obesidad de acuerdo con
la OMS) es ya el promedio nacional para el grupo de mujeres entre 40 y 59 afios.
Muchos otros estratos en el sexo femenino tienen 29 kg/m2 como promedio de
IMC (tercera década de la vida, region norte, localidad urbana, entre otros). En
hombres ningun subgrupo llegé a 29 kg/m2. Cuando se evalua adiposidad
abdominal por circunferencia de cintura, tanto los hombres como las mujeres se
encuentran en promedio por arriba DEL punto de corte de la IDF (=80 cm para
mujeres y 290 cm para hombres). El grupo con mayor circunferencia de cintura
promedio es el deadultos de 50 a 59 anos. Por estado de la Republica, todas las
entidades excepto cuatro tienen una prevalencia de obesidad abdominal por arriba
de 70%, y un estado del pais ya tiene una prevalencia de 80%. Si bien estos
puntos de corte tienen limitaciones, la similitud con la prevalencia de sobrepeso y
obesidad tanto en 2006 como en 2012 hace pensar que deben seguir utilizandose
como una herramienta de diagnostico rapido en la poblacion.

Al evaluar la tendencia en el ultimo periodo de encuestas (2006-2012) se puede
notar que el incremento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue
relativamente modesto (2.3%) comparado con el observado en el periodo anterior
(12.8%). Esto puede interpretarsecomo un resultado positivo dados los agudos

incrementos que se habian observado a partir de la década de los ochenta.

18



4.3.Fisiopatologia

El sindrome metabdlico (SM) es una entidad que implica multiples factores de
riesgo para el desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV) (Grundy et al.,
2005), es un conjunto de anormalidades en las cuales se incluyen la obesidad
abdominal, resistencia a la insulina (RI), hipertension (HTA) y dislipidemia, durante
las décadas pasadas el estudio del mismo para comprender su fisiopatologia ha
ido en aumento, probablemente relacionado con el interés de la obesidad,
diabetes y ECV como pandemias mundiales (Grundy et al., 2008). La patogénesis
exacta de esta enfermedad permanece dificil de explicar, sin embargo, la
evidencia actual crece dia a dia llevandonos al conocimiento de varios factores
metabalicos, celulares y moleculares que interactuan entre si como son la
dislipidemia aterogénica, elevacion de las cifras de tension arterial (TA) y glucosa,
estado proinflamatorio y tromboético, obesidad de predominio abdominal,
sedentarismo, dieta, factores genéticos, etc. (Després et al., 2008), por lo que se
considera al SM como un desorden poligénico.

El tejido adiposo es el regulador del balance de energia en el organismo, debido a
que es el encargado principal de almacenar el exceso de energia y segun las
necesidades liberarla. Esta regulacion depende del metabolismo de la glucosa y
los lipidos, la liberacion de citocinas (pro y antiinflamatorias), hormonas factores
de transcripcion y acidos grasos libres (AGL). En condiciones normales, la energia
que se captura de los alimentos debe ser equivalente a la que se consumio por el
organismo, pero cuando le ingreso de energia es mayor que la que se consume (1
energia de ingreso/| energia consumida = balance positivo) se desencadena la

obesidad. La obesidad es el resultado de un balance positivo de energia continuo,
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el cual induce la formacién de mayores depdsitos de energia en forma de
triacilglicéridos (TG) en el tejido adiposo y en otros (Ceriello y Motz, 2004,
Salmenniemi et al., 2004).

La obesidad esta asociada con un estado inflamatorio, crénico de baja intensidad,
gue activa al sistema inmune innato, que a su vez puede alterar la tolerancia a la
glucosa, contribuir al desarrollo de resistencia a la insulina y progresar a DM2 y
ECV. De acuerdo con esta hipoétesis, se ha demostrado que el incremento en la
concentracion plasmatica de proteina C reactiva (PCR), de fase aguda predice la
presencia de enfermedad coronaria, el SM, la DM2 y el desarrollo de las dos
ultimas.

En la actualidad existe un consenso incontrovertible sobre la asociacién etioldgica
que existe entre la inflamacion crénica de bajo grado y las enfermedades
metabdlicas y sus complicaciones (Devaraj et al., 2004). Las alteraciones del SM
son el resultado de la interaccion de diferentes factores (factores de riesgo
cardiometabalico) con el sistema inmunoldgico, modificandolo en las diferentes
vias antiinflamatorias y antitromboticas, dando lugar a lo que se ha llamado
“metainflamacion” (Hotamisligil, 2010).

La inflamacion es la respuesta que el sistema inmunolégico monta ante la
agresion a estimulos externos, puede ser aguda o cronica segun el tipo de
estimulo desencadenante y la efectividad de la respuesta inicial para eliminarlo.
Mientras que la inflamacién aguda es de instalacion inmediata y corta duracion, la
inflamacion cronica es de duracion prolongada y esta relacionada con la respuesta
de linfocitos y macrofagos, con la proliferacion de vasos sanguineos y con

disfuncion del endotelio, asi como fibrosis y destruccién tisular. EI SM resulta de

20



un proceso de inflamacion cronica y subclinica de bajo grado (Gonzalez-Chavez,
2010), donde incluso valores seéricos marcadores inflamatorios han sido
propuestos como parte de la definicion del SM. Entre los que se encuentran la
PCR, interleucina-6 (IL-6) (Mohanty et al., 2000), el inhibidor del activador del
plasminégeno 1(PAI-1) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Koh et al.,
2005).

La interrelacion de las vias metabdlicas con la inmundligicas es compleja y aun
estd en camino de ser completamente dilucidada. El sistema inmunoldgico
depende del metabolismo para obtener la gran cantidad de energia que la
respuesta inmune requiere. Por otro lado, el metabolismo de los macronutrientes
conlleva la oxidacidn de grandes moléculas con miras a obtener, y posteriormente
utilizar la energia quimica almacenada en los enlaces de alta energia de los
carbonos reducidos, lo que genera cierta cantidad de radicales libres, provocando
asi estrés de oxido reduccion.

La ingesta de macronutrientes por si misma tiene un potencial para generar
inflamacion en respuesta al estrés oxidante. Este desequilibrio inmunoldgico,
genera una gran cantidad de radicales libres por el reclutamiento y activacion de
macroéfagos y linfocitos, generando de esta forma un ciclo inflamatorio que se

perpetua a si mismo.

4.4. Adiposidad, Obesidad e Inflamacién
El adipocito controla la energia a través de la captura de AGL, su almacén en
forma de TG o su oxidacion hasta CO, y agua por medio de la (B-oxidacion. La

captura de los AGL depende de la actividad de la lipoprotein-lipasa enzima
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regulada positivamente por insulina y con gran expresion en tejido adiposo con
respecto a otros tejidos. En obesidad y Rl el efecto inductor de la insulina sobre la
lipoprotein-lipasa esta disminuido en el adipocito, en cambio en el musculo este
efecto esta aumentado, lo que favorece la acumulacion de grasa en este ultimo.

El almacén de triglicéridos dentro del adipocito se afecta en la RI. La esterificacion
de AGL necesaria para la sintesis de TG depende del abastecimiento de glicerol
3-fosfato derivado de la glucdlisis. Sin embargo, si la captura de glucosa esta
disminuida por la Rl la sintesis de TG también lo estara y por lo tanto los AGL
aumentaran dentro y fuera del adipocito. En estas circunstancias el adipocito
intenta remover los AGL por la B-oxidacion pero como flujo a través de esta ruta
esta limitado por la generacion de ADP (Adenoisin Difosfato) y éste a su vez por la
actividad metabdlica del adipocito, el exceso de AGL provoca el desacoplamiento
entre la B-oxidacion mitocondrial y la generacion de ADP. Asi, la B-oxidacion
puede continuar independientemente de la produccién de ADP. La disminucion de
la funcion mitocondrial reduce aun mas la habilidad de los adipocitos para
almacenar triglicéridos. Los farmacos que inhiben a la DNApolimerasa
mitocondrial e induce una reduccion de 50% del contenido de DNA mitocondrial en
los adipocitos, ocasionan una redistribucion de grasa periférica hacia el centro y
mayor riesgo del SM (Maassen et al., 2007). La grasa depositada en el musculo y
el higado provoca R, y la grasa circulante, disfuncion endotelial.

Ademas de las alteraciones en la captura, almacén y oxidacion de los AGL, el
patrén de secrecion de citocinas del tejido adiposo esta alterado en la obesidad.
Asi que, tejido adiposo lejos de ser un tejido dedicado pasivamente al almacén y

reserva energeética, desempefia una funcion preponderante en el equilibrio
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metabdlico e inflamatorio por medio de la secrecion de factores llamados
adipocinas. El estado patologico de acumulacion excesiva de tejido adiposo
(obesidad) implica la desregulacidn de este tejido, con un aumento en el numero y
tamano de los adipocitos, infiltracidn por células mononucleares y alteracion en la
regulacion de los vasos que lo irrigan.

Los adipocitos a semejanza de los macrofagos y las células T, tienen la capacidad
de activar el complemento y producir citocinas en estadios tempranos de su
diferenciacion también tienen una gran capacidad fagocitica que les permite
transformarse en células similares a macrofagos en respuesta a cierto estimulos.
Cabe hacer notar en este punto que el proceso inflamacion en el tejido adiposo
difiere de la inflamacion clasica en que la infiltracidn inicial por neutrofilos es
seguida primero, por infiltracion de macrofagos y posteriormente por linfocitos
(Nilolajczyk et al., 2011).

En la obesidad los adipocitos comienzan a secretar TNF-a, el cual estimula a los
preadipocitos para producir la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1)
(Devaraj et al., 2004), la misma proteina que el endotelio produce en respuesta a
ciertas citocinas (Wellen, Hotamisligil et al., 2003), con esto se reclutan los
macrofagos que infiltran al tejido adiposo.

En los macrofagos se encuentran el receptor gamma activado por proliferador de
los peroxisomas (PPAR-y), cuya activacion tiene propiedades antiinflamatorias
qgue lo han convertido en un atractivo blanco terapéutico, se reconocen dos tipos
de activaciéon de los macrofagos del tejido adiposo: tipo M1 también llamada
clasica y la M2 también conocida como alternativa. La adiponectina y la activacion

del PPAR favorecen el tipo de activacion 2, lo cual deriva en mayor sensibilidad a
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la insulina (Anderson et al., 2010). La obesidad favorece el tipo M1 que conduce a
la activacion inflamatoria desregulada y ésta lleva al SM.

Por otro lado, el incremento en la ingesta calorica propicia la expansién rapida del
tejido adiposo y al aumento de las concentraciones de acidos grasoso saturados
circulantes. Estos sirven de ligando para los receptores tipo Toll (TLR), que junto
con otros receptores de superficie activan cascadas de senalizacion que terminar
por activar el factor nuclear kappa beta (NF-«xB).

La desregulacion del tejido adiposo conlleva cambios en el numero, fenotipo y
localizacion de las células adipososas, activacidon de las células del sistema
inmune y cambios en las estructuras vasculares de dicho tejido, favoreciendo el
ambiente proinflamatorio; por otro lado, los (AGL) y las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) modificadas pueden interactuar con el sistema inmune para

contribuir a la inflamacién de bajo grado.

441. Adipocinas e inflamacién
El adipocito es capaz de producir multiples péptidos de senalizacion, llamados
adipocinas. Esta capacidad secretora del tipo adiposo se puede modificar por los
cambios generados por la obesidad, de los que se pueden mencionar a:
La adipsina, también conocida como factor D de complemento, es una proteasa de
serina que interactua con la produccidén de las proteinas C3 y factor B para la
produccion de la proteina estimulante de ascilacion (ASP), una proteina

plasmatica producida por los adipocitos que estimula la sintesis de triglicéridos.
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La leptina es una proteina de 167 aminoacidos que tiene una funcion fundamental
en la conexidn entre el estado nutricional y la respuesta inmune, tanto innata como
adaptativa, se produce principalmente en el tejido adiposo. Aunque también en
menor proporcion el musculo esquelético placenta y estomago (Matarese, 2000).
Emparentada estructuralmente con la IL-6, IL-11 e IL-12 la leptina modula la
activacion y proliferaciéon de linfocitos T, tiene efectos antapoptosicos en el linfocito
T , activa a los polimorfonuclares, promueve la quimiotaxis de neutrofilos potencia
la produccién de citocinas como IL-2, IL-12 e INF-y, polariza la respuesta TH1 al
inhibir la IL-10 e IL-4, estimula la proliferacién de monocitos y promueve que éstos
produzcan IL-6 Y TNF-q, todo lo cual estimula el ambiente proinflamatorio.

La adiponectina es una adipocina en general antiinflamatoria como lo de
demuestra al disminuir la funcidn y crecimiento macrofagicos, asi como su
capacidad de disminuir la accion del NF-kB.

En la obesidad la produccién de leptina esta aumentada, mientras que la de
adiponectina esta disminuida, con lo que estimula la infiltracion macrofagica del
tejido adipso (Xu et al., 2002). Los macrofagos reclutados expresan el PPAR, y y

producen TNF-a e IL-1[3, entre otros factores proinflamatorios.

4.5.Inflamacién y resistencia a la insulina
La insulina es una hormona pleiotrépica que regula el metabolismo energético y
esta estrechamente relacionado con el estado inflamatorio.
El receptor de la insulina pertenece a la familia de receptores tirosincinasa, las
vias de sefalizacidon intracelular implican dos vias principales: la del fosfatidil-

insitol 3 cinasa (IP3K), principal regulador del metabolismo de la glucosa y la de la

25



cinasa de proteina activada por Ras-mitdgeno (MAPK) que regula la expresion
génica e influye en el crecimiento y diferenciaciéon celular. Estas dos vias
confluyen en los sustratos del receptor de insulina (IRS), una familia conformada
por seis miembros, nominados de IRS a IRS-6. De ellos IRS.1 IRS-2, son
moléculas de sefializacion cruciales en la accion de la insulina y su inactivacion
produce resistencia a esta hormona. La accién de la insulina requiere la
fosforilacion de un residuo de tirosina del IRS-1 cuando fosforila. En cambio un
residuo de serina (en el que se encuentra en la posicion 307), la actividad del IRS-
1 y con él la accién de la insulina disminuye significativamente. Entre estas
cinasas de serina capaces de inactivar el IRS-1 se encuentra la cinasa 1 Kappa
beta (IxBB) (Arkan, 2005). En la via de NF-xB y a cinasa N-terminal de C-jun
(JNK) (Hirosumi et al., 2002). En la via JNK/AP-1. En el TNF-a citocina
proinflamatoria secretada predominantemente por esos monocitos y macrofagos,
activa el NF-kB.

Adicionalmente, hay otros inhibidores de IRS relacionados con la inflamacion entre
los que se encuentran las proteinas de sehalizacion supresoras de citocinas
(Socs) Socs-1 y Socs -3 ubicuitinan a las proteinas IRS, promoviendo asi su
degradacion lo que contribuye a la accion deficiente de la insulina (Hotamisligil
2006; Devaraj 2004).

Por otro lado, también la desregulacion lipidica disminuye la sensibilidad a la
insulina en el tejido muscular. Eso sucede por la acumulacion intracelular de

precursores de la sintesis de lipidos en células musculares, como acil-CoA y
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ceramida, que activa a la proteincinasa C-6 (PKCB8), la cual es una cinasa de

Seria/treonin que inhibe la cascada de senalizacion de la insulina.

4.6. Disfuncién endotelial

El endotelio es una capa monocelular que cubre la cubierta interna de los vasos
sanguineos, es un tejido altamente activo desde el punto de vista
inmunoendocrinolégico. También es el encargado de mantener la relacion
vasomotora y la homeostasis sanguineotisular, asi como el equilibrio de
componentes protrombdéticos y antitrombdéticos, fibrinoliticos y antifibrinoliticos. Por
lo tanto la incapacidad para llevar a cabo estas funciones de forma apropiada,
situacién conocida como disfuncion endotelial, conduce a procesos inflamatorios
asi como a la aparicion de enfermedad vascular.

El 6xido nitrico (NO) es el mediador principal de la vasodilatacion. Dadas sus
caracteristicas de bajo peso molecular y alta lipofilidad, difunde facilmente a través
de las membranas, mediante la nitrosilacion libera cGMP (Guanosin monofosfato
ciclico), el cual libera calcio citosélico produciendo relajacion del musculo liso
vascular, y consecuentemente, vasodilatacion.

Es producido por las enzimas sintasa de oxido nitrico (NOS). Se conocen tres
tipos de NOS: NOS-I expresada constitutivamente en tejido neuronal, NOS-III
expresada en células endoteliales y las NOS inducible (iNOS) localizada en el
endotelio. Tanto los acidos grasos libres como las citocinas inflamatorioas vy el
estrés oxidante inactivan a la iINOS, lo cual favorece a vasoconstriccion y con ella

la hipertensién arterial sistémica.
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El NO, ademas de ser vasodilatador, también disminuye la permeabilidad vascular
y la sintesis de moléculas de adhesion, reduce la agregacion plaquetaria, la
oxidacion tisular, la activacién de factores trobogénicos, de crecimiento celular, de
proliferacion y de migracion; inhibe la expresién de citocinas proaterogénicas y
proinflamatorias, favorece la fibrindlisis y coadyuva a la actividad de IRS-1. Por
esta razon, el NO es considerado fundamentalmente una molécula
antiinflamatoria. Por otro lado, el endotelio también libera angiotensina Il (AGll), la
cual a través del receptor AT1 tienen efectos vasoconstrictores, protrombdticos
oxidantes y antifibrinoliticos. El estrés oxidante estimula directamente a través de
HSP-60, la replicacion del NF-xB, que conduce a la produccion de citocinas
proaterogénicas como TNF-qa, IL-1, IL-6 moléculas de adhesion y citocinas que
inhiben la actividad de las NOSIII y favorece la sintesis de ATII.

Este es el motivo por el cual los procesos inflamatorios estudiados hasta ahora

resultantes en estrés oxidante conducen a disfuncién endotelial.

4.7.0Obesidad, apoptosis de célula e insulinitis
Otro aspecto de gran importancia a considerar la inflamacion cronica es la
afeccion intracelular que se produce por la variacién de las vias proinflamatorias
consideradas hasta este momento. Los organelos mas estudiados en esta linea
son el reticulo endoplasmico (RE) y la mitocondria, los cuales participan en la
sintesis, transporte, liberacion de proteinas, el almacenamiento de lipidos y
glucosa. Las células especializadas de organismo modifican su RE para cumplir

con sus objetivos segun las demandas de sintesis proteinica (Borradeile, 2006).
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Una de las funciones del RE es determinar la biodisponibilidad de glucosa,
produciendo enzimas que determinan el metabolismo de la glucosa y permitiendo
el desarrollo de repuestas adaptativas, como la sobreproduccion de proteinas
desdobladas. (UPR), mediante las cuales se activa la respuesta inflamatoria celuar
y desencadena la activacion de la via de JNK, IKk3/NF-xB y Especies reactivas de
oxigeno (ERO). El estrés del RE estimula la activacion de tres receptores de
cinasa RE semejante a la cinasa de proteina dependiente de ARN [PERK, RNA
dependent protein kinase (PKR)-like ER kinase] el factor 6 de transcripcion
activado y a enzima-1, que requiere el inositol (IRE-1), todos ellos involucrados en
la respuesta de UPR. Si esta respuesta es suficiente puede promover la
supervivencia de la célula de lo contrario se presenta muerte celular (Kharroubi et
al., 2004; Fulda et al., 2010).

Por otro lado, el estrés del RE activa JNK, el cual fosforila a una familia de
proteinas llamadas Bcl-2, suprimiendo asi sus efectos antiapoptdsico; asimismo,
libera del citoesqueleto a la proteina BH3 al fosforilarla, lo que deja de reprimir las
propiedades apoptosicas de las proteinas Bax y Bak induciendo de esta forma la
apoptosis de la célula beta (Gregor y Hotamisligil, 2007). Considerar el dano
celular a la células B secundario a estos procesos inflamatorios obliga a abundar
aqui en otro fendmeno que dadas sus implicaciones patogénias y terapéuticas es
de suma importancia, la insulinitis.

En las células B del pancreas la hiperglucemia genera estrés del RE al inducir una
hiperinsulinemia sostenida tanto del estrés oxidante con las grandes cantidades de

ERO vy la generacion de citocinas inflamatorias como IL-1B3, TNF-a E IFN-y, asi
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como el estrés del RE llevan tarde o temprano a la falla en la funcién de las
células 3 con la consecuente deficiencia de insulina. Por otro lado, la apoptosis de
las célula beta favorece une estado cronico de inflamacion generado por la
citocinas inflamatorias liberadas por los macréfagos, La IL-1B induce la enzima
superoxidodismutasa dependiente de manganeso (MnSOD), con la que se
incrementa la conversion de O, en H20, dentro de la mitocondria incrementado asi
la toxicidad por la célula B. La excesiva produccién de ERO intracelulares afecta
en forma primaria a la mitocondria, la cual se considera como el desencadenante

estrella de todo este proceso de enfermedad.

4.8.Fisiopatologia de la hiperglucemia en DM2

La resistencia a la insulina es frecuente en la poblacion general y mas en el
sobrepeso y la obesidad; antecede al desarrollo de la diabetes. La sobrecarga que
ejerce esa resistencia sobre las células beta del pancreas agota su reserva
funcional en los individuos con predisposicion genética, disminuyendo a 60% en
los paciente con intolerancia a la glucosa y hasta 50 % al diagnostico de la DM2.

Otros mecanismos que participan en el desarrollo de la hiperglucemia son la
produccion hepatica de glucosa, su absorcidn intestinal, derivada de la digestion
de los carbohidratos complejos y de los disacaridos, el control funcional de las
incretinas intestinales sobre la secrecion de insulina y glucagon por los islotes de
Langerhans, la actividad de glucagdén, las anormalidades en el eje adiposo
pancreatico la reabsorcion tubular renal de la glucosa, el depdsito de amiloide en
los islotes de Langerhans, la resistencia a la insulina en el SNC (Sistema

Nerviosos Central) y la deficiencias enzimaticas derivadas de cambios genéticos.
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Las dislipidemias ocurren cuando aparecen las concentraciones séricas de
colesterol total, triglicéridos o colesterol HDL. En la mayoria de los casos esto
sucede de manera sintomatica; probablemente por ello la mitad de los adultos
mexicanos la padecen y desconocen.

Las dislipidemias pueden ser causadas por defectos genéticos (dislipidemias
primarias) o ser de consecuencia de patologias o de factores ambientales
(dislipidemias secundarias).

Una buena estrategia para identificar la causa secundaria de las dislipidemias
producto de la influencia dependiente de uno o varios factores, es mediante el uso
del acronimo de las cuatro D: alimentacion (Diet), farmacos (Drugs), trastorno
metabalicos (Disorders of metabolism), y enfermedades (Diseases).

Otra forma para clasificar el tipo de dislipidemias con base en sus factores
causantes es la siguiente:

1.- Defectos genéticos: las principales dislipidemias de causa genética son a
hipercolesterolemia  familiar, la dislipidemia familiar combinada, Ia
hipercolesterolemia poligénica, de disbetalipoproteinemia las hipertrigliceridemias
familiares y el déficit de HDL.

2. Patologias causantes de dislipidemias las principales obesidad, DM,
hipotiroidismo, colestasis, insuficiencia renal y el Sindrome nefrotico.

3.- Factores ambientales: los principales son cambios cualitativos y cuantitativos
de la dieta asi como algunos farmacos.

Las alteraciones metabdlicas conducen a condiciones fisiopatoldgicas relevantes,

basadas en los principales productos metabdlicos como:
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4.8.1. Glucotoxicidad

Durante la resistencia a la insulina, la hiperglucemia posprandial y la hiperlipidemia
incrementa el flujo de equivalentes reductores en la cadena transportadora de
electrones mitocondrial y la produccion de ERO, principalmente anidén superdxido
(O2), generando un estado de estrés oxidante que puede traer diversas
consecuencias. Aunado a esto, la acumulacidn de grasa visceral también
contribuye al estrés oxidante, a través de la activacion del complejo NADPH
oxidasa (Zak et al., 2007), lo cual se ha asociado también a la disminucion de
enzimas antioxidantes en ratones obesos (Furukawa et al., 2004).

La interaccion de las ERO con otras moléculas puede originar una reaccion en
cadena autocatalitica que dafe los compontes celulares, de tal suerte que pueden
causar la muerte de la célula. Por esta razén es de suma importancia que las
células posean enzimas antioxidantes que las protejan y/o inhiban la produccién
de ERO. De no ser asi se presenta un estado de estrés oxidante que se ha
asociado al desarrollo de diversas patologias incluyendo el sindrome metabdlico
(Zak et al, 2007).

La exposicion de células B a concentraciones altas de glucosa por periodos cortos,
se caracteriza por el aumento en la producciéon de ERO (H2O2) y de estrés

oxidante, lo cual se evita por la adicién de inhibidores de la funcion mitocondrial.

4.8.2. Lipotoxicidad
La exposicion aguda de las células 3 a las concentraciones de acidos grasos
potencia el proceso de secrecion de insulina inducido por glucosa; posiblemente a

través de la activacion de determinadas isoformas de PKC mediante la regulacion
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de canales de Ca** Por el contrario, la exposicidn crénica a concentraciones altas
de acidos grasos libres (AGL) y triglicéridos disminuye la secrecion de insulina al
estimulo con glucosa en animales y humanos e induce profundos cambios

fenotipicos.

4.8.3. Glucolipotoxicidad
Cuando la resistencia a la insulina se acompafna de obesidad y de periodos de
hiperglucemia, sumado a concentraciones elevadas de acidos grasos circulantes,
se presenta glucolipotoxicidad, que afecta principalmente a las células 3 (Roche
2003). El incremento de AGL circulantes favorece los proceso de esterificacion y
aumenta los depdsitos de acidos grasos en las células B, que como primera
instancia aumentarian la secrecion de insulina, sin embargo, esta respuesta no
puede mantenerse por mucho tiempo debido al exceso intracelular de
intermediarios lipidicos que puedan activar la apoptosis de las células [3.
El incremento de AGL circulantes induce la activacidon de diversas rutas
desintoxicantes como la B-oxidacién mitocondrial, el desacoplamiento mitocondrial
(disminucion de ATP) y la B-oxidacion proxisomal. Sin embargo, en condiciones de
hiperglucemia hay aumento en a acumulacion de malonil-CoA, que inhibe a CPT-2
y la B-oxidacion.
La expresion de UCP-2 y de ACO que dependen del factor transcripcional PPAR-a
se inhibe; como resultado los acidos grasos se esterifican y depositan en las
células 3 conduciéndolas a la via apoptética.
La obesidad, la resistencia a la accion de la insulina, y la intolerancia a la glucosa

son algunas de las alteraciones que acompafian al sindrome metabdlico. Estas
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condiciones afectan la funcionalidad de las células 3 del pancreas, sobre todo
disminuyen los procesos para generar nuevas células (neogémetos, replicacion) y
aumentan la tasa de muerte celular por apoptosis. En los mecanismos, que
conducen a las alteraciones en las células B, participan diversas moléculas como
el polipéptido amieloide, la proteina desacoplante tipo 2 sintetizado por las propias
células B las moléculas expresadas y liberadas por el tejido adiposos (acidos
grasos libres y citocinas), la presencia de altas concentraciones de glucosa, las
especies reactivas de oxigeno producidas por la glucotoxicidad, entre otras.

La pérdida de la masa de las células B puede llegar a un punto critico, en el cual
no se pueden revertir los efectos dafinos de las moléculas antes mencionadas, lo
que disminuye la produccién vy liberacion de insulina, que coadyuva al
establecimiento de la DM2.

La hipertension arterial es uno de los criterios clinicos del sindrome metabdlico y
hasta el momento ha sido dificil establecer si su aparicion es causa de ciertos
factores de riesgo presentes en el individuo, como la predisposicion genética,
edad, sexo, etc., o si es producto de una serie de alteraciones metabdlicas o
inflamatorias presente en el mismo sujeto.

En los individuos obesos y con resistencia a la insulina se han identificado varias
vias metabdlicas que intervienen en el desarrollo de la hipertension arterial la que
dirige ciertas vias metabdlicas y proinflamatorias que retroalimentan este circulo
patoldgico, de tal modo que se perpetua el dafio endotelial.

Dentro de los sistemas mas referidos con el desarrollo de la hipertension arterial,
las respuestas proinflamtorias y la sensibilidad celular alterada a la glucosa, es

SRAA es sin duda el mas estudiado.
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4.9. Sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS)

El RAAS es una cascada proteolitica relacionada con un sistema de transduccién
de sefales en el que la renina escinde el dacapéptido angiotensina | (AGI) del
dominio N-terminal del angiotensindgeno 1. El rifidn es el unico sitio conocido en el
cual la prorrenina se convierte en renina y la unica fuente de renina plasmatica. El
higado es el lugar mas importante de expresidon del gen del angiotesindégeno, pero
el mRNA del angiotensindgeno se expresa en varios lugares extrahepaticos
incluidos cerebro, grandes arterias, rindn, tejido adiposo y corazon (Oparil y
Weber, 2004; Isaac et al., 1998).

Una vez obtenida la Al a partir del agiotensinégeno por la accién de la renina se
transforma de manera proteolitica en angiotensina Il (AGII) por la ECA, sobre todo
en el plano pulmonar.

La AGII actua a través de cuando menos dos clases de receptores: AT-1 y AT-II.
La mayoria de los efectos fisiologicos de la All tiene la mediacion de los
receptores AT-1. Los receptores AT-2 se expresan en especial durante el periodo
fetal y se han vinculado con la diferenciacion y regeneracion celular (Watanabe et

al., 2005).

49.1. Enzima convertidora de angiotensina (ECA)
En términos estructurales, la ECA es una metalopeptidasa de zinc y desde, el
punto de vista funcional, una ectoenzima unida a membrana que representa el
paso enzimatico final en la produccion de All a partir de Al (Oparil y Weber, 2004;

Johnston, 1990; Skidgel y Erdos, 1993). Existen tres isoformas principales de
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ECA: a) ECA somatica, b) ECA testicular o germinal y ¢c) ECA plasmatica o
soluble. La ECA somatica es la enzima principal para la produccidn e angiotensina
Il (Oparil y Weber, 2004; Esther et al., 1997).

La ECA inactiva la bradicicinaina mediante la liberacion del dipéptido Phe-Arg del
extremo terminal del péptido. También posee la capacidad de escindir dipéptidos y
tripéptidos de la region C terminal de agentes como la sustancia P, encafinas,
neurotensina, colecistocinina, bombesina y hormona liberadora de hormona
luteinizante (Oparil y Weber, 2004; Skidgel y Erdos, 1993; Erdos, 1990; Skidgel y

Erdos, 1987).

4.9.2. Receptor de la angiotensina tipo |

El receptor AT-1 de la angiotensina pertenece a la superfamilia de las siete
proteinas G de recubrimiento transmembranal. Posee una masa molecular de 41
KDa y lo codifica un gen en el cromosoma 3. Se localiza de forma primaria en las
suprarrenales, el musculo liso vascular, el riidn y el corazén. En el cerebro se
ubica en areas especificas participantes de la accion de la AGII. La liberacion de
vasopresina y el control neurogénico de la presion arterial (Oparil y Weber, 2004;
Steckelings et al., 1992; Gasparo et al., 1994) como son las regiones
circunventriculares, el hipotalamo, el nucleo supraquiasmatico y el nucleo del
conducto solitario1.

La estimulacion del receptor AT-1 da lugar a la activacion de la fosfolipasa de
proteincinasa ¢ (CPKC), la cinasa de tirosina JAK Y FAK.( Maria et al., 2007;
Murphy et al., 1991; Suzuki et al., 2005) y la movilizacion de calcio en cuestién de

segundos (aumenta el calcio intracelular y promueve la contraccion muscular);
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esto indica la activacion de la proteincinasa C y MAPk y p28 MAPK en cuestion de
minutos y ademas estimula la transcripcion génica y la actividad de la oxidasa de
NADH/NADPH, con lo cual se perfila la formacion del ion superoxido y peroxido de
hidrégeno en cuestion de horas.

En estudios recientes se ha demostrado que existen varias vias a través de las
cuales AT-1 y AT-2 modulan la afinacién de la célula endotelial (CE) (Watanabe et
al., 2005; Berk, 2003; Li et al., 2000). Una vez estimulado el receptor AT-1 por la
AGII se inicia una secuencia de transcripciones que implican una serie de efectos
sistematicos al actuar de dos formas: a) como hormona circulante: produce
vasoconstriccion y estimulacion de la sintesis de aldosterona y vasopresina y, por
otro lado, b) un efecto local (autocrino y paracrino): estimula la proliferacién celular
de miocitos y musculo liso vascular y la formacion de colageno e induce apoptosis
celular al inhibir la regulacién transcripcional de la proteina antiapoptésica Bcl-2.
La induccién de la apoptosis se ve reforazada por otras vias por ejemplo, la
estimulacién del receptor AT-1 aumenta la regulacidn de la proteincinasa activada
por mitdgeo (MAPK), lo que ocasiona una inactivacion extracelular de las sefiales
reguladoras y disminucion secundaria de la transcripcion de la Bcl-2. La elevacion
de la sintesis de radicales libres por la estimulacion de la oxidasa de lipoproteinas
de baja densidad (LOX-1), con lo cual se estimula a su vez la sintesis de radicales
libres, ademas de una mayor relacién de la MAPK, y la sintesis del factor nuclear
kB (FNKkB) (Watanabe et al., 2005; Li et al., 1999).

El DNA es en particular susceptible al dafo por radicales libres (Hebert et al.,
2008; Toussaint et al.,, 2000) y el resultado es un envejecimiento biologico

acelerado. Algunos autores como Kart ef al., han demostrado que existe un dano
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exudativo del DNA mediado por la agiotensina Il a través de la accion de AT-1.
Este efecto se ha demostrado en las células musculares lisas y se han descubierto
hasta el momento dos mecanismos:

1.- Envejecimiento prematuro inducido por estrés (también conocido como
envejecimiento independiente de telomero).

2.- Envejecimiento acelerado por fragmentacion del telomero de DNA.

El AT-1 altera de manera directa a la enzima sintasa de oxido nitrico endotelial
(eNOS), con lo que disminuye la sintesis del 6xido nitrico (Merrero et al., 1999). La
activacion de los AT-1 no solo promueve la apoptosis de la célula endotelial, sino
también la apoptosis por activacion de la proteina P13-cinasa, la cual estimula
expresion de una proteina antiapoptésica. Esto quiere decir que la Angiotensina
tiene un efecto regulador en la apoptosis y la regeneracion de células endoteliales
y vasos sanguineos (angiogeénesis), pero se requieren mas estudios (Watanabe et
al., 2005; Ohashi et al., 2004).

El AT-1 también incrementa la expresion del inhibidor del activador de
plasminégeno tipo 1 (PAI-1) al aumentar la transcripciéon del mRNA del PAI-1. El
PAI-1 es el mayor inhibidor fisiolégico del activador del plasmindgeno tisular y el
activador del palsmindgeno tipo urocinasa; en consecuencia, juega un papel en la
trombosis al suprimir al sistema fibirnolitico (Watanabe et al., 2005; Ridker et al.,
1993; Nishimura et al., 1997).

Otra funcion observada del AT-1 es la induccion y activacion de la ciclooxigenasa
2 (COX-2) y ésta a su vez cataliza la formacion de postagladinas y tromboxano
A2. En situaciones de hipoxia tisular, la estimulacion del AT-1 induce ademas la

activacion del factor 1 inducido por hipoxia, el cual incrementa la expresion del
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factor de crecimiento endotelial (VEGF) y promueve la angiogénesis y la
remodelacion vascular. Estos efectos confieren al AT1 una funcién
antiinflamatoria, remodeladora y patologica importante al propiciar la acumulacién
de células inflamatorias y edema en los episodios agudos como el accidente
vascular cerebral (AVC) y la cardiopatia isquémica (Watanabe et al., 2005; Kramer
et al., 2002; Page et al., 2002).

Algo muy llamativo en relacién con el bloqueo de los AT-1 con medicamentos
antagonistas de los receptores de la angiotensina tipo Il (ARAII), es la activacion
de los PPAR-y. El efecto agonista que logran los ARA Il es similar al observado
con las pioglitazonas, al aumentar la expresién de PPAR-y se incrementan los
GLUT-4 que son trasportadores de glucosa, mejora el transporte de ésta hacia el
interior de la célula y disminuye la resistencia a la insulina (Watanabe et al., 2005).
Influencia de la AGII en la expresién de los GLUT como sustrato de la Rl y el dafio
endotelial. Como ya se ha mencionado a través de su interaccion con los AT-l la
AGIl activa una diversidad de vias de sefializacion intracelular, entre ellas la
fosfolipasa de proteincinasa C (CPKC), el calcio citosdlico y la cinasa de tirosina
JAK y FAK (Maria et al., 2007; Murphy et al., 1991; Suzuki et al., 2005), si bien
activa también sefales extracelulares como la cinasa ( ERK 1 Y 2) y la
proteincinasa activada por mitogeno p38(p38MAPk), las cuales son miembros de
la familia MAPk. Todas pueden intervenir en cierta medida en la resistencia celular
a la insulina, mas aun se ha reportado que la AGII, al inducir una fosforilacién de la
serina del receptor para la insulina (IRS)-1 y la cinasa PI-3, puede contribuir a la

resistencia en las células de la vasculatura lisa.
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La expresion de los trasportadores de glucosa (GLUT) estan presentes desde las
fases iniciales de la placenta, el GLUT-1 se localiza en placenta, células
edoteliales, células musculares lisas, musculares esqueléticas, adipocitos,
podocitos (Maria et al., 2007; Haugue-de Mouzon et al., 19997; Janson et al.,
1993; Takata et al., 1992).

GLUT-3 se expresan en tejidos con elevados requerimientos de glucosa como
cerebro, testiculos, y placenta (Gould et al., 1991; Haber et al., 1993).

Los GLUT-4 expresados soélo en tejidos sensibles a la insulina presentan una
similitud en los patrones de distribucién a los GLUT-12, ya que se encuentran en
los tejidos adiposo, esquelético y cardiaco (Cushman y Wardzala, 1980; Roger et
al., 2002).

La regulacion de la respuesta a la glucosa en las células grasas y musculares a
través de GLUT-4 es una accién fundamental de la insulina, este proceso se altera
en la DM2. Debido a que la enfermedad tiene proporciones epidémicas, la
comprension de las bases moleculares de los GLUT-4 es importante (Ishiki y Klip,
2005; Piper et al., 1991).

Los efectos de la AGII sobre la respuesta celular a la glucosa se vinculan también
con la conformaciéon del citoesqueleto. El esqueleto de actina facilita la
propagacion de los efectos farmacologicos, metabdlicos y nucleares de la insulina,
al regular la distribucion subcelular de la sefales moleculares en las que participan
las vias de sefalizacion de la insulina, de esta forma, los filamentos de actina
también juegan un papel esencial en la transportacion de glucosa (Maria et al.,

2007; Marette et al., 1992).
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Estudios corroboran que la AGIl desordena con el tiempo los filamentos de actina
(Maria et al., 2007; Tsakiridis et al., 1994), mientras que la insulina induce una
rapida reorganizacion de los filamentos, ademas de promover la nueva formacion
de éstos (regeneracion) en sitios dafnados (Maria et al., 2007; Cooper, 1987), con
lo cual mejora la reaccién de la glucosa.

En estudios farmacolégicos se ha confirmado que los medicamentos antagonistas
de los receptores AT-1 evitan el desordenamiento de las fibras de actina, de tal

manera que mejoran la respuesta celular a la glucosa (Maria et al., 2007).

4.10. Tratamiento
El tratamiento para las diferentes alteraciones que constituyen el sindrome
metabolico debe ser multifactorial y actuar sobre todos los factores de riesgo
asociados, el donominador comun en toda ellas debe ser un estilo de vida
saludable con un abandono del habito tabaquico, un incremento en la actividad
fisica y una restriccion calorica en la dieta que ayude a la pérdida de peso y derive
finalmente en la normalizacion de los diferentes parametros afectados.
Los farmacos para perder peso se dividen en dos clases: anorexigénicos e
inhibidores de la absorcion.
El orlistat inhibe la absorcion de grasa alrededor de 30% y es moderadamente
eficaz en comparacion con el placebo (pérdida de peso de 5%, en promedio). Se
ha demostrado que el orlistat disminuye la incidencia de DM2, efecto evidente en
particular en individuos con IGT basal.
Presién arterial. En personas con SM pero sin diabetes, la mejor eleccion es un

antihipertensivo inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), o un
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antagonista del receptor de angiotensina Il, dado que los dos farmacos al parecer
disminuyen la incidencia de DM2. Toda persona con hipertension debe consumir
una dieta hiposddica con abundantes frutas y verduras y consumo de productos
lacteos semidescremados.

Alteracion de la glucemia en ayuno. Se ha demostrado que la metformina

disminuye a incidencia de diabetes.

4101. Hipoglucemiantes orales

Los farmacos hiploglucemiantes orales actuan en varios de los mecanismo
fisiopatologicos de la diabetes: la resistencia a la insulina, las alteraciones en la
secrecion de la insulina por la célula beta del pancreas, la produccidon hepatica de
la glucosa, la absorcion intestinal de la glucosa derivada de la digestiéon de los
alimentos, el control funcional insular total con base a las hormonas incretinas, la
actividad del glucagon, etc. Al disminuir la hiperglucemia, mejora la
glucotoxicicidad independientemente del medicamento empleado y por esa razén
aumenta la sensibilidad a la insulina y la capacidad secretora de la célula beta. En
algunos de esos farmacos se consideran otros efectos ademas del hipoglucémico:
se les atribuyen efectos en otros factores de riesgo cardiovascular como los
lipidos, en los fendmenos inflamatorios, la disfuncidn endotelial, la resistencia a la
insulina, la produccion de radicales libres, el vaciamiento del estomago la
reservacion de las células beta y la diferenciacion a partir de precursores.

Se presentan a continuacion los grupos de hipoglucemiantes orales de acuerdo

con su principal mecanismo de accién:
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4.10.1.1. Secretagogos de insulina
Las sulfonilureas mas empleadas de este grupo en la actualidad son la
glibenclamida, la glicacida, la glipicida y la glimepirida. Con el mismo mecanismo
de accion pero de forma mas rapida se tiene a la meglitinidas como la repaglinida
y natelinida.
Las sulfolureas se utilizan en clinica desde 1955-1956. Estimulan la secrecion de
insulina por las células beta a través de un receptor de membrana celular que
cierra los canales de potasio y permite el ingreso celular del calcio con la
consiguiente expulsion de la insulina acumulada en los granulos secretores. Las
caracteristicas de union al receptor celular les confieren una accion duradera, de
horas.
Reductores de la produccion hepatica de glucosa:
Sensibilizadores de la insulina: metformina, rosiglitazona y pioglitazona. Existen
otros compuestos con efecto también en la resistencia a la insulina que pronto

podran emplearse.

4.10.1.2. Biguanidas
También en uso desde hace varias décadas. De este grupo la mas usada es la
metformina. De la cual no se conoce su mecanismo de accién y se identifica su
efecto como moderador de la produccién hepatica de glucosa al disminuir la
gluconeogénesis y la glucogendlisis; asi como una accidon mas pequefia en la
utilizacion periférica de la glucosa. Desciende la glucosa de ayuno entre 40 y 80
mg/dL. Disminuye 10-20% los niveles de triglicéridos por accion en la sintesis

hepatica de lipoproteinas VLDL y en proporcion menor (5-10%) al colesterol
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circulante total, aumenta la fibrindlisis, disminuye al inhibidor 1 dl activador del
plasminégeno, al factor de Von Willebrand y la agregabilidad plaquetaria. En
algunos trabajos se menciona ademas un efecto favorable sobre la hipertension
arterial. No ocasiona ganancia de peso. Puede indicarse en obesos y en
individuos con peso normal. Algunas personas no la toleran por sus efectos
gastrointestinales y también al paso de los anos, disminuye su efecto, siendo
necesario asociarla para mantener el buen control. La acidosis lactica es su efecto
negativo mas grave y puede evitarse si se respetan las contraindicaciones para su
empleo: nefropatia, hepatopatia, insuficiencia respiratoria o cardiaca acidosis,
infeccion grave, alcoholismo, empleo de contraste radioldgico, intravenoso y

embarazo (Gonzalez Chavez, 2002).

4.10.1.3. Inhibidores de las alfa glucosidasas intestinales:
acarbosa y miglitol

Acarbosa y miglitol. Retrasan la digestién de los carbohidratos complejos y de los
disacaridos (almidones, dextrinas, sacarosa) al inhibir de manera reversible a la
alfa glucosidasa de la mucosa intestinal (glucoamilasa, sucarasa, mantasa e
isomaltasa), hacen mas lenta la absorcibn de la glucosa y atenuan la
hiperglucemia posprandial. Disminuyen la glucosa en ayuno desde 20y 40 mg y la
postprandial entre 40 y 80 mg/dL. Disminuye el hiperinsulinismo. En la intolerancia
a la glucosa mejoran la sensibilidad a la insulina. Los efectos colaterales referidos

son digestivos, flatulencia y diarrea.
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41014 Tiazolidinedionas

Considerados como farmacos insulinosesilizantes o antihiperglucemiantes.

Rosiglitaziona y pioglitazona. Se conocen sus antecesores desde los afos
ochenta. Se identifican como sensibilizadores a la accion de la insulina con efecto
en particular a nivel de tejido adiposo y muscular. Se conoce que actuan como
factores de transcripcion sobre el DNA a través de unos receptores nucleares los
PPARYy, abundantes en el adipocito, en menor numero en las células musculares y
en conjunto con otros factores dan lugar a la expresion genética de varias enzimas
que influyen en la diferenciacidon del adipocito y en el metabolismo de glucosa y de
los lipidos. Entre las acciones indeseables se sefala el aumento leve de peso,
ademas se recomienda vigilar la funcion hepatica por los efectos negativos de la

troglitazona, tiazolidinediona de empleo previo que se retird del mercado.

411. Modelos de SM
Debido a las altas cifras de mortalidad vinculadas con enfermedades cronico-
degenerativas incluidas en el SM, existen en la comunidad de investigacion
modelos animales que constituyen una herramienta valiosa para comprender los
procesos fisiopatologicos asociados a este padecimiento. Debido al papel
fundamental que juega la dieta en los seres humanos, la mayoria de los modelos
de enfermedades metabdlicas en animales la utilizan como una forma de precipitar
su aparicion (Sunil K. Panchal and Lindsay Brown, 2011), los animales que se
utilizan con mas frecuencia son roedores como ratas (cepas Sprague Dawley y
Wistar) y ratones de diferentes cepas (A/J, AKR, C57/BL/6), cobayos, hamster

sirio dorado dada su similitud bioldégica con el hombre y el gran conocimiento que
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se tiene a todos los niveles (genético, molecular, enzimatico) de estas especies y
también por su facilidad de reproduccion.

Animales genéticamente modificados.- Gracias a que se conoce el genoma
integro del ratdn, se pueden inducir modificaciones genéticas en los que se logran
fenotipos asociados a la obesidad y sus complicaciones, incluidas hipertension,
diabetes y ateroesclerosis. Proporcionando datos de suma importancia para la
caracterizacion del sindrome (Hsueh et al., 2007). Sin embargo en éstos modelos
las alteraciones se deben a la delesion de un solo factor, lo que no es comparable
a la aparicion del SM en humanos. Como desventaja, mencionar su obtencion mas
dificultosa y los mayores costes economicos de adquisicion y mantenimiento de
colonias animales para estudios a largo plazo.

Modificacion de la dieta.- Existe evidencia de que la ingesta por 4 a 12 semanas
de dieta elaborada con elevada concentracion de grasa y azucares en modelos de
roedores promueve la aparicion de diversas alteraciones como obesidad central,
intolerancia a la glucosa, hipertension arterial y trastornos del metabolismo de
lipidos (Gajda y col., 2007; Catar y col., 2007). Estas alteraciones promueven
cambios en el metabolismo de carbohidratos ocasionando un exceso de éstos y
de AGL en sangre induciendo disglucemia, dislipidemia, cambios en los patrones
de expresion genética e incremento en la generacion de ERO.

Por su parte, el exceso en los depdsitos de lipidos en el area abdominal induce la
produccion de acidos grasos no esterificados a la economia del organismo, asi
como enzimas pro-inflamatorias, Rl y eventualmente hiperglucemia. El exceso del
carbohidratos facilita la glucosilacion no enzimatica de proteinas la cual se

intensifica cuando la hiperglucemia se hace crénica acelerando al produccion de
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productos de glucosilacion avanzada (AGEs) favoreciendo la via de los polioles
(en donde la aldosa reductasa modula la conversion de glucosa a sorbitol) y por lo
tanto, la generacion de ROS (Vincent y Taylor, 2006), que como se ha dicho es un
evento importante en la patologia vascular.

Entre los posibles modelos animales los ratones de la cepa C57/BL/6 resultan
atractivos ya que son mas susceptibles a la obesidad. Se comprobado que por
ingesta de varios tipos de grasas se obtiene un fenotipo de obesidad e
hiperglucemia (Gajada et al., 2007). La modificacion en la composicion de los
lipidos e hidratos de carbono, principalmente grasa saturadas y azucares simples,
de los que la fructosa es muy importante, son los causantes del aumento del
tamano de los adipocitos o cardiomiocitos ademas del desarrollo y progresion de
hipertension ventricular izquierda ademas, del aumento de la insulina plasmatica e
hipertension crénica (Gjada et al., 2007). Estudios demostraron la posible relacion
entre el consumo de azucares simples y cardiopatia isquémica y ateroesclerosis
(Yudkin y Stock., 1970, Sharma et al., 2006). De acuerdo con publicaciones
previas, las ratas que son alimentadas con ditas ricas en grasas, elevan la
produccion de angiotensindégeno, que se ha detectado en tejido adiposo a través
de la expresion de RNAm, lo que provoca activacion de sistema renina
angiotensina aldosterona (RAAS) con repercusion en la presion arterial (Cassis et

al., 1998; Boustrany et al., 2004).

4.11.1. Disfuncién endotelial por administracion de AGII
La administracion crénica de micro dosis de AGlI, produce disfuncion endotelial a

través de la union al receptor tipo 1 (AT1-R) originando vasoconstriccion,
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secrecion de aldosterona, fibrosis, estrés oxidante e inflamacion, alteraciones que
estan relacionadas con el desarrollo de ateroesclerosis e hipertension. La AGII
indice sus efectos a partir de los siguientes mecanismos (Touyz Berry, 2002;
Sedeek et al., 2003; Jian et al;, Ferrario et al., 2006, Dandona y col., 2007).1)
Incremento de la permeabilidad vascular por agonista del receptor AT1 de AGII,
como eicosanoides, leucotrienos, factor de permeabilidad vascular vy
prostaglandina 12 y E2. 2) Induccidn de adhesion de monocitos y neutréfilos al

endotelial por medio de selectinas, e inmunoglobulinas, integrinas y citocinas.

4.12. Antecedentes Botanicos

La zarzaparrilla Smilax aristolochiifolia es una planta cuya forma de vida es una
liana o bejuco, que crece en bosques primarios y secundarios, (muchos han sido
modificados para sombra de cultivo de café). De S. aristolochiifolia se utiliza la
parte subterranea (rizoma) por sus propiedades medicinales y bebida refrescante
que es muy apreciada y comercializada.

La zarzaparrilla S. aristolochiifolia es nativa de México y esta registrada para el
bosque mesdfilo de montafa, en los estados de Tamaulipas, San Luis Potosi,
Querétaro, Hidalgo, Puebla y Veracruz (Calderén y Rzedowski, 1994).

La palabra zarzaparrilla, segun el diccionario de la lengua espafiola (Martinez,
1999) se registra entre 1570 y 1580, y viene de zarza — rama o arbusto, parrilla de
parra de vino y el diminutivo sufijo illa, que significa “parra pequena”. El nombre se
debe a la similitud entre los frutos de la uva; S. aristolochiifolia y el hecho de
tratarse de una enredadera. El diccionario reconoce como zarzaparrilla a varias

plantas de América tropical que crecen en las montafias del género Smilax, de la
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que extrae un extracto de la raiz, sefalan que con él, preparan una bebida

denominada cerveza de raiz adicionada con azucares.

4.12.1. Taxonomia
Segun registros del Missouri Botanical Garden para los tropicos (MOBOT 2010),
Smilax aristolochiifolia fue descrita por Miller, P., en 1768. Segun el mismo
MOBOT (2010) esta especie registra sinonimia con: Smilax kerberi Apt, Smilax
medica M. Martens & Galeotti, Smilax medica Shcltdl. & Cham, Smilax medica var.
Bracteata A. DC., Smilax milleri Steud, Smilax ornata Lem.

Zarzaparrilla Smilax aristolochiifolia Miller
Liliaceae

Sinonimia popular

San Luis Potosi: t'oknal ts’aah (tenek)
Sinonimia botanica

Smilax medica Schlechtendal & Cham., Smilax ornata Lem

413. Botanicay Ecologia
Planta con los tallos cuadrados. Las hojas son mas anchas que largas. Son
redondeadas en la punta. Los frutos son redondos y de color rojo.
Originaria de México a Honduras. Habita en climas calido, semicalido y templado
entre los 740 y los 1000 metros sobre el nivel del mar (msnm). Asociada a bosques
tropicales caducifolio, subcaducifolio y perennifolio, bosque espinoso, bosque

mesofilo de montafia, bosques de encino y de pino.

49



T AYMIU & UHTTHUA UHTOWVIVVT TV IVIIHIVT . 1 T IV]U UUTT U VHIVO, . 1 IV THTUOVUTTT U, . vl

femenina; D. rama con frutos jovenes. llustrado por Neftali Nufez. Rzedowski, 1994.

414. Antecedentes ethobotanicos.

Las propiedades medicinales que popularmente se le atribuyen son: resolver
trastornos ginecologicos, como dolores menstruales (Puebla) y la sifilis
(Michoacan y Veracruz). También se emplea en enfermedades gastrointestinales.
Otros usos medicinales de esta planta son: contra pulmonia fulminante,
reumatismo, tumores, para purificar la sangre y curar llagas.

En el siglo XX, Maximino Martinez sefala los usos siguientes: contra abuso de
preparaciones mercuriales, como depurativo, contra dermatosis, como diaforético;

para aliviar de eczema y lepra.

W A ;
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Figura 3. Smilax aristolochWM&IB®/iIP Hesente en el herbario (No.

col. 2473) del Instituto de Ecologia A.C. (INECOL)
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Sitios donde desarrolla la zarzaparrilla Smilax aristolochiifolia.

En la localidad de Monte Blanco en el municipio de Teocelo, Estado de Veracruz
de Ignacio de la Llave. Que cuenta con 1720 habitantes y se encuentra situado
geograficamente a 19° 23’ 08" de latitud norte, 95° 54’ 47" de longitud oeste a 980
msnm. (Fig. 5). Esta planta se encuentra resguardada en barrancas asociadas
muy comunmente con cultivo y arboles de sombra, y se desarrolla en terrenos
arcillosos y arenosos pudiendo ser estos planos o con algun grado de inclinacién.
Los extractores mencionan que después de la barranca de Monte Blanco, Rio
Infiernillo, hacia el este (Costa del Golfo), una vez en tierra caliente, no encuentran
la planta, toman como linea limite, “atras de la barranca, hacia Tuzamapan,
municipio de Coatepec a 880 msnm”. Los terrenos donde extraen la planta se

encuentran en el ejido Boquerdn vy finalizando en los linderos de Jalcomulco. Los
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parametros ambientales, suelo, clima determinan la distribucion de S.
aristolochiifolia, se estima su presencia en una cota altitudinal entre 800 a 1500
msnm en microclimas o refugios para la planta, requiere suelo humedo, soporte de
arboles o arbustos, proteccion de vientos, es una liana o bejuco.

Un estimado de distribucion, considera que la mayor altura de la region, el Cofre
de Perote, se encuentra a 4,100 msnm, y la localidad de Monte Blanco, se
encuentra a 860 msnm, es importante determinar que en las barrancas, se
encuentran cafetales cultivados y en algunas partes mas inaccesibles selva
mediana caducifolia con en ecotono con bosque mesdfilo de montafia, entre 800 a

1500 msnm. En su mayoria en estado sucesional (acahual).

Reconocimiento de especies asociadas
Las especies asociadas a Smilax aristolochiifolia son: el café, el palo mulato entre

otros como se observa en el Tabla 3.

Nombre comun Nombre cientifico

Café Coffea arabica L.

Palo mulato Bursera simaruba (L)

Palma camedor Chamaedorea elegans (Mart)
Chalahuite Inga spuna (Humb)

Palo gusano Lonchocarpus guatemaltensis (Berth)
Guarumbo Cecropia obtusifolia (Bertol)

Capulin Prunus serétina (Cav)

Mango Mangifera indica (L)
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4.15.

Antecedentes farmacolégicos

En el género Smilax se han caracterizado compuestos con efecto antiinflamatorio

y antioxidante que han demostrado ademas contrarrestar los dafos asociados al

estrés oxidante, particularmente la especie Smilax china Tabla 4. En México,

Andrade-Cetto reporta efecto hipoglucémico para la Smilax aristolochiifolia

(Andrade-Cetto 2005), sin embargo no se cuenta al momento con estudios

farmacoldgicos ni fitoquimicos de esta especie.

Tabla 4. Estudios fitoquimicos y farmacoldgicos de algunas especies del género

Smilax.

Smilax
aspera

Flavonoide

OH

A_oH
+ \
HO =y - Oh/Lm/

|
SN HO/ OH
NG
0 HO7 . oH
OH Q\OH L
~o——0._7"OH
o -

CH;
Cyanidin 3-O-rutinoside
_~_OH
+ \
HO_ 0%t

Antocianinas
Inhibidores de la
ECA, Diuréticos,
antioxidantes.
(Longoy
Vesapollo,
2004)

Smilax
bracteata

Fenilpropa-
noides

OR,

(8]
i o K=" ~F
. St 5
2 6 0
3 O 104
3 ox .

Smilasides
Antioxidantes
(Zhang et al,
2008 y Kuo et
al., 2005).

Smilax
china

Flavonol

OH

(Kaemperol)
Hipouricemia
Proteccién
contra dafo
endotelial
Antiiflamatorio
Antioxidante
Inhibidor de
ECA (Li Li et al.,
2007)
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Smilax
china

Flavanoles

Epicatequina OH
OH

HO 0 H

OH
OH

Catequina OH

0 0

OH
OH

Catequina 'y
epicatequina
Proteccion
contra 3-
amieloide
Antioxidantes.
(Ban et al.,
2006)

Smilax
china

Saponinas
esteroidales

[ I Xy

26-0-B-D-

4 glucopyranosy

I-3.
Antiinflamatorio
Citotoxica
Hipocolesterole
mica
Hipoglicemic
Anticouagulant
Neuroprotector
Antioxidante.
(Shao et al.,
2007)

Smilax
china

Triterpeno

OH

Sieboldogenin
a.
Antiinflamatorio.
(Khan et al.,
2009)

Smilax
glabra

Flavanona

Astilbin peak 1

OH

Astilbin.
Antioxidante.
(Zhang et al.,
2009)
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México mueren mas de 130 mil personas al afio como consecuencia del
Sindrome metabdlico, la gran mayoria de estas fatalidades se relacionaron con las
alteraciones vasculares que surgen de la disfuncidn endotelial derivada del dafo
organico, debido al proceso inflamatorio y estrés oxidante cronico asociado a las
enfermedades incluidas dentro del SM. La sobre-estimulacion de RAAS con la
consecuente elevacion de los niveles de AG |Il, la hiperglucemia, la
hiperinsulinemia y la elevacion plasmatica de LDLox, son el origen multifactorial de
las complicaciones vasculares y deterioro organico generalizado. En la actualidad,
no existe un tratamiento farmacologico integral para el manejo del SM, por tanto
se requieren alternativas terapéuticas que incidan en el origen multifactorial de las
alteraciones vasculares que derivan del sindrome mencionado.

Los fitomedicamentos son una alternativa real para el tratamiento del SM, ya que
desde su definicion en la ley general de Salud de 1998, ;se caracterizan por el
uso de un extracto vegetal?, el cual contiene una mezcla de compuestos que
puede modificar la evolucion y las complicaciones de SM. En el género Smilax se
han caracterizado compuestos con efecto antiinflamatorio y antioxidante que han
demostrado ademas contrarrestar los dafos asociados al estrés oxidante,
particularmente la especie Smilax china. En México, Smilax aristolochiifolia tiene
antecedentes de uso empirico como hipoglucemiante (Andrade-Cetto., 2005).
Diurético (Rodriguez., 2010). Sin embargo no se cuenta al momento con estudios

farmacolégicos ni fitoquimicos. Por lo anterior expuesto, el extracto de Smilax
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aristolochiifolia, ¢ es capaz de contrarrestar los efectos de dafo organico derivados
del proceso inflamatorio y el estrés oxidante, que se asocian a las alteraciones
vasculares que se presentan en los padecimientos incluidos dentro del sindrome
metabalico?

Si esto es cierto.

¢, Cual es el compuesto o los compuestos responsables del efecto?

6. HIPOTESIS
Smilax aristolochiifolia contiene sustancias activas como fenilpropanoides capaces
de contrarrestar las alteraciones vasculares derivadas del proceso inflamatorio y

estrés oxidante asociadas al dafio organico provocado por el sindrome metabdlico.
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7.

OBJETIVO GENERAL

% Evaluar el efecto farmacologico del extracto acetonico y fracciones
de la especie vegetal Smilax aristolochiifolia Mill, sobre las
alteraciones vasculares derivadas del estado inflamatorio y oxidante

que se presentan en el sindrome metabdlico.

7.10. OBJETIVOS ESPECIFICOS

7.10.1. Establecer el procedimiento de extraccion acetonica vy
fraccionamiento cromatografico de la raiz de Smilax aristolochiifolia
Mill.

7.10.2. Evaluar la actividad farmacolégica del extracto acétonico de Smilax
aristolochiifolia Mill y de sus fracciones en un modelo de sindrome
metabdlico en ratones y establecer la caracterizacion quimica de la
fraccidn activa.

7.10.3. Realizar la caracterizacién quimica de la fraccidn activa del extracto.

7.10.4. Definir la estandarizacién del extracto mencionado a partir de la

cuantificacion del compuesto activo.
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8. MATERIAL Y METODO

8.1. Material vegetal
La especie vegetal Smilax aristolochiifolia, (la raiz) fue colectada en el municipio
de Teocelo, Veracruz (19°23'02.20” de latitud norte y 96°56'09.60” de longitud
oeste con 1,773 msnm) e identificada por la Biol. Margarita Avilés del Herbario

INAH-Morelos, con numero de registro 2053.

8.2. Obtencién de los extractos (metandlico y aceténico)
La raiz de Smilax aristolochiifolia, fue secada a temperatura ambiente bajo
oscuridad. El material seco (3.800 kg) fue molido (molino marca Pulve plastic,
EUA) hasta obtener particulas < 4 mm, al cual se le agregd acetona (3 L), esto se
repitié dos veces, y se dejo reposar durante 24 horas a 25° C. Después de este
tiempo, el liquido fue filtrado con papel whatman No0.40 y concentrado en un
equipo Heidoplh Laborota 4000 a presion reducida, obteniendo un extracto de
acetona (Ace-Sa), que fue liofilizado en un equipo Heto DRYWINNER. Este mismo
material vegetal fue secado a temperatura ambiente, para posteriormente
agregarle metanol (3 L) dejando reposar 24 horas. El liquido filtrado, fue llevado a
sequedad con el equipo de rotaevaporador antes mencionado, obteniendo un

extracto metanolico (MeOH-Sa), (Figura 6).
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8.3. Fraccionamiento quimico del extracto aceténico
En la Figura 6 se muestra el fraccionamiento del extracto de acetona (Ace-Sa). A
este extracto se le agregd hexano (3 L) y se coloco en agitacion por 3 horas,
transcurrido el tiempo el liquido se filtré con papel whatman No. 40 y se llevo a
sequedad obteniendo la fraccion soluble en hexano (F-Hexano) y el precipitado
insoluble, a este ultimo se le agregd cloroformo (1.2 L) y se agité durante 3 horas,
nuevamente se filtré6 y concentrd el liquido, obteniendo una fraccion cloroformica
(F-cloroformo) y un precipitado al que se le denominé (F1), a este ultimo se le
adicion6 acetona (2 L), realizandose la metodologia ante mencionada,
obteniéndose una fraccion soluble la cual se denominé (F-Acetona o F2) y un

precipitado insoluble denominado (F3).

Planta(raiz) 3.880 Kg

l Extraccion Acetonica(3 veces) ‘

' |
Extracto Acetonico
Material vegetal

Extracto MetOH

(28 9)

MetOH |~
Hexano —
vegetal

’ I desechado

(34169)

Material

F1 (Pp,-Hex) F-Hex soluble
(1149 (1569

CHCl3

‘ F-Acetona

F-CHCI; F2 (Ap,-CHCl3) P (14q)
-
—

(3.19) (89)

F3 (Pps-Acetona)
6.509)

Figura 6. Esquema del fraccionamiento quimico de Smilax aristolochiifolia.
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Las fracciones F1 y F3 no fueron analizadas. La fraccion F2 fue separada por
cromatografia en columna (345 g silica gel 90 x 600 mm, Merck), eluyendo con
diclorometano e incrementando la polaridad con 5% de acetona, colectando
volumenes de 250 ml cada una, obteniendo 115 fracciones. La separacién fue
monitoreada por cromatografia capa fina (CCF) y fueron reunidas de acuerdo a la
similitud en polaridad de los compuestos, obteniéndose 68 fracciones; Zar1-5
(100:0, 32gr), Zar6-10 (95:5), Zar11-17 (90:10), Zar18-22 (85:15), Zar23-27
(80:20), Zar28-31 (75:25), Zar32-35 (70:30), Zar36-40 (65:35), Zar41-45 (60:40),
Zar46-45 (55:45), Zar51-54 (50:50), Zar55-60 (45:55), Zar61-64 (40:60), Zar65-68
(35:65). En la fraccion Zar18-22 (5 g) se observé un precipitado amarillo (Fig. 19)
por el cual se decidi6 realizar su purificacion por cromatografia en columna (60 g
silica gel 70 x 230 mm, Merck), eluyendo con diclorometano e incrementando la
polaridad con 5% de acetona, colectando 42 fracciones (200ml), las cuales fueron
monitoreadas por cromatografia en capa fina (CCF), y reunidas de acuerdo a la
similitud en polaridad de los compuestos, obteniéndose finalmente 9 fracciones.
Zarzacabal1l (1-6, 100:0), Zarzacaba2 (7-8, 95:5), Zarzacaba3d (9-10, 90:10),
Zarzacaba4 (11, 85:15), Zarzacabab (12, 80:20), Zarzacaba6 (13-16, 75:25),
Zarzacaba7 (17-28, 70:30), Zarzacaba8 (29-35, 60:40), Zarzacaba9 (36-42, 55:45)
Las fracciones zarzacabaF5 y 6 fueron reunidas (450 mg) y fueron sometidas a un
proceso de separacion nuevamente por cromatografia iniciando con
diclorometano: metanol (99:1) y con un aumento la polaridad de 5% con metanol,

colectandose volumenes de 20 ml, obteniendo 17 fracciones.
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En la fraccion ZarcabaF2A se observaron cristales amorfos, los cuales fueron
precipitados con acetona y posteriormente enviados a analisis de RMN de *C y 'H

uni y bi dimensional.

8.4. Condiciones generales
Los espectros de RMN de "H se hicieron en un equipo Varian INOVA-400 a 400
MHz y 50 MHz para "*C, se realizaron experimentos en dos dimensiones (COSY,
HSQC y HMBC), siendo soluble la muestra en metanol deuterado. Los
desplazamientos quimicos son reportados en ppm con control interno
Tetrametilsilano (TMS). El espectrometro de masas se obtuvo en un equipo marca
Hewlett Packard 5985-B y JOEL-AX 505 HA. El punto de fusion se determin6 en

un equipo marca Termo Scientific IA 1900.

8.5. Cuantificacion por HPLC

La fraccion zarzacabaF2A (cristales) fue inyectada en el HPLC para la
identificacion de los compuetos, asi como la realizacion de la curva de calibracién.
Las lecturas se realizaron a 340 nm, de absorcion. Para su analisis se empleo el
equipo Waters 996, con bombas binarias (2695), acoplado a un detector de
arreglo de diodos (2996) con un rango de deteccion de 190 a 600 nm y operado

por el sistema Millenium System Manager Software. (Empower1).
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Figura 7. Equipo de HPLC Waters 996.

8.6. Curva de calibracién de la fraccion Zarzacaba F2A

Se disolvieron 3 mg de la fraccion Zaracacaba F2A en 1 ml de metanol y se filtré la
muestra con una membrana Millipore de 0.45nm, antes de la inyeccién. Se
prepararon concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 400 mg de la fraccion. Para
cada concentracién de ambos compuestos, se realizaron lecturas a 340 nm. Con
los promedios de tres mediciones de cada AUC se obtuvieron las ecuaciones de la
recta.

La cuantificacion del extracto aceténico y las fracciones se llevo a cabo por HPLC,
utilizando una columna Spherisorb RP-18 (250 x 4 mm, Waters), a 25°C, con un
sistema de elusion por gradientes con acido trifluoroacético al 0.5% y una mezcla
de Acetonitrilo:Metanol (100:0) con un tiempo total de 28 minutos a un flujo

constante de 1ml/min.

63



Tabla 5. Gradientes de HPLC.

Tiempo ) %A % B
(Acido trifluoroacético al 5%) Mezcla de acetonitrilo:metanol (1:1)
(Minutos)
1.00 100 0
24 90 10
5-7 80 20
8-14 70 30
15-18 60 40
19-22 20 80
23-26 0.0 100
27-28 100.0 0.0

8.7. Animales

Animales y dieta hipercaldrica

Se utilizaron 110 ratones macho de la cepa C57/BL/6 los cuales se mantuvieron a
una temperatura de 22 + 3 °C, 70% = 5% de humedad, con cliclos con un ciclo de
12 h luz/oscuridad, con alimento y agua ad libitum. Los protocolos experimentales
se apegaron a la Norma Oficial Mexicana para la produccion, cuidado y el uso de
animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) (Gajda e al., 2007). El protocolo
experimental fue autorizada por el ComitéLocalde Investigacion en Salud (IMSS),
con numero de registro: (R-2010-1701-41). Recién destetados fueron distribuidos
aleatoriamente en 8 grupos de tratamiento (n=10): Grupo 1: Testigo dieta estandar
para roedores (2028S, 18 % Protein Rodent Diet Harland Tekland), Grupo 2: Dieta

Hipercalérica (DHC) (60% grasa, 40% fructosa, 20% proteina); misma que fue
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elaborada en nuestro laboratorio. (CIBIS-IMSS), Grupo 3: DHC+AGII (0.1 pg/Kg),
Grupo 4: DHC+AGII+Pioglitazona+Telmisartan (10 mg/kg), Grupo 5&:
DHK+AGII+Ace-Sa (25 mg/kg), Grupo 6: DHK+AGII+F1 (25 mg/kg), Grupo 7:
DHK+AGII+F2 (10 mg/kg), Grupo 8: DHC+AGII+F3 (25 mg/kg). El tratamiento duro
veinte semanas, los grupos 3 a 5 recibieron DHC (por 10 semanas) y la
administracion i.p. de AGII, ademas de los diferentes tratamientos v.o. El peso de
los animales y el consumo de alimento se monitorearon una vez por semana, y al
final del experimento las siguientes variables: peso, curva de tolerancia a la
insulina, triglicéridos, presion arterial, glucosa en ayuno, densidad corporal y

determinacién de citocinas en riiidn y tejido adiposo.

Figura 8. Diferentes grupos de tratamiento.

GRUPOS DIETA AGlI EXTRACTO O | PIOGLITAZONAY
n=10 (0. 1 pg/kg) FRACCION TELMISARTAN
I _
i
1) Testigo {&Dieta X X X
Normal
2) Control | DHC* X X X
3) Control I DHC V x X
4) Control (+) DHC | x Pio + Telmi
(10 mg/kg)
5) Experimental (1) DHC \/ Exto. Acet Sa x
(25 mg/kg)
6) Experimental (2) DHC | F-1 (25 mg/kg) X
7) Experimental (3) DHC V F-2 (10 mg/kg) X
8) Experimental (4) DHC y F-3 (25 mg/kg) x

{2 Dieta normal (2018S, 18% Protein normal Rodent Diet Harland Tekland)

* (Dieta hipercalérica CIBIS= 20% Proteina, 22% Carbohidratos, 30% Grasa)
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Figura 9. Forma de administracion de los distintos tratamientos.

\

O?l )
*SEMANAS
Recién

C-57BL destetados

1* 10* @ 20*

(Dieta hipercalérica CIBIS) DIETA (HIPERCALORICA)
+

HORMONA (Ag Il )

J

TRATAMIENTOS
v.0

Ag 0.1 pg/k i.p.

8.8. Perfil nutricional, metabélico y endocrino de los animales
Para analizar si la obesidad inducida por dieta rica en grasa estaba asociada a las
alteraciones en el comportamiento nutricional, el consumo de alimento fue medido
diariamente. En una balanza mecanica de tres brazos marca OHAUS se peso la
comida una vez por semana (Figura 10) y se calculé el promedio para determinar

el consumo por dia por ratén.

Figura 10. Determinacion del consumo de la dieta.
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8.9. Determinacién del peso
En una balanza electronica portatil marca OHAUS se peso cada ratéon 1 vez por

semana (figura 11).

Figura 11. Peso de los animales

8.10. Medicién de la presion arterial

Después de las 20 semanas de tratamiento por un método no invasivo se midi6 la
presion arterial de los animales administrados con los diferentes tratamientos, con
un aparato marca LE 5002 STORAGE PRESSURE METER LETICA,; por grupo de
tratamiento fueron sedados con una dosis muy baja de pentobarbital (10 mg/kg
i.p.), posteriormente se precalentaron a 35 £ 2 °C por 5 minutos y con ayuda de un
anillo insuflador colocado en la base de la cola de los ratones, el dispositivo se
encuentra unido a un transductor de pulso (Biopac System MP150). Mismo que
registra la presion sistélica y diastdlica y lo sistematiza para su analisis en un
programa de computo. Por ratébn se registré el promedio de 10 medidas
consecutivas y estables (con una diferencia de 1 minuto), obteniendo un promedio
para reporte de la PAS y la PAD en cada caso.
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Figura 12. Determinacion de la TA

8.11. Curva de tolerancia a la insulina
Al final del tratamiento se realiz6 la curva de tolerancia a la insulina de los
animales administrados durante las 20 semanas con los diferentes tratamientos,
sin ayuno se obtuvieron de la vena caudal 5 uL de sangre, cuantificando glucosa
(mg/dl) utilizando un glucometro marca Contour TS de Bayer después de obtener
el valor, se aplicé insulina rapida (Humulin R de Lilly) via i.p. a una dosis de 0.1
U/kg de peso, cuantificando glucosa de la forma ya descrita a los 15, 30, 60,120
minutos posteriores a su aplicacion. Con los datos obtenidos se construyé la curva

de respuesta y se calculo el area bajo la curva generada.
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8.12. Determinacion de glucosa en ayuno
Al final del experimento se determind los niveles de glucosa de los animales
administrados con los diferentes tratamientos, previo ayuno de 12 horas, se
obtuvieron de la vena caudal, una muestra de sangre 5 pL, cuantificando la

glucosa (mg/dl), utilizando un glucémetro marca Contour® TS Bayer.

Figura 13. Determinacion de glucosa

8.13. indice de adiposidad
Al finalizar las 20 semanas de tratamiento, se introdujo individualmente a los
ratones, bajo anestesia profunda por administracion de pentobarbital (50 mg/kg
i.p.), en una probeta de 250 ml llenada con agua corriente a un volumen de 180
ml. Se sujetd a los ratones del extremo de la cola (figura 14), se introdujeron
durante 4 segundos en la probeta y se midio el volumen desplazado. La densidad

corporal se calculé dividiendo el peso del animal entre el volumen desplazado.
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Figura 14. Evaluacion de la densidad corporal

8.14. Eutanasia

Después de las 20 semanas de tratamiento los ratones fueron anestesiados
profundamente y todavia bajo el efecto de la anestesia quirurgica i.p. con
pentobarbital soédico a una dosis de (40 mg/kg), se obtuvieron rapidamente
muestras de sangre (1ml) del seno infraorbitario de cada ratén. El plasma se
obtuvo por centrifugacion (120g por 15 minutos), a temperatura ambiente,
posteriormente las muestras rotuladas se almacenaron individualmente a -10 o -
70° C, para las diferentes determinaciones.
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Figura15. Posicion supina.

8.15. Determinacion de los triglicéridos en plasma

Los triglicéridos fueron determinados en plasma de los ratones, por el ensayo
enzimatico colorimétrico utilizando el KIT Colestat enzimatico AA y TG Color
GPO/PAP AA., marca Wiener lab, segun las recomendaciones del proveedor. Las
placas se leyeron en un lector de ELISA (Awareness Technology INC) Modelo Stat
Fax-2100 y se registro la absorbencia de las muestra a 492 nm.

Estandar: solucién de glicerol 2.26 mmol/I (equivalente a 2g/| de trioleina).
Reactivo: Solucion amortiguadora (pH 6.8), clorofenol, lipoproteina lipasa (LPL),

glicerol kinasa (GK), glicerol fosfato oxidasa (GPO), peroxidasa (POD), adenosina
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trifosfato (ATP) y 4-aminofenazona (4-AF). 1) En una placa multipozos (12X 8) se
colocaron 250 ml de reactivo en cada pozo, con excepcion del A1 al que se afiadio
unicamente H20. 2) En el pozo B1 no se colocé muestra alguna (Blanco). En el c1
se colocaron 5 pl de suero estandar. 3) Los demas pozos fueron llenados con 5 pl
de muestra correspondiente. 4) Se agité suavemente durante 50 segundos.5) Se
incubo a 37°C por 5 minutos. 6) Se determind la absorbancia de la mezcla con un
lector de ELISA (Stat Fa-2100) a 492 nandmetros. 7) Segun la absorbancia
correspondiente al pozo C1 cuya concentracion corresponde a 2g/l se elabora una

relacion con la absorbancia de las muestras experimentales.

Figura.16. Determinacion de triglicéridos

Determinacion por citocinas IL-1B3, IL-6, IL-10, IL-4, TNF-a por un ensayo
Inmunoenzimatico (ELISA).

1.- Se incubd el anticuerpo de deteccidn toda la noche a 4°C.

2.- Se lavo por tres ocasiones con solucidon amortiguadora de fosfatos (PBS) o
carbonato Tween 20 al 0.05%.

3.- Se incubd nuevamente con PBS mas suero fetal bobino (SFB) durante una
hora a temperatura ambiente.

4.- Se lavo 3 veces (PBS mas Tween 20 al 0.05%).
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5.- Estandar y muestras: para el caso del estandar IL6 y TNF-a se colocaron 1000
pg/ml y se realizaron diluciones para construir la curva estandar (1000, 500, 250,
125, 65.5, 31.2 y 15.6 pg/ml) y en el caso de la IL-10 se colocaron 2000 pg/ml con
sus respectivas diluciones (2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5y 31.2 pg/ml.
Muestras: En el caso de IL-10, IL-4 y TNF-a se colocaron 50 pl de muestras en
cada pozoy 75 yl para IL-6.

6.- Se lavo 5 veces (PBS + Tween 20 a 0.5 %)

7.- Incubacién con anticuerpo de deteccion: en el caso de IL-6 e IL-10 (40 pl de AC
(anticuerpo) + 40 de Enzima) y para TNF-a (20 pl de AC+ 40 pl de enzima)
durante una hora.

8.- Se lavo 7 veces (PBS mas Tween 20 a 0.5%).

9.- Se incubd con 200 ul de OPD (paro de reaccion con Ac. Fluorhidrico) durante
30 minutos en ausencia de luz.

10.- Finalmente se leyo la placa en un lector de ELISA (Stat fax-2100) a 37°C.

1 2 3 4656 7 8 9 101112
39900000000 TD
8 @ROOOVEOEE®EEE)
4O 90000 00ODOD
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F OOOO®WORER@@E)
9900000 0L DT
HEEOOOCIEIE

Figura 17. Disposicion de muestras, cuantificacion de citocinas por la técnica de

ELISA. Blk: blanco, S1-S8: Estandar 1-8; 1-26: muestra.
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Figura 18. Determinacion de citocinas

8.16. Analisis estadistico
Los resultados son expresados como la media tESM y fueron analizados usando

el analisis de varianza (ANOVA) con una post-prueba de Tukey, (*p< 0.05).
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1.Fitoquimica

El aislamiento de los metabolitos presentes en el extracto Acetodnico, se llevo a

cabo por el fraccionamiento cromatografico de la fraccion F2 obtenida de una serie

de particiones (Resumen del fraccionamiento Tabla 6).

Tabla 6. Resumen cromatografico del extracto acetonico de la raiz de Smilax

aristolochiifolia.

Ndamero de la fraccion

Clave de las fracciones

Sistema de Elucién
Diclorometano:Acetona

1-2 Zarzacaba-1 100:0
3 Zarzacaba-2 100:0
4-8 Zarzacaba-3 100:0
9 Zarzacaba-4 100:0
10-11 Zarzacaba-5 95:55
12-21 Zarzacaba-6-10 95:55
22 Zarzacaba-11 90:10
23-30 Zarzacaba-12-14 90:10
31-39 Zarzacaba-15-17 90:10
40-45 Zarzacaba-18-22 Col(2) 90:10
46-49 Zarzacaba-23-26 85:15
50-52 Zarzacaba-27-29 85:15
53 Zarzacaba-30 85:15
54 Zarzacaba-31 85:15
55 Zarzacaba-32 85:15
56-64 Zarzacaba-33-34 80:20
65-67 Zarzacaba-35-36 80:20
68-70 Zarzacaba-37 80:20
71-72 Zarzacaba-38 75:25
73-74 Zarzacaba-39 75:25
75 Zarzacaba-40 75:25
76-79 Zarzacaba-41-42 70:30
80-84 Zarzacaba-43-45 70:30
85-88 Zarzacaba-46-47 70:30
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89-92 Zarzacaba-48-51 60:40
93-95 Zarzacaba-52-54 60:40
96-97 Zarzacaba-55-56 60:40
98-104 Falto 55:45
105-109 Zarzacaba-60-62 55:45
110-115 Zarzacaba-63-68 55:45

Del fraccionamiento anterior, se encontré un precipitado amarillo en la Zarcaba 18-

22, Fraccionamiento que nuevamente se sometio a purificacion. Figura 19.

Figura 19. Precipitado amarillo de la Zarzacaba18-22.

A través de una serie de separaciones cromatograficas de esta fraccion, Tablas 6
y 7, se obtuvo una sola mancha en CCF en la fraccién ZarzacabaF5 y 6, en donde
se observé un solido amarillo, el cual presenté un factor de referencia de (0.75) y
un tiempo de retencidon de (10.86) en el cromatograma (Figura 20) de CLAR
(Cromatografia Liquida de Alta Resolucion). Este compuesto se envié para su

analisis a través de RMN una y dos dimensiones.
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Tabla 7. Resumen del fraccionamiento de Zar-18-22 Col (2).

Numero de la Clave de las fracciones Sistema de Elucién

fraccion Diclorometano:Acetona
1-6 ZarcabaF,-1 100:0
7-8 ZarcabaF,-2 95:55
9-10 ZarcabaF,-3 90:10
11 ZarcabaF>-4 85:15
12 ZarcabaF,-5 80:20
13-16 ZarcabaF,-6 75:25
17-28 ZarcabaF,-7 70:30
29-35 ZarcabaF,-8 60:40
36-42 ZarcabaF,-9 55:45

Tabla 8. Resumen del fraccionamiento de Zarzacaba F5 y 6 Col (3).

Numero de la Clave de las fracciones Sistema de Elucion
fraccion Diclorometano:Acetona
1-3 ZarzacabaF»>-A 100:0
3-6 ZarzacabaF,-B 95:5
7-12 ZarzacabaF,-C 90:10
12-15 ZarzacabaF,-D 85:5
12 ZarzacabaF,-E 80:20
16-17 ZarzacabaF2-F 75:25
£.00
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Figura 20. Cromatograma de HPLC del N-frans-feruloil-tiramina.




9.2.Caracterizacion quimica del compuesto aislado
Caracterizacion quimica.
El fraccionamiento cromatografico del F2, nos permitié obtener el compuesto (1)
como un precipitado amarillo, soluble en metanol con un punto de fusion de 74-
75°C. En el espectro de luz UV, el compuesto mostré absorciones de 220, 293 y

318 nm. El espectro de RMN "H mostré cuatro sistemas de acoplamientos:

1) Un sistema aromatico ABX [6 7.10 ( 1H, d, J=2 Hz ), 6.79 (1H, d, J=8.2 Hz) y
7.0 (1H, dd, J=2, 8.2 Hz)] asignado un H-2, H-5 y H-6, respectivamente;

A

R4 R3

Figura 21. Sistema aromatico ABX.
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2) Otro sistema aromatico A,B, [0 7.05 (2H, d, J=6.8 Hz) y 6.72 (2H, d, J=7.2 HZz)]
asignado H-2', H-6' y H-3', H-5' respectivamente.
A,

B, R4

R A,

B,

Figura 22. Sistema aromatico AzB..

3) Sistema de frans AB doble enlace [6 7.43 (1H, d, J=15.6 Hz) y 6.40 (1H, d,

J=15.6 Hz)] le asigna un H-7 y H-8, respectivamente.

Figura 23. Sistema alquilico trans AB doble enlace.
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4) Sistema alquilico AB [0 2.75 (2H, dd, J= 7.1, 7.5 Hz) y 3.46 (2H, dd, J=7.2, 6.5

Hz)] asignado un H-7’ y H-8', respectivamente.

Hb Ha

Figura 24. Sistema alquilico trans AB doble enlace.

5) De acuerdo con el experimento HMBC, H-7 (8 7.43) correlacionado en dos y
tres bandas con cinco sefiales de carbono en 6 128.39, 111.6, 123.33, 118.8 y
169.28 que son asignados a C-1, C-2, C-6, C-8 y C-9, respectivamente, lo que

indica la presencia del grupo trans feruloil (Figura 25).

NGO QN® N Q 25000
L IRRAE: @

2000C

-0CH,

MeOH (]7

Enlaces doble y aromaticos (L\

A

Sistema
A-B

80 7.0 6.0 50 40 30

Figura 25. Espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz).
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De acuerdo con el experimento HMBC, H-7 (7.43) correlaciona en dos y tres
ligaduras con cinco sefales de carbono en 128.39, 111.6, 123.33, 118.8 y 169.28
que son asignados a C-1, C-2, C-6, C- 8 y C-9, respectivamente, lo que indica la

presencia del grupo trans-feruloil-tiramina (Figura 26).

Figura 26. HMBC correlacion H-7.

Por otro lado la sefial de H-7 ' (2.75) correlaciona a J2.3 con cuatro sefiales de *C
en 131.41, 130.85, 130.85 y 4266 asignado a C-1', C-2', C-6' y C-8,
respectivamente, lo que indica la presencia de benceno que esta sustituido por un

grupo alquilo del tipo etilo (Figura 27).

Figura 27. HMBC correlacion H-7".
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Adicionalmente la sefial de H-8' (3.46) esta unido a un grupo que contiene un
atomo de nitrégeno por su desplazamiento quimico, esto nos permitié determinar
la presencia de un grupo amina terminal, que forma el esqueleto de la tiramina.
Este grupo esta unido a N-frans-feruloil, esto de acuerdo con el acoplamiento
observado de H-8' a J,.3 con la sefal de C-9 grupo carbonilo (169.28) de éster

amida (Figura 28).

Figura 28. HMBC correlacién H-8".

De acuerdo con los datos del analisis de RMN (Tabla 9) y la comparacion de los
datos de la literatura, se establecié la estructura quimica de N-trans-feruloil-

tiramina.

Figura 29. Estructura quimica de N-frans-feruloil-tiramina.
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El espectro de masas dio un ion molecular de m/z 314 [M+H]", 192 [M-
etilbenceno], 177 [M-etilaminobenceno]. Este compuesto no se ha aislado
anteriormente para S. aristolochiifolia. Sin embargo, ciannamide feniletil ha sido
aislado de otras especies, y posee actividades tales como: antioxidante (Fan et al.,
2010; Liu et al., 2011), inhibidor de la alfa-glucosidasa (Yusuf et al., 1992) y
antiarritmico (Faraci 2011). Este compuesto se utilizo para la estandarizacion de
los extractos de S. aristolochiifolia por HPLC y el contenido de NTF en cada
muestra en mg/g de extracto fue: acetdnico (Ace-Sa, 2.77); F1 (26.34), F2 (60.22)

y F3 (8.76).

9.3. Analisis quimico
El analisis por HPLC mostré un perfil cromatografico diferente de las muestras de
S. aristolochiifolia (figura 27). El tiempo de retencién (RT) para NTF es 10.18 min,
las AUC para el pico de este compuesto en cada muestra indicoé que la fraccidén F2
contiene la mayor concentracion de NTF de Ace-sa, F1 o F3. La curva de
calibracion, nos permitié calcular las dosis de NTF administrados con cada

tratamiento, por ejemplo, con Ac-Sa se administré a una dosis de 69.25 ug/kg, F1

65.75 ng/kg, F2 600 ug/kg cada uno, y F3 se administré a una dosis de 219 ug/kg.
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Figura 30. Perfil cromatografico por HPLC de diferentes muestras de Smilax
aristolochiifolia (Ace-sa, F1, F2 y F3, y N-trans-feruloil-tiramina que tenia una TR =

10.186 min).
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Tabla 9. Datos de 'H y "*C RMN del compuesto n-trans-feruloyltyramine a 400

MHz para proton y 100 MHZ para carbono (en metanol).

No. dc OHU in Hz) dc d¢
[Lit] [Lit]
1 128.39 129.77 128.4
2 111.6 7.1(d,2) 114.99 11,7
3 149.3 147.32 149,4
4 149.9 147.81 149,9
5 116.5 6.79(d,8.2) 116.71 116,6
6 123.33 7.0(dd,2,8.2) 110.31 123,4
7 142.1 7.43(d,15.6) 122.70 142,2
8 118.8 6.4(d,15.6) 140.72 118,9
9 169.28 167.12 169,3
~OCH, 56.51 3.87(s) 55.56 56.5
1 131.41 127.0 131,5
2 130.85 7.05(d,6.8) 115.17 130,9
3 116.39 6.72(d,7.2) 129.40 116,4
4 157 155.16 157 1
5 116.39 6.72(d,7.2) 129.40 116,4
6 130.85 7.05(d.6.8) 11517 130,9
7 35.92 2.75(dd,7.1,7.5) 34.39 35,9
8’ 42.66 3.46(dd,7.2,6.5) 40.56 42,7

El analisis de RMN nos permitié determinar que el compuesto se denomina N-
trans-feruloil-tiramina.
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9.4.Resultados experimentales

Caracterizacion Farmacoloégica

El efecto de la administracion de la dieta hipercalorica (DHC, grupo de control [)
durante 20 semanas, se compard con el efecto de la administraciéon de la dieta
regular (grupo testigo con dieta normal) y contra el control negativo del
experimento (DHC + AGII, grupo de control Il). En ambos casos, se observo un
incremento de dos veces en los valores de la tasa de crecimiento (que
corresponde a la pendiente de la fase logaritmica de el cambio de peso con
respecto al tiempo en dias), en comparacion con los valores observados en el
grupo con dieta normal; estos datos fueron significativamente diferentes de los del

grupo con dieta normal (* p <0.05). Figura 31.

Velocidad de crecimiento
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Dfas 1

Tratamientos (mg/kg)

Figura 31. Efecto de diferentes tratamientos sobre la tasa de crecimiento de los ratones expuestos a C57/BL-
6 dieta hipercaldrica y angiotensina |l crénica (Control Il). Extracto de acetona de Smilax aristolochiifolia (Ace-
SA), fracciones F1, F2 y F3 de Ace-Sa, la pioglitazona y Telmisartan (Pio + Te). Control | = dieta hipercaldrica.
ANOVA seguido por el pos prueba de Tukey (media £ DE, n = 10); * p <0.05 (en comparacion con el grupo
con dieta normal), 4p <0.05 (en comparacion con el control Il).
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Los tratamientos con extracto de Ace-Sa y control positivo (Pio + Tel) no
mostraron ningun cambio significativo (*p > 0.05) en comparacién con el grupo con
dieta normal. Pero cuando estos grupos se compararon con el grupo de dafios
(control II) mostraron una disminucion significativa (& p < 0.05, Figura 31). Aunque
el efecto de la F1, F2 y F3 fueron mas bajos que Ace-Sa y no fue
significativamente diferente con el grupo con dieta normal (*p < 0.05), éstos
tratamientos también indujeron una disminucidn estadisticamente significativa de
la velocidad de crecimiento respecto al grupo control Il (& p < 0.05).

Los ratones alimentados con una dieta regular (testigo) mostraron un incremento
de peso dependiente en el aumento de tejido magro, alcanzando un valor de la
densidad del cuerpo de 1.05 £ 0.02 g/ml (Figura 32). En los grupos con HCD o
HCD + AGII se observo una disminucion significativa de la densidad del cuerpo
respecto al grupo con dieta normal (*p < 0.05), el efecto de tales tratamientos es

de acuerdo al tamafo de los animales y peso de los animales (Figura 32).
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Figura 32. Efecto de diferentes tratamientos sobre la densidad corporal de los ratones expuestos a C57/BL-6
dieta hipercaldrica y angiotensina Il crénica (control Il): Extracto de acetona de Smilax aristolochiifolia (Ace-
SA), fracciones F1, F2 y F3 de Ace-Sa, pioglitazona y Telmisartan (Pio + Te). Control | = dieta hipercaldrica.
ANOVA seguido por el pos prueba de Tukey (media £ DE, n = 10 ); * p < 0.05 (en comparacion con el grupo
con dieta normal), 4p < 0.05 (en comparacion con el control Il).
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Los tratamientos con el extracto Ace-Sa y las fracciones F1 y F3 a partir de S.
aristolochiifolia no impidieron el efecto de DHC y AGII sobre la densidad corporal,
los valores de densidad de estos grupos fueron significativamente diferentes con
respecto al DN (Figura 32, *p < 0.05), pero no con el grupo dafo (Figura 30, & p >
0.05). Sin embargo, la fraccidn F2 y el grupo de control positivo (Pio + Te), fueron
los unicos capaces de inhibir la disminucion de la densidad corporal inducida con
HCD y AGII, este efecto era diferente al grupo de dafios (HCD + AGII, & p < 0.05),
pero estadisticamente similar al de dieta normal (p > 0.05).

La hipertrigliceridemia es una alteracion cardinal de la SM, que esta asociada a la
dislipidemia, en este trabajo la administracion del DHC y DHC + AGIl caus6 un
aumento significativo (*p < 0.05) en la concentracion de triglicéridos plasmaticos
con respecto al grupo de dieta normal hasta 3 y 4 veces, respectivamente. Los
tratamientos de S. aristolochiifolia, aunque fueron mayores y estadisticamente
diferentes de grupo con dieta normal (*p < 0.05), estos provocaron una
disminucion estadistica significativa de la concentracion de triglicéridos en suero
respecto al grupo dafio con DHC + AG Il (ep < 0.05) y cabe sefialar que el grupo
de ratones tratados con F2 respondié mejor debido a que los triglicéridos fueron
inferiores a DHC + AG Il, y no tuvieron diferencias estadisticamente con el grupo
de dieta normal (Figura 33). Mientras que en el grupo con Pio + Tel, no disminuye

este parametro respecto al grupo control Il (p > 0.05, Figura 33).
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Concentracion de trigliceridos en plasma.
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Figura 33. Efecto de diferentes tratamientos sobre la concentracion de triglicéridos en suero de ratones
expuestos a C57/BL-6 dieta hipercaldrica y angiotensina Il cronica (control 1l): Extracto de acetona de Smilax
aristolochiilfolia (Ace-SA), fracciones F1, F2 y F3 de Ace-Sa, pioglitazona y Telmisartan (Pio + Te). Control | =
dieta hipercaldrica. ANOVA seguido por el pos prueba de Tukey (media + DE, n = 10); * p < 0.05 (en
comparacion con el grupo de dieta normal), 4p < 0.05 (en comparacion con el control I1).

Otro componente de la SM es la resistencia a la insulina que conduce a la
diabetes mellitus tipo 2, este parametro se determiné a partir del area bajo la curva
(AUC) de la concentracion de glucosa en plasma con la administracion de una
dosis de insulina. Los animales expuestos a tanto DHC y DHC + AGIlI mostraron
un incremento significativamente mayor de la AUC respecto al grupo con dieta
normal (*p < 0.05, Figura 34). Todos los tratamientos de S. aristolochiifolia
disminuyeron el parametro de resistencia a la insulina disminuyendo el valor de los
datos de AUC, que fueron estadisticamente diferentes para el grupo con el dafio p
< 0.05 (Figura 34). El tratamiento de control positivo (Pio + Tel) fue el mejor para
causar una disminucion de este parametro (p < 0.05), incluso con una reduccion

mayor que la observada para el grupo con dieta normal (*p < 0.05).
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Figura 34 Efecto de diferentes tratamientos sobre la resistencia a la insulina (medida como el area bajo la
curva) de los ratones C57/BL-6 expuesta a la dieta hipercaldrica y angiotensina Il cronica (control Il): extracto
de acetona de Smilax aristolochiifolia (Ace-SA), fracciones F1, F2 y F3 de Acesa, pioglitazona y Telmisartan
(Pio + Te). Control | = dieta hipercaldrica. ANOVA seguido por el post- test de Tukey (media + DE, n = 10); * p
< 0.05 (en comparacién con el grupo de dieta normal), 4p < 0.05 (en comparacion con el control II).

Cuando se midieron tanto la presion arterial diastédlica (PAD) y sistolica (PAS) se

observo que los grupos de ratones con DHC o DHC + AGII, mostraron un aumento

sustancial y estadisticamente significativo en ambos casos en comparacion contra

el grupo de dieta normal (*p < 0.05, Figura 35). Este incremento fue controlado

con la administracion de diferentes grupos animales con extracto (Ace-Sa) y

fracciones (F1, F2 y F3) de S. aristolichiifolia, por lo tanto, se pudo observar una

disminucion significativa de la PAS y la PAD (#p < 0.05, Figura 35).

Los niveles de citocinas se cuantificaron en el rindn y tejido adiposo de animales

con diferentes condiciones experimentales asociados a la SM.
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Tension Arterial Sistolicay Diastolica.
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Figura 35 Efecto de diferentes tratamientos sobre la presion arterial sistolica y diastélica (PAS y PAD) de
ratones C57/BL-6 expuestos a la dieta hipercaldrica y angiotensina Il cronica (Control 11): Extracto de acetona
de Smilax aristolochiifolia (Ace-SA), fracciones F1, F2 y F3 de Ace-SA, pioglitazona y Telmisartan (Pio + Te).
Control | = dieta hipercaldrica. ANOVA seguido por el pos prueba de de Tukey (media £ DE, n = 10); * p <
0.05 (en comparacion con el grupo de dieta normal), 4p < 0.05 (en comparacion con el control I1).

En la administracion de rifion de tratamientos y DHC o DHC + AGII establecido
ambiente inflamatorio, en comparacion con la condicion del grupo con dieta normal
(Figura 36 a). Cuando estos procesos inflamatorios se evaluan en los grupos de
ratones con extracto o fracciones de S. aristolochiifolia (Figura 36 a) generalmente
se observo una disminucion de las condiciones de pro-inflamatorias, de la misma
manera como sucedio con el tratamiento de control positivo (Pio + Tel).

En lo que respecta a la respuesta del tejido adiposo se puede observar en la
Figura 36 b, que ambos tratamientos con DHC como tratamiento DHC + AGII
tenian un efecto similar con respecto a la respuesta pro inflamatoria. Tratamiento
de control positivo (Pio + Tel) no fue capaz de reducir la respuesta pro-inflamatoria
en el tejido adiposo (Figura 36 b). En contraste, con los ratones con tratamientos
de S. aristolochiifolia que generalmente disminuyeron del tejido pro-inflamatoria

respuesta, aunque la fraccion F3 lo hizo en menor medida (Figura 36 b).
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Concentracion de las citocinas IL-1B8, TNF-a y la IL-6 con
respecto a la concentracion de IL-10, en el rifion
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Figura 36. Efecto de diferentes tratamientos sobre la concentracion de las citocinas IL-18, TNF-a y la IL-6 con
respecto a la concentracion de IL-10, en el rifidn (a) y el tejido graso (b) de los ratones C57/BL-6 expuesto a la
dieta hipercaldrica y angiotensina Il cronica (Control Il): el extracto de acetona de Smilax aristolochiifolia (Ace-
Sa), fracciones F1, F2 y F3 de Ace-Sa, pioglitazona y Telmisartan (Pio + Te). Control | = dieta hipercaldrica.
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En este trabajo, se administré a ratones C57BL6, una dieta alta en calorias que
provocé aumento de peso y generando dafos asociados con el SM: el sobrepeso,
la hiperglucemia, la hipertension y la hipertrigliceridemia. Los cambios vasculares
que resultaron de estas dolencias se vieron exacerbadas por la administracion
cronica del vasoconstrictor potente AG Il. El aumento de la concentracién de
glucosa, los triglicéridos y la hipertension cronica asociada con la obesidad y la
diabetes son los principales factores patoloégicos en la disfuncion endotelial, lo cual
es un elemento clave de los mecanismos de la enfermedad vascular subyacente
(Kovacic et al., 2011) y también es un predictor de eventos clinicos como los
accidentes vascular cerebrales, que tienen una alta tasa de comorbilidad (Najjar et
al., 2005; Yiannikouris et al., 2012), debido principalmente al hecho de que las
células endoteliales juegan un papel importante en la regulacién de la estructura y
la funcion (Kovacic et al., 2011) vascular.

La obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de la hipertension y la
dislipidemia. La ganancia de peso inducida por DHC, produce un aumento en las
concentraciones plasmaticas de AG Il, que aumenta la presion arterial sistélica en
ratones machos (Putnam et al., 2012). Los adipocitos, las principales células de
tejido adiposo, el cual es uno de los posee todos componentes del RAAS y se
encuentran dispersos en la econonomia, son capaces de expresar péptidos de
angiotensindgeno y angiotensina (Putnam et al., 2012). En los seres humanos, AG
Il producida por los adipocitos parece inhibir la diferenciacién de los precursores
de adipocitos, disminuyendo el porcentaje de adipocitos pequenos que son
sensibles a la insulina. Por lo tanto, la capacidad de almacenamiento de los lipidos

en el tejido adiposo se reduce, y los triglicéridos pueden acumularse en el higado
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y en el musculo esquelético, lo que contribuye a la resistencia a la insulina (Wright
et al., 2008). El aumento constante del nivel de AG Il ademas de producir una
constriccidén vascular prolongado induce la liberacion de aldosterona, retencion de
sodio y agua, aumento de fluidos, en ultima instancia conduce a un estado de
hipertension (Ranilla et al., 2010). Por lo tanto, un desequilibrio cronico de la
regulacion AG Il induce la hipertension cronica y dafio vascular, asi como la
dislipidemia e hiperglucemia, que se reproduce en el modelo utilizado en este
trabajo con la dieta DHC y la administracion cronica de AG Il. Hiperglucemia
prolongada y la resistencia a la insulina resultante que conduce a hiperinsulinemia,
regula hasta los componentes del sistema de renina-angiotensina (RAAS) y
agudiza la condicion pro-inflamatorias y pro-trombotico mediada por AG I, que se
asocia con complicaciones macrovasculares de la diabetes. El desequilibrio de
RAAS debido al aumento de AG Il en tejidos tales como el rifidn, el higado vy el
tejido adiposo por la hiperglucemia puede contribuir a la hipertensidon asociada con
la SMy el dafo a 6rganos observado en la DM2 (Wright et al., 2008).

Los datos obtenidos en este trabajo mostraron por primera vez el efecto de S.
aristolochiifolia en un modelo de lesion asociada con la SM. Anteriormente, el uso
farmacolégico antecedente de esta planta indica solo el efecto diurético
(DellaGreca et al., 2009). Hay otros reportes, que mostraron que las especies del
mismo género indujo un efecto benéfico sobre diferentes alteraciones asociadas a
la SM. Por ejemplo, S. officinalis, inhibe las enzimas a-glucosidasa y posee un
efecto antioxidante (Abdala et al., 2012); S. canariensis tiene un efecto diurético
(Amira et al., 2012); S. aspera y S. china Linn disminuyen la inflamacion plantar

inducido por carragenina (Khan et al., 2009, Zhang et al., 2008). En este ultimo
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trabajo se menciona que poseen la sieboldogenin compuesto, que inhibe la
actividad de la lipoxigenasa (Zhang et al., 2008). Los glucdsidos (smilasidos G-L)
de S. bracteata tienen actividad captadora contra los radicales DPPH (Fukunaga
et al., 1997) y S. glabra mostraron un efecto hipoglucémico en una prueba de
tolerancia a la insulina en ratones (Kim et al., 2008).

En el presente estudio la administracion del extracto Ace-SA y fracciones F1, F2 y
F3 de S. aristolochiifolia fueron un tratamiento efectivo para controlar las
principales alteraciones asociadas con la SM, en ratones C57/BL6 con dafo
inducido por DHC y la administracion cronica de AG Il. Este es el caso del extracto
de AceSA, que contrarresta el efecto de la dieta DHC y AG Il en la curva de
crecimiento (corroborado por la disminuciéon de la densidad corporal), y se
mantiene a los animales en condiciones similares a las del grupo con dieta normal;
este efecto también se observé en el grupo que recibié la combinacion de
medicamentos pioglitazona y telmisartan. Esto es probablemente debido a la
presencia de compuestos fendlicos en el extracto de Ace-SA, ya que tienen la
capacidad de inhibir enzimas glucosidasa, que son una diana terapéutica para el
tratamiento de la obesidad en los seres humanos (Yusuf ef al., 1992). Ademas, los
niveles de triglicéridos en ratones con una dieta DHC + AG Il fueron mayores que
en los animales que recibieron s6lo una dieta DHC. En los grupos que recibieron
algun tipo de tratamiento de S. aristolochiifolia este parametro disminuyo
significativamente en todos los grupos (Ace-SA, F1, F2 y F3) en comparacién con
el grupo control Il. Aunque, los resultados con F2 son dignos de mencion, debido a
que este tratamiento era mejor que todos los grupos, incluyendo el tratamiento con

pioglitazona y telmisartan. Los niveles de glucosa en suero, la hipertension y la
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concentracion local de las citoquinas pro inflamatorias inducidas por DHC + AG |l
(Control I1), también se redujo en los animales que recibieron cualquier tratamiento
de S. aristolochiifolia.

El analisis quimico indico que todas las fracciones S. aristolichiifolia utilizados para
el tratamiento de animales con SM, contenian diferentes concentraciones de
compuesto aislado N-trans-feruloil-tiramina (NTF), el nivel mas alto de esta
sustancia se encuentran en la fraccion F2. Entonces, es posible que el efecto
farmacolégico contra el SM en ratones, pueda atribuirse principalmente a la
presencia de NTF, porque F2 posee el mayor efecto y la concentracion de este
compuesto es mas alta en el mismo. Lo cual no excluye la posibilidad de una
interaccidon farmacologica con otros principios activos, y que el efecto
farmacolégico observado podria ser el resultado de diferentes actividades
relacionadas con la compleja composicion de la fraccion.

Es importante sefalar que los efectos de diferentes tratamientos de S.
aristolochiifolia podria ser debido a NTF porque ha sido descrito como un inhibidor
no competitivo de a-glucosidasas, lo que explica su capacidad anti-
hiperglucemiante (Yusuf et al., 1992). Ademas, se demostro que NTF tiene una
capacidad antioxidante a través del secuestro de los radicales libres (Fan et al.,
2010). Por otro lado, NTF contrarresta los trastornos inflamatorios de la SM; se ha
demostrado un efecto de regulacion dependiente de la dosis en la liberacion de
oxido nitrico (estallido respiratorio) estimulado por LPS en un cultivo de células
RAW 264.7 (Kim et al., 2008). Sin embargo, el efecto farmacolégico mas notable
de NTF, que podria explicar en parte el efecto del extracto de S. aristolochiifolia

como un anti-SM, es que actua como ligando para el receptor gamma activado por
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el proliferador de peroxisomas (PPAR-y). Por lo tanto, NTF es capaz de mejorar el
estado morbido de la obesidad visceral y las condiciones resultantes de esta
enfermedad. Esto ocurre porque PPAR-y2 se expresa especificamente en el tejido
adiposo y es un regulador maestro en la diferenciacion y maduracién de los
adipocitos (Reaven, 2005). Se ha demostrado que los ligandos para PPAR-y2,
mejorar la condicion de la resistencia a la insulina. Por todo esto, la administracion
de estas sustancias puede ser un tratamiento eficaz para la prevencion y mejora
no solo de la DM2, sino también de la RI con el sindrome de hiper-insulinemia, el
metabolismo anormal de los lipidos, la obesidad, la hipertension y la aterosclerosis
(Hoffman et al., 2012).

Sin embargo, llama la atencidn que con las administraciones de las drogas
sintéticas del tipo de glitazonas, que actuan sobre PPAR, se han observado
efectos secundarios adversos, sobre todo cardio-toxicidad, como insuficiencia
cardiaca congestiva, arritmias y edema periférico (Fonseca et al., 2013). Sin
embargo, el uso generalizado del extracto de Smilax aristoliochiifolia en refrescos,
como "zarzaparilla" cerveza de raiz, nos permite suponer que NTF podria estar
libre de cualquier efecto toxico. Ademas, la inflamacion asociada a la SM se
control6 mediante la cuantificacion de la concentracion en el riidn y en el tejido
adiposo de citoquinas pro-inflamatorias tales como IL-6, IL-1 y TNF-a, asi como
la IL-10 anti-inflamatorio.

Se observé que el grupo con dieta DHC tenia un aumento no significativo en la
concentracion de citoquinas pro-inflamatorias con respecto al nivel de IL-10 en el

rinon; aun asi, el modelo por DHC y AG II, mostr6 un aumento significativo de

96



estas moléculas en el riidn, lo que indica que la administracion crénica de AG I
induce un estado pro-inflamatorio exacerbado.

La obesidad y la hipertension son reconocidas como enfermedades con un
importante fondo inflamatorio; un estudio demostré que los pacientes hipertensos
y obesos tenian niveles bajos de IL-10 y altas concentraciones séricas de IL-8, en
comparacion con los sujetos hipertensos con peso normal (Zubcevic et al., 2011).
El mecanismo de la hipertension cronica mediada AG Il también activa las células
T por AGII, que promueve la inflamacion vascular y la presion elevada (Elmarakby
et al., 2000).

Esto explica el papel esencial que se describe para el TNF-a como un regulador
de la presion arterial. Con respecto al aumento de la presién sanguinea causado
por la infusion de AG Il en ratas hipertensas alimentadas con dieta alta en sal, el
inhibidor de TNF-a retarda la progresion de la hipertension, un efecto que se
atribuye a una reduccion de dafo renal, debido a una disminucion de la proteinuria
y de la infiltracibn de macrofagos / monocitos (Guzik et al., 2007. Otro estudio
indica que en los ratones knockout para el TNF-a, la infusion de AG Il durante dos
semanas causa hipertension (Rahman et al., 1992).

Entonces, se concluye que, el extracto y las fracciones con NTF son opciones en

los tratamientos de la sintomatologia asociada con el SM.
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10. CONCLUSIONES

R/
A X4

El extracto acetonico de Smilax aristolochiifolia Mill y la fraccién F2 derivada
de la extraccion cloroformica de él, disminuyeron estadisticamente
significativa la obesidad, la resistencia a la insulina, el nivel sérico de
triglicéridos, la hipertension arterial y el proceso inflamatorio de los ratones
expuestos a dieta hipercaldrica y angiotensina Il.

El compuesto mayoritario de la F2 correspondié a N-trans-feruloil-tiramina.
La N-frans-feruloil-tiramina estuvo presente en el extracto y las fracciones
activas, por lo que esta sustancia se propone como el marcador quimico
para estandarizar los extractos, fracciones y formas farmacéuticas de la
especie vegetal estudiada.

Smilax aristolochiifolia Mill representa una fuente viable en el desarrollo de

un fitomedicamento para el control del sindrome metabdlico.
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11. PERSPECTIVAS

Realizar el fraccionamiento quimico biodirigido de las otras fracciones
que mostraron efecto sobre la resistencia a la insulina, para identificar
otros compuestos responsables de la actividad anti-sindrome

metabdlico.

Evaluar el efecto de extractos de la hoja y tallo de Smilax aristolochiifolia

Mill.

Realizar pruebas de toxicidad de las fracciones activas en este trabajo.

Elucidar el resto de los compuestos del extracto de la raiz de Smilax

aristolochiifolia.

Determinar el mecanismo de accién hipoglucemiante del extracto y

fracciones de Smilax aristolochiifolia.

Evaluar por medio de histologia los Islote pancreaticos en ratones

tratados con Smilax aristolochiifolia.

Evaluar de la expresion de PPAR-a en células de cultivo.
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Abstract: The metabolic syndrome (MS) is a condition consisting of various metabolic
abnormalities that are risk factors for developing kidney failure, cardiovascular, vascular
and cerebrovascular diseases, among others. The prevalence of this syndrome shows a
marked increase. The aim of this study was to investigate the pharmacological effect of
Smilax aristolochiifolia root on some components of MS and obtain some of the active
principle using chromatographic techniques. The compound isolated was N-trans-feruloyl
tyramine NTF (1), and its structure was determined by spectroscopic and spectrometric
analyses. The whole extract and the standardized fractions were able to control the weight
gain around 30%; the fraction rich in NTF was able to decrease the hypertriglyceridemia
by 60%. The insulin resistance decreased by approximately 40%; the same happened with
blood pressure, since the values of systolic and diastolic pressure fell on average 31% and
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37% respectively, to levels comparable to normal value. The treatment also had an
immunomodulatory effect on the low-grade inflammation associated with obesity, since it
significantly decreased the relative production of pro-inflammatory cytokines regarding
anti-inflammatory cytokines, both kidney and adipose tissue. Therefore it can be concluded
that the extract and fractions of Smilax aristolochiifolia root with NTF are useful to
counteract some symptoms of MS in animal models.

Keywords:  N-trans-feruloyl-tyramine;  Smilax  aristolochiifolia ~ Smilacaceae;
metabolic syndrome

1. Introduction

The metabolic syndrome (MS) is a complex and heterogeneous clinical entity that includes obesity,
hyperglycemia, hypertriglyceridemia and elevated blood pressure [1]. Its expression is strongly
influenced by environmental, social, cultural and economic factors [2]. The parallel increase of the
frequency of the metabolic syndrome and obesity is a worldwide phenomenon, particularly important
in México [3]. These pathologies are major risk factors for developing coronary heart disease, heart
failure and cerebrovascular atherosclerosis [1], which are the leading cause of death in the country [4].
Obesity appears to be one of the most important factors for triggering MS [5]. By controlling the
pathophysiological alterations that are included in the MS, the morbidity and mortality of this
syndrome is reduced [6].

It has been shown that mice of the C57/BL/6 strain respond in a relatively short time to a
high-caloric diet (saturated fat and carbohydrates) developing several parameters of MS (obesity,
hypertension, insulin resistance and hypertriglyceridemia) [7]. The morbidly obese condition generates
a state of low-grade inflammation, which differs from the states of chronic and acute inflammation,
and alters the levels of pro-inflammatory cytokines like IL-1B, IL-6 and TNFa [8] regarding
anti-inflammatory cytokines like IL-10. In addition, angiotensin II (AGII) was administered at a low
dose to produce endothelial damage, since this produces an inflammatory response, and it was
maintained throughout the period of time in which the drug was administered [9].

There are reports in the literature of some chemical compounds in the genus Smilax, such as
steroidal saponins with anti-inflammatory properties [10], flavonoids with anti-oxidant [11] and
anti-fungal [12] activity. The root of Smilax aristolochiifolia Miller (Smilacaceae) is widely used in the
food industry as a flavoring; its medicinal use is indicated for weight loss, as diuretic, anti-diabetic,
sudorific and depurative [13]. The aim of this study was to evaluate the pharmacological effect of
extracts of S. aristolochiifolia on some degenerative components of MS and the underlying inflammatory
condition, in a model of MS induced by high-caloric diet and chronic administration of AGII.
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2. Results and Discussion
2.1. Chemical Characterization

Chromatographic fractionation of the F2, allowed us to obtain compound 1 as a yellow precipitate,
soluble in methanol, with a melting point of 74—75 °C. In the UV-vis spectrum, the compound showed
the following Amax: 220, 293, and 318 nm. The '"H-.NMR spectrum showed four systems: an aromatic
ABX system [6 7.10 (1H, d, J = 2 Hz), 6.79 (1H, d, J = 8.2 Hz) and 7.0 (1H, dd, J = 2, 8.2 Hz)]
assigned a H-2, H-5 and H-6 respectively; another aromatic A;B, system [ 7.05 (2H, d, J = 6.8 Hz)
and 6.72 (2H, d, J = 7.2 Hz)] assigned H-2', H-6' and H-3', H-5' respectively; a trans double bond AB
system [0 7.43 (1H, d, J = 15.6 Hz) and 6.40 (1H, d, J = 15.6 Hz)] assigned a H-7 and H-8
respectively, and a AB system [0 2.75 (2H, dd, J = 7.1, 7.5 Hz) and 3.46 (2H, dd, J = 7.2, 6.5 Hz)]
assigned a H-7' and H-8' respectively. According to a HMBC experiment, H-7 (6 7.43) correlated at
two and three bonds with five carbon signals at 6 128.39, 111.6, 123.33, 118.8 and 169.28 which are
assigned to C-1, C-2, C-6, C-8 and C-9 respectively, indicating the presence of a trans-feruloyl group
(see Figure 1).

Figure 1. HMBC correlations of H-7.

On the other hand the signal of H-7' (6 2.75) correlated to J,.3 with four signals BCin & 131.41,
130.85, 130.85 and 42.66 assigned to C-1', C-2', C-6' and C-8' respectively, indicates the presence of
ethyl benzene (see Figure 2).

Figure 2. HMBC correlations of H-7'.
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Additionally, the signal H-8' (5 3.46) is attached to a group containing a nitrogen atom for its
chemical shift. This allowed us to determine the presence of a terminal amine group, forming the
skeleton of tyramine. This group is attached to the N-trans-feruloyl moiety, according to the observed
coupling of H-8' to J,.3 with the signal of the C-9 carbonyl group (169.28) of an amide ester (see Figure 3).

Figure 3. HMBC correlations of H-8'.

In conformity with NMR analysis data and comparison of the literature data [14], the chemical
structure was established as N-trans-feruloyltyramine or NTF (1) (see Figure 4).

Figure 4. Chemical structure of N-trans-feruloyltyramine.

The mass spectrum gave a molecular ion of m/z 314 [M + H]", 192 [M-ethylbenzene], 177
[M-ethylaminobenzene]. This compound has not been reported previously for S. aristolochiifolia.
However, phenylethylcinnamide has been isolated from other species, and possesses activities such as
antioxidative [15,16], a-glucosidase inhibitor [17] and antiarrhythmic [18]. It was used for the
standardization of the extract of S. aristolochiifolia by HPLC and the content of NTF in each sample of
mg/g of extract was: acetone extract (AceSa, 2.77), F1 (2.63), F2 (60.22), F3 (8.76).

2.2. Chemical Analysis

The analysis by HPLC showed a different chromatographic profile of samples from S. aristolochiifolia
(Figure 5). The retention time (RT) for NTF is 10.18 min, and the AUC for the peak of this compound
in each sample indicated that the fraction F2 contains a higher concentration of NTF than AceSa, F1 or
F3. The calibration curve allowed us to calculate the doses of NTF administered in each treatment.
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AceSa was administered at a dose of 69.25 pg/kg, F1 65.75 pg/kg, F2 600 pg/kg, and F3 219 ng/kg
(see Figure 5).

Figure 5. Chromatographic profile by HPLC of different samples from Smilax
aristolochiifolia (AceSa, F1, F2 and F3, and N-trans-feruloyl-tyramine which had a
RT =10.186 min).
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2.3. Pharmacological Characterization

The effect of the administration of a high-caloric diet (HCD, control I group) for 20 weeks was
compared against the effect of a regular diet (basal group) and against the negative control of the
experiment (HCD + AGII, control II group). In both cases, a twofold increase was observed in growth
rate values (which corresponds to the slope of the logarithmic phase of the change of weight with
respect to time in days) compared to the values observed in the basal group; these data were
significantly different from those of the basal group (* p < 0.05) (see Figure 6).

The treatments with AceSa extract and positive control (Pio + Tel) showed no significant change
(p > 0.05) compared to baseline conditions. But when these groups were compared with the damage
group (control IT) it is showed a significant decrease (¥ p <0.05, Figure 6). Although the effect of F1,
F2 and F3 was lower than AceSa and it was significantly different from the basal group (* p < 0.05),
these treatments also induced a statistically decrement of the growth velocity curve with respect to the
control II group (¥ p < 0.05).

Mice fed with a regular diet (basal) showed an increment dependent on the increase of lean tissue,
reaching a value of body density of 1.05 + 0.02 g/mL (Figure 7). In the groups with HCD or HCD +
AGII, control group I and II respectively, was observed a significant decrement of the body density
with respect to the basal group (* p < 0.05); this effect results from the increase in weight that can be
calculated from the values in the growth rate (Figure 6).
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Figure 6. Effect of different treatments on the growth rate of C57/BL-6 mice exposed to
hypercaloric diet and chronic angiotensin II (control II): acetone extract of Smilax
aristolochiifolia (AceSa), fractions F1, F2 and F3 from AceSa, pioglitazone and
telmisartan (Pio + Tel). Control I = hypercaloric diet. ANOVA followed by Tukey post-test
(mean + SD, n = 10); * p < 0.05 (in comparison with the basal group),  p < 0.05 (in
comparison with control II).
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The treatments AceSa, F1 and F3 from S. aristolochiifolia did not prevent the effect of HCD and
AGII on the body density. Data from these groups were significantly different from the basal (Figure 7,
* p < 0.05), but not from the damage group (Figure 7, * p > 0.05). However, the fraction F2 and the
positive control group (Pio + Tel) were able to inhibit the decrement of body density induced with
HCD and AGIL. This effect was different to the damage group (HCD + AGII, < p <0.05), but statistically
similar to the basal (p > 0.05).

Hypertriglyceridemia is a cardinal alteration of MS associated with dyslipidemia. In this work, the
administration of HCD and HCD + AGII caused a significant increase (* p < 0.05) in the concentration
of plasma triglycerides, which increased in respect to the basal group up to 3 and 4 times, respectively.
Although the treatments from S. aristolochiifolia were higher and statistically different to basal group
(* p <0.05), they provoked a statistical significant diminish of the triglyceride serum concentration in
regard to the damage group with HCD + AG II (¥ p < 0.05), and it was worth noting that the group of
mice treated with F2 responded better, given that the triglycerides were lower than HCD + AG II but
statistically equal to basal (Figure 8), while the group with Pio + Tel, did not diminish this parameter
in respect to the control I group (p > 0.05, Figure 8).
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Figure 7. Effect of different treatments on the body density of C57/BL-6 mice exposed to
hypercaloric diet and chronic angiotensin II (control II): acetone extract of Smilax

aristolochiifolia (AceSa), fractions F1

, F2 and F3 from AceSa, pioglitazone and

telmisartan (Pio + Tel). Control I = hypercaloric diet. ANOVA followed by Tukey post-test

(mean + SD, n = 10); * p < 0.05 (in comparison with the basal group), ¢
comparison with control II).
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Figure 8. Effect of different treatments on the serum concentration of triglycerides of
C57/BL-6 mice exposed to hypercaloric diet and chronic angiotensin II (control II):
acetone extract of Smilax aristolochiifolia (AceSa), fractions F1, F2 and F3 from AceSA,
pioglitazone and telmisartan (Pio + Tel). Control I = hypercaloric diet. ANOVA followed

by Tukey post-test (mean £ SD, n = 10); * p < 0.05 (in comparison with the basal group),
& p < 0.05 (in comparison with control II).
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Another component of MS is the insulin resistance that leads to type 2 diabetes mellitus. This
parameter is shown as the area under the curve (AUC) of plasma glucose concentration with the
administration of a dose of insulin. The animals exposed to both HCD and HCD + AGII showed a
significant increment value of the AUC respect to basal (* p < 0.05, Figure 9). All treatments from
S. aristolochiaefolia decreased the insulin resistance parameter by decreasing the value of AUC data,
that were statistically different to the group with damage (% p < 0.05, Figure 9). The positive control
treatment (Pio + Tel) was the best to cause a decrement of this parameter (*p < 0.05), even with a
greater reduction than the observed for the basal (* p < 0.05).

Figure 9. Effect of different treatments on the insulin resistance (measured as the area
under the curve) of C57/BL-6 mice exposed to hypercaloric diet and chronic angiotensin II
(control II): acetone extract of Smilax aristolochiifolia (AceSa), fractions F1, F2 and F3
from AceSA, pioglitazone and telmisartan (Pio + Tel). Control I = hypercaloric diet.
ANOVA followed by Tukey post-test (mean = SD, n = 10); * p < 0.05 (in comparison with
the basal group), & p < 0.05 (in comparison with control IT).
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When the diastolic (DBP) and systolic (SBP) blood pressure were measured, it was observed that
groups of mice with HCD or HCD + AGII showed a substantial and statistically significant increase in
both, in comparison to the basal situation (* p < 0.05, Figure 10). This increment was controlled with
the administration of extract (AceSa) and fractions (F1, F2 and F3) from §. aristolichiifolia to different
animal groups; therefore a decrease of SBP and DBP could be observed (¥ p < 0.05, Figure 10).

The levels of cytokines were quantified in kidney and adipose tissue from animals with different
experimental conditions associated with MS. The kidney administration of treatments and HCD or
HCD + AGII established an inflammatory environment, in comparison to the basal conditions (Figure 11a).
When this inflammatory process was evaluated in the groups of mice with extract or fractions from
S. aristolochiifolia (Figure 11a), a decrease of the pro-inflammatory conditions was generally observed,
in the same way as it happened with the positive control treatment (Pio + Tel).
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Figure 10. Effect of different treatments on systolic and diastolic blood pressure (SBP and
DBP) of C57/BL-6 mice exposed to hypercaloric diet and chronic angiotensin II (control II):
acetone extract of Smilax aristolochiifolia (AceSa), fractions F1, F2 and F3 from AceSA,
pioglitazone and telmisartan (Pio + Tel). Control I = hypercaloric diet. ANOVA followed
by Tukey post-test (mean £ SD, n = 10); * p < 0.05 (in comparison with the basal group),
& p <0.05 (in comparison with control II).
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In regard to the response of the adipose tissue that can be observed in Figure 11b, both treatments
HCD and HCD + AGII had a similar effect. Positive control treatment (Pio + Tel) was not able to
decrease the pro-inflammatory response in adipose tissue (Figure 11b), in contrast to mice with
treatments from S. aristolochiifolia which generally showed decreased tissue pro-inflammatory
responses, although fraction F3 did so to a lesser extent (Figure 11b).

In this work, a high-caloric diet was administered to C57BL6 mice, control group I, increasing their
weight gain and generating damage associated with MS: overweight, hyperglycemia, hypertension,
and hypertriglyceridemia. These alterations may eventually cause vascular damage, but not necessarily
because of the short period of exposure time. Due to the above control group II that was used, potential
vascular disorders associated with SM ailments were exacerbated with the chronic administration of
the potent vasoconstrictor AG II. The latter caused the establishment of organic damage to vasculature,
through the oxidative stress and inflammatory processes in endothelial cells.

The increase in glucose concentration, triglycerides and chronic hypertension associated with
obesity and diabetes is the major pathological factor for endothelial dysfunction, which is a key
element of the mechanisms underlying vascular disease [19]. It is also a predictor of clinical events
that have a high rate of comorbidity, such as cerebral vascular accidents [20,21], mainly due to the fact
that endothelial cells play an important role in regulating vascular structure and function [19].

Obesity is a risk factor for the development of hypertension and dyslipidemia. Weight gain induced
by HCD produces an increase in the plasma concentrations of AG II, which raises systolic blood
pressure in male mice [22]. Adipocytes, the main cells of adipose tissue, are capable of expressing
angiotensinogen and angiotensin peptides [22].
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Figure 11. Effect of different treatments on concentration of cytokines IL-1p, TNF-a and
IL-6 with respect to the concentration of IL-10, in kidney (a) and fat tissue (b) of C57/BL-6
mice exposed to hypercaloric diet and chronic angiotensin II (control II): acetone extract of
Smilax aristolochiifolia (AceSa), fractions F1, F2 and F3 from AceSA, pioglitazone and
telmisartan (Pio + Tel). Control I = hypercaloric diet.

9.00

a)

8.00 -

~
o
S

o
=)
S

N L-1b/IL-10
mTNF-3/IL-10
IL-6/1L-10

Relativae concentration to IL-10
w B~ w
o o o
(=] (=} (=]

N
o
=]

=
o
S

Control | Control Il Pio (10) + Tel { AceSa (25) F1(25) F2 (10) F3(25)
HCD + AGlI

o
=)
[S]

Treatments (mg/kg)
90.0 -

b)
800 -

700 -
500 7 WIL-1b/IL-10

B TNF-a/IL-10
400 -

IL-6/IL-10

200 -
100 -
0.0 ;

Control | Control 1l Pio (10) + Tel (10) AceSa (25) 1(25) 2(10) 3(25)

(=]
o o o
[=] [=] [=]

W
o
[=]

Relative concentration to IL-10

HCD + AGII Treatments (ma/kg)

In humans, AG II produced by adipocytes seems to inhibit the differentiation of adipocyte
precursors, decreasing the percentage of small adipocytes sensitive to insulin. Thus, the storage
capacity of lipids in the adipose tissue is reduced, and the triglycerides can accumulate in the liver and
in the skeletal muscle, contributing to insulin resistance [23]. Besides, the steady increase in the level
of AGII producing a prolonged vascular constriction induces release of aldosterone, retention of
sodium and water and increase of fluids, ultimately leading to a state of hypertension [24]. Thus, a
chronic imbalance of AG II regulation induces chronic hypertension and vascular damage, as well as
dyslipidemia and hyperglycemia; this was reproduced in the model used in this work with an HCD and
AG II diet. Prolonged hyperglycemia and insulin resistance result in hyperinsulinemia; it up-regulates
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the components of the renin-angiotensin system and sharpens the pro-inflammatory and pro-fibrotic
condition mediated by AG II, which is associated with macrovascular complications of diabetes. The
imbalance of RAS due to the increase of AG Il in tissues such as kidney, liver and adipose tissue by
hyperglycemia may contribute to hypertension associated with MS and to the organ damage observed
in diabetes mellitus 11 [23].

The data obtained in this work showed for the first time the effect of S. aristolochiifolia on an injury
model associated with MS. The previous pharmacological use of this plant indicated only the diuretic
effect [14]. There are other works which have shown that species of the same genus induced a
beneficial effect on different alterations associated to MS. For example, S. officinalis, inhibits a-glucosidase
enzymes and possesses an antioxidant effect [25]; S. canariensis has a diuretic effect [26]; S. aspera
and S. china Linn decrease the plantar inflammation induced by carrageenan [27,28]. The latter
possesses the compound sieboldogenin that inhibits the activity of lipoxygenase [28]. Glycosides
(smilasides G-L) from S. bracteata have scavenger activity against DPPH radicals [29] and S. glabra
has shown a hypoglycemic effect in a test of insulin tolerance in mice [30].

In the present study, the administration of the AceSa extract and fractions F1, F2 and F3 from
S. aristolichiifolia were an effective treatment to control the major alterations associated with the MS,
in C57BL6 mice with damage induced by HCD and chronic administration of AG II. This is the case
of the AceSa extract, which counteracted the effect of the HCD diet and AG II on the growth curve
(corroborated by the decrease of body density), and kept the animals under conditions similar to those
of the baseline group. This effect was also observed in the group that received the combination of
drugs pioglitazone and telmisartan. This is likely due to the presence of phenolic compounds in AceSa
extract, since they have the capacity of inhibiting a-glucosidase enzymes, which are a therapeutic
target for the treatment of obesity in humans [17]. Furthermore, triglyceride levels in mice with a
HCD + AGII diet were higher than in animals that received only an HCD diet. This parameter
decreased significantly in all groups that received some treatment from S. aristolochiifolia (AceSa, Fi,
F2 and F3), in comparison with the control II group. Although the results with F2 are worth noting,
this treatment was better than all groups including the treatment with pioglitazone and telmisartan.
Serum glucose levels, hypertension, and the local concentration of pro-inflammatory cytokines
induced by HCD + AGII diet (control II) also decreased in the animals that received any treatment of
S. aristolochiifolia.

The chemical analysis indicated that all S. aristolochiifolia preparations used for the treatment of
animals with MS contained different concentrations of isolated compound NTF; the highest level of
this substance is in fraction F2. Then, all the pharmacological effects against MS in mice could be
attributed mainly to the presence of NTF, because F2 possesses the major effect and the concentration
of this compound is higher in it. This does not rule out the possibility of pharmacological interaction
with other active principles, and that the pharmacological effect observed could be the result of
different activities related to the complex composition of the fraction.

It is worth noting that the effects of different treatments of S. aristolochiifolia could be due to NTF
because it has been described as a noncompetitive inhibitor of a-glucosidases, which explains its
anti-hyperglycemic capacity [17]. Also, it was shown that NTF has an antioxidant capacity through the
sequestration of free radicals [15]. On the other hand, NTF counteracts the inflammatory disorders of
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MS, and a dose-dependent regulation effect on the release of nitric oxide (respiratory burst) stimulated
by LPS in a cell culture RAW 264.7 has been demonstrated [31].

However, the most remarkable pharmacological effect of NTF, which might explain part of the
effect of the extract of S. aristolochiifolia as anti-MS, is that it acts as ligand for the gamma receptor
activated by the peroxisome proliferator (PPAR-y). Therefore, NTF is capable of improving the
morbid state of visceral obesity and the conditions resulting from this disease. This occurs because
PPAR-y2 is expressed specifically in adipose tissue and is a master regulator in the differentiation and
maturation of adipocytes [32]. It has been shown that ligands for PPAR-y2, improve the condition of
insulin resistance. For all this, the administration of these substances can be an effective treatment for
the prevention and/or improvement not only of type 2 diabetes mellitus, but also of the insulin
resistance syndrome with hyper-insulinemia, abnormal lipid metabolism, obesity, hypertension and
atherosclerotic disease [33].

It is noteworthy that the administrations of synthetic drugs of the type of glitazones (which act on
PPAR) have shown adverse side effects, especially cardio-toxicities such as congestive heart failure,
arrhythmias and peripheral edema [34]. Nevertheless, the widespread use of the extract of Smilax
aristoliochiifolia in soft drinks such as “zarzaparilla” root beer allows us to assume that NFT might be
free of any toxic effects. Furthermore, MS-associated inflammation was monitored by quantifying the
concentration in kidney and in adipose tissue of pro-inflammatory cytokines such as IL-6, IL-1p and
TNF-a, as well as the anti-inflammatory IL-10.

It was observed that the group with HCD diet had a non-significant increase in the concentration of
pro-inflammatory cytokines with respect to the level of IL-10 in the kidney; even so, the injury model
fed with HCD and AG II showed a significant increase of these molecules in the kidney, indicating
that the chronic administration of AG II induces an exacerbated pro-inflammatory state.

Obesity and hypertension are recognized as diseases with an important inflammatory background; a
study showed that hypertensive and obese patients had low levels of IL-10 and high serum
concentrations of IL-8, compared with hypertensive subjects with normal weight [35]. The mechanism
of AG II-mediated chronic hypertension also activates T cells by AGII, which promotes vascular
inflammation and elevated pressure [36]. This explains the essential role described for TNF-a as a
blood pressure regulator. Regarding the increase in blood pressure caused by the infusion of AG II in
hypertensive rats fed with high salt diet, etanercept (TNF-a inhibitor) retards the progression of
hypertension, an effect that is attributed to a reduction of kidney damage, due to a decrease of
proteinuria and of the infiltration of macrophages/monocytes [37]. Another study indicates that in
knockout mice for TNF-q, the infusion of AG II for two weeks fails to cause hypertension [38].

3. Experimental Section
3.1. General Procedures

The melting point of the isolated compounds was obtained on Thermo Scientific equipment IA1900
series (Thermo Scientific Inc., Hudson, NH, USA); the results shown are uncorrected. NMR spectra
were recorded on Varian INOVA-400 at 400 MHz for 'H and °C, and two-dimensional spectroscopy
experiments COSY, HSQC, HMBC in CD3;OD. Chemical shifts are reported in parts per million (ppm)



Molecules 2014, 19 11378

relative to tetramethylsilane (TMS). We used a Hewlett Packard 5985-B and a JEOL-AX 505 HA
mass spectrophotometer

3.2. Plant Material

This project was approved by the research committee of the IMSS (Instituto Mexicano del Seguro
Social) on June 17, 2010, with registration number R-2010-1701-41. The root of Smilax
aristolochiifolia was obtained in Monte Blanco (19°23'02.20" N and 96°56'09.60" W at 1773 masl), in
the municipality of Teocelo, Veracruz, Mexico. A specimen was identified and deposited for reference
in the Herbarium of INAH-Morelos (Medicinal Plant Herbarium of the Institute of Anthropology and
History-Morelos). The registration number given was 2053 and the identification was made by
Margarita Avilés Flores.

3.3. Extraction and Fractionation of the Root of Smilax aristolochiifolia

The dried and ground root (3.88 kg) was extracted three times with acetone (20 L) at 25 °C for 24 h.
The acetone extract of S. aristolochiifolia (Ace-Sa) was concentrated in a rotary evaporator (Heidolph
Laborota 4000, Schwabach, Germany). The Ace-Sa (35 g) was suspended in n-hexane (3.0 L) to give 3 g
of a soluble fraction and 30.0 g of a precipitate. This precipitate was dissolved in chloroform (1.2 L) to
give 6.2 g of a soluble fraction and 16.0 g of insoluble precipitate (called F1). The fraction F1 was
dissolved in acetone (2,000 mL) to give 11.5 g of the soluble fraction (called F2) and 3.0 g of the
insoluble precipitate (called F3).

F2 (11.5 g) was fractionated using silica gel (345 g, 70-230 mesh, Merck, Darmstadt, Germany)
column chromatography (9 % 28 cm). The column was eluted with a gradient of dichloromethane/acetone,
increasing the polarity of the eluting system with acetone, collecting volumes 350 mL, to obtain seven
fractions; Fr-A (1.5 g, 95:5), FrB (0.8, 90:10), FrC (3.0 g, 80:20), FrD (2.5, 70:30), FrE (0.4, 60:40),
FrF (1.3, 50:50,) and FrG (0.9, 0:100).

The FrC fraction (2.8 g) was fractionated on a chromatographic column (5 x 30 cm) with silica gel
(90 g, 70-230 mesh, Merck). The column was eluted with a gradient of dichloromethane/acetone/methanol,
increasing the polarity of the system by acetone and methanol, collecting volumes of 100 mL to give
six fractions; FrC-1 (100:0:0), FrC-2 (95:5:0), FrC-3 (90:10:0), FrC-4 (80:20:0), FrC-5 (50:50:0),
FrC-6 (50:50:50).

A yellow amorphous solid (54 mg) was obtained from the FRC-2 fraction; the structure of this
compound was identified on the basis of 1D and 2D NMR techniques, and comparing with certain
literature data [38]. It was identified as N-trans-feruloyltyramine (NTF), with a purity of 98%;
mp 74-75 °C. UV (MeOH) nm (}); 220, 293,318. "H NMR (400 MHz, CD;0D); *C NMR (100 MHz,
CD;0D) (see Supplementary Information); FABMS m/z 314[M + H]"; HRFABMS m/z 314 [M+ H]";
calculated for C;gH9NOj,.

3.4. Standardization of Fractions with N-Trans-Feruloyltyramine by HPLC

The extract Ace-Sa and fractions (F1, F2 and F3) were analyzed by a HPLC technique, and a
calibration curve was used with NFT; this allowed us to standardize the samples from S. aristolochiaefolia.
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The concentrations analyzed of compound 1 were: 2.77 mg/g for Ace-Sa, 26.34 mg/g for F1, 60.22 mg/g
for F2 and 8.76 mg/g for F3. The method was carried out in a Waters system (Separation Module
2695, Milford, MA, USA) coupled to a diode array detector (2996) with a 190—600 nm detection range
and operated Empower 1 software system [39]. Separations were performed in a Superspher RP-18
column (125 x 4 mm, 5 um; Merck) employing a constant temperature of 25 °C during analyses.
Mobile phase is composed by solvent A (H,O, TFA 0.1%) and B (CH3CN, TECSIQUIM, Toluca, Edo
Mex, Mexico) gradient system with a flow of 1.0 mL/min during 28 min. The ratio mobile phase
remained in the following way: A:B = 100:0 (0—1 min), 90:10 (2—4 min), 80:20 (5—7 min), 70:30
(8-14 min), 60:40 (15-18 min), 20:80 (19—22 min), 0:100 (23-26 min) and 100:0 (27-28 min).The
sample injection volume was 20 puL an the detection wavelength was scanned at 190—-400 nm.

3.5. Animals

Male C57/BL-6 mice (Harlan México, Mexico City, Distrito Federal, México) were used for all
experiments, which were housed and maintained under the following laboratory conditions: 25 °C =+ 3,
a 12 h:12 h light/dark cycle (lights on at 7:00), free access to water and food, either normal diet (pellets
from Harlan rodent lab diet) or high-caloric diet, depending on the experimental group concerned. All
studies were carried out in accordance with the official Mexican regulations NOM-062-ZO0O-1999
(Technical Specifications for Production, Care, and Use of Laboratory Animals). The experimental
protocol was authorized by the Local Health Research Committee (IMSS, Register number:
R-2010-1701-41).

3.6. Feeding the Mice with a High-Caloric Diet and a Normal Diet

A batch of 96 mice was divided into eight groups. Basal condition: received a regular diet (RD);
mice with only high-caloric diet (HCD, control I). All other groups were subjected to chronic damage
with HCD and angiotensin II (AGII, 0.1 mg/kg i.p.) by twenty weeks and then animals without any
treatment represented the negative control group (control II). The experimental treatments for next
groups were: acetone extract from S. aristolochiifolia (Ace-Sa) and F1, 25.0 mg/kg; F2, 10 mg/kg and
F3, 25 mg/kg, all orally. The positive control group was administered with Pioglitazone (=99% purity,
Sigma-Adrich, St Louis, MO, USA) (10 mg/kg) and telmisartan (=98% purity, Sigma-Adrich) (10 mg/kg).
The different treatments were administered from week 10 to 20. During the trial period, the weight
gain of each mouse was recorded weekly to establish the growth curve. At the end of the trial period,
the following parameters were measured: body density, fasting glucose, insulin tolerance curve,
triglycerides, blood pressure.

3.7. Determination of Body Density

Under surgical anesthesia (pentobarbital sodium 50 mg/kg ip, Pfizer, México City, Distrito Federal,
Me¢xico), the mice were immersed in a graduated volumetric device with 100 mL of water, keeping the
nose of the rodents out of the water. The volume of water displaced is measured and recorded; the ratio
between weight and displaced volume is calculated and this index corresponds to body density.
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3.8. Determination of Fasting Glucose

To determine the glucose concentration of the animals exposed to different treatments, previously
fasted for 12 h, a blood sample of 5 pL was obtained from the tail vein and the glucose was quantified
(mg/dL) using a Bayer Contour” TS glucometer.

3.9. Insulin Tolerance Curve

The insulin tolerance curve was traced at the end of the treatments. Five puL of blood from
non-fasting mice were obtained from the tail vein; the glucose was quantified (mg/dL) using a Bayer
Contour TS glucometer. Subsequently, a dose of 0.1 U/kg of rapid insulin was applied (Humulin R,
Lilly®, Indianapolis, IN, USA) via i.p. and the glucose was quantified in the manner already described,
15, 30, 60 and 120 min after the application. The response curve was constructed with the data
obtained, and the area under the curve was calculated.

3.10. Determination of Plasmatic Triglycerides

The plasmatic concentration of triglycerides was determined in plasma from mice exposed to the
different treatments by enzymatic colorimetric assay using the Wiener lab Color TG GPO/PAP AA,
(Rosario, Santa Fe, Argentina) following the recommendations of the supplier. The plates were read in
an ELISA reader (Awareness Technology Inc. [40]) model Stat Fax-2100, city, state abbrev if US,
country) and the sample absorbance at 492 nm was recorded.

3.11. Euthanasia

After 20 weeks of treatment, the mice were deeply anesthetized i.p. with pentobarbital sodium at a
dose of 80 mg/kg and blood samples were quickly obtained from the infraorbital sinus of each mouse.
The plasma was obtained by centrifugation (2500 rpm for 15 min) at room temperature; then the
samples were stored individually at —10 °C for the various determinations.

3.12. Quantification of Cytokines from Mouse Kidney and Adipose Tissue

The kidney and adipose tissue of mice was transferred to 15-mL tubes, placed on dry ice, and
suspended in phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF; Sigma-Aldrich) 0.1 mM in PBS (1 mL/200 mg
of tissue). Samples were homogenized (Potter-Elvehjem homogenizer Thomas Scientific, Swedesboro,
NJ, USA) and then centrifuged for 10 min at 14,000 rpm at 4 °C. The supernatants were transferred to
1.5-mL Eppendorf tubes and were ready for analysis. IL-1B3, IL-6, IL-10 and TNFa were measured
using ELISA BD OptEIA™ (San Jose, CA, USA), according to the manufacturer’s instructions.
Concentrations for each cytokine were calculated from calibration curves using individual recombinant
proteins as standards, also according to the manufacturer’s instructions. Density (OD) readings
were performed at 30 and 60 min of incubation at 450 nm. The value of the concentration of
pro-inflammatory cytokines (IL-1p, IL-6 and TNFa) was divided by the value of the concentration of
anti-inflammatory cytokine (IL-10). Finally, the resulting index was compared with the baseline value.
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3.13. Blood Pressure Measurement

The mice exposed to the different treatments were anesthetized (pentobarbital 50 mg/kg i.p., Pfizer)
and placed in a LETICA Storage Pressure Meter, LE 5002, (Biopac System MP150, Goleta, CA,
USA [41]). Ten measurements were recorded for each mouse and an average was obtained to report
the PAS and PAD of each case.

3.14. Statistical Analyses

The results are expressed as the mean £ SEM and were analyzed using the analysis of variance
(ANOVA) with a Tukey post-test (* p <0.05).

4. Conclusions

It is concluded that the extract and fractions with NTF are options in the treatment of the
symptomatology associated with the MS.

Supplementary Materials
Supplementary materials can be accessed at: http://www.mdpi.com/1420-3049/19/8/11366/s1.
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