UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

AT\

Casa abierta al tiempo

“EFECTO DE Psacalium decompositum (A. GRAY) H. ROB. &
BRET. EN LA PREVENCION Y DESARROLLO DEL SINDROME

METABOLICO INDUCIDO POR FRUCTOSA EN RATAS”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
PRESENTA

HECTOR MERINO AGUILAR

DIRECTOR DE TESIS:

Dr. Francisco Javier Alarcén Aguilar

ASESORES:

Dr. Manuel Jiménez Estrada

Dr. Gil Alfonso Magos Guerrero

MEXICO, D.F. 30 DE ENERO DE 2015.



El Doctorado en Ciencias Biologicas y de la Salud de la
Universidad Autbnoma Metropolitana pertenece al Padron de Posgrados
de Excelencia del CONACYT y cuenta con el apoyo del mismo Consejo

con el convenio PFP-20-93.



El jurado designado por la Comisién del Doctorado en Ciencias Biologicas y de la
Salud de la UAM (Unidades Cuajimalpa, Iztapalapa y Xochimilco),
aprobo la Tesis que presenta
Héctor Merino Aguilar
El dia 30 de enero de 2015.
Sinodales:

/ ///l ;
Dr. Francisco Javier Alarcon Aguilar (Presidente) Y,
AT

Dr. Manuel Jiménez Estrada (Secretario)

Dr. Gil Alfonso Magos Guerrero (Vocal) 5./l e V%f( s 2
/. : I

Dr. Daniel Arrieta Baez (Vocal)

Dra. Norma Edith Lopez-Diazguerrero (Vocal) “¥A mmo‘g C (}\:‘C‘) D\ J {5

A



COMITE TUTORIAL

Dr. Francisco Javier Alarcon Aguilar
Profesor Titular “C”, Universidad Autbnoma Metropolitana

Dr. Manuel Jiménez Estrada
Investigador de Carrera Titular “C”, Instituto de Quimica,
Universidad Nacional Autonoma de México

Dr. Gil Alfonso Magos Guerrero
Profesor Titular “A”, Facultad de Medicina,

Universidad Nacional Autbnoma de México

SINODALES
Dr. Daniel Arrieta Baez

Profesor Titular “A”, Instituto Politécnico Nacional

Dra. Norma Edith Lopez-Diazguerrero

Profesor Titular “C”, Universidad Autonoma Metropolitana



El presente trabajo se realizo en el laboratorio 2-10 del Instituto de
Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México y S-348 de

farmacologia del Departamento de Ciencias de la Salud,

Division de Ciencias Biologicas y de la Salud,

Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad Iztapalapa.



indice General

indice General
[ Ye IToT=N CT=T g [= = O PRRR i
(O ] 14T 01 o o [
-Lista de tablas ¥ CUAAIOS ... %
e IS F= o Lo o U L= L PSPPI Vi
e IS - W0 [0 1= Vo T = U g - SRR Vi
SA DT EVIATUFIAS ..ottt e e ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e n bbb e e Vil

R O S UM BN .o e viii

Y 011 1 2= (o) ST X

e |11 e T 11 Lo o o | o USRS
- Principales causas de la problematiCa............ooooiiiiiiiiiiii
-Prevalencia del SM €N MEXICO......ciiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e et s e s s aeeaeaeaaeeeeeenennens
AN AL =T o =T [T oY =S
- Generalidades del sindrome metabOliCO..........oiiiiiii e
- Patogenesis Al SM. ... e ———————————
- Implicaciones metabdlicas del consumo excesivo de fructoSa...........oeevevieiiiiiiiiiiieeene.
- FructoSa y diSliPIademMIa. ... e e i a e
- FruCtOS@ Y ODESIAAU. ... uiiiiieiiiiiiiii et e e e e e e e e e as
- Proceso iNflamatorio... ...
- Respuesta INflamatoria. ... ..o
el 8 o o Yo o o 1 T= o3 =T o Lo 1=

- Caracteristicas quimicas y fuentes de obtencion.............cccceeeeiiiiiiii i,



indice General

- Aplicaciones y Propiedades...........cooiiiiiiiiiiiiiii s 28
- Modelos animales para el estudio del SM...... .. 33
- Clasificacion botanica de Psacalium decompoOSitUM..........o.oiiiiiiiiiiiie e 35
- Componentes quimicos y actividad biolégica de P. decompositum..............cccccvvvvvvnnneen. 37
- Antecedentes del efecto hipoglucémico de P. decompositum.............c.coceeveieiennnn... 39
- Justificacion y planteamiento del problema.............oo 42
o L 10 =2 1 TR PP PPPRTPTTORUPRRS 44
- ODJELIVO GENEIAL ...ttt e e e e e e e e e e 44
- ODJELIVOS PAITICUIAIES. .......uuiiiiiieiiieee ettt e e e e e e e e e e 44
- MaterialesS ¥ MELOAOS .. ... 46
- Material VEGETAL.........oooiii e 46
- Obtencion de los extractos de la raiz de Psacalium decompositum.................c...o...e. 46
- Procedimiento para cromatografia de capa fina de alto rendimiento.......................... 49
- Andlisis de la fraccion FOS por resonancia magnética nuclear................................ 49
N 1110 F= 1= 50
- Prueba de Tolerancia ala Glucosa Oral.............ooouiiiiiiii e 51
- Par@metros BiOQUIMICOS. .......uuiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e ennnneeaaeans 52
- Cuantificacion de CILOCINAS. .. ... . et ee e e e aeaas 52
= ANALISIS ESTAUISTICO ..ttt e 53
e =T 011 1= T 0 54
s D S CUSIO N . i 62
O30 ] 1 1od 1T =7 0] 1= PSS 77

= 0103 A T PSRRI 78



indice General

e (] (=] (=T Yo = LSO P PR
A 1220 TP SR PPPPRRPRRPPRIN
Lista de tablas
- Tabla 1. Caracteristicas generales de los ONDs mas comunes........................... 26
- Tabla 2. Frutas y vegetales productores de FOS...........ccooiiiiiiiiiiici e, 28
- Tabla 3. Usos tradicionales de P. decompositum.............ccoiiiiiiiiiiiiiiieieens 29
- Tabla 4. Efecto de la fructosa sobre el peso y parametros bioquimicos en ratas 54
alimentadas con fructoSa POr 12 SEMEANEAS. ... ..ueueuee ettt aee e
- Tabla 5. Efecto de la fraccién FOS sobre el peso y parametros bioquimicos en 55

ratas alimentadas con fructosa por 24 SEMANAS..........ccevuiiriiriieiiiieeieieee e,



Figuras y diagramas

Lista de figuras

- Figura 1. Principales causas de mortalidad en MéxiCo.............ccoiiiiiiiiiininannnn. 2
- Figura 2. Prevalencias de alteraciones metabdlicas en México.............cc...o.c....... 5
- Figura 3. Estructura quimica de oS FOS.........ccoiiiiiiii e 27
- Figura 4. Fotografia de las raices de P. decompositum...............ccoooiieiiiiiininn. 34
- Figura 5. Sesquiterpenoides naturales y transformados de las raices de P. 37
(o =Tolo]0 0] o0 1]1 0] 1 o FORR TP PPPPPPPPPPPPP

- Figura 6. Figura 6. Estructura de la peltalosa (U) aislada de las raices de P. 40
L2112 L1 0 PP

- Figura 7. Estructura de la fructana, compuesto tipo inulina aislado de las raices de 41
P dECOMPOSITUM. .. e e

- Figura 8. Dispositivo disefiado en el laboratorio para acelerar la evaporacion de los 47
(0 LT V7= (=S

- Figura 9. Efecto de la fraccion FOS en los niveles séricos de TNF-a..................... 56
- Figura 10. Efecto de la fraccion FOS en los niveles séricos de IL-6 e IFN-y............ 57
- Figura 11. Efecto de la fraccion FOS en los niveles séricos de MCP-1.................. 58
- Figura 12: Efecto de la fraccion FOS en los niveles séricos de IL-1a e IL-1B.......... 59
- Figura 13: Efecto de la fraccion FOS en los niveles séricos de VEGF................... 60

- Figura 14: Efecto de la fraccion FOS en los niveles séricos de leptina................... 61



Figuras y diagramas

Lista de diagramas

- Diagrama 1. Procedimiento para la obtencion de la fraccién rica en FOS de las 48
raices de P. deCOMPOSITUM. ... ...t

Lista de espectros

- Espectro 1. Espectro de RMN *H de la fraccion rica en FOS, Jiménez, 2011........ 91
- Espectro 2. Espectro de RMN *H de la fraccion rica en FOS, 2014..................... 92

- Espectro 3. Espectro de RMN *H de los FOS de M. maritima, Cérantola, 2004...... 93



Abreviaturas

CC
CCF
DM
SM

FOS

MHz

ppm

RMN *H

Abreviaturas

Cromatografia en Columna Abierta
Cromatografia en Capa Fina

Diabetes Mellitus

Sindrome Metabolico

Fructooligosacaridos

Sefial Multiple

Megahertz

Partes por Millon

Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno

Desplazamiento Quimico



Resumen

Resumen
Esta investigacion se centra en el estudio de las propiedades antiinflamatorias e
hipolipemiantes de los fructooligosacaridos (FOS) presentes en las raices de
Psacalium decompositum (Gray) H.E. Rob. & Brett (Asteraceae), conocido
comunmente como "matarique”, planta medicinal usada en Meéxico para el

tratamiento empirico de la diabetes.

En la actualidad, la prevalencia de obesidad y trastornos metabdlicos en nuestro
pais ha aumentado debido a cambios en el tipo de dieta. Algunos estudios han
demostrado que el consumo de consumo de bebidas y otros productos
endulzados con jarabe de maiz de alta fructosa (JMAF) podrian contribuir de
manera importante en el aumento del peso corporal, grasa visceral y niveles
elevados de colesterol y triglicéridos, propiciando sindrome metabdlico (SM). La
progresion de complicaciones fatales inherentes a este sindrome es inevitable,
incluso con el uso de medicamentos. Por lo tanto, la bUusqueda de nuevas
alternativas terapéuticas debe continuar y una opcién es el estudio de plantas

medicinales mexicanas.

Estudios previos han demostrado que los fructooligosacaridos (FOS) presentes en
las raices de Psacalium decompositum inducen efecto hipoglucémico en modelos
animales, lo que podrian asociarse con la atenuacion del proceso inflamatorio y

otros trastornos metabolicos.

El presente estudio evalu6 los efectos de la Fraccion FOS, después de la

ganancia de peso y el desarrollo de trastornos metabdlicos, en ratas macho
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Wistar, alimentadas durante 12 semanas con dieta al 20% de JMAF en el agua de
beber y comida, antes de la administracion intragastrica de la Fracciéon FOS (150
mg/Kg), bezafibrato (30 mg/Kg) o solucion salina isotonica al 0,9% (4 ml/Kg). Las
ratas tratadas con bezafibrato conservaron el peso y los parametros metabdlicos
permanecieron similares a los mostrados por los animales sanos. La Fraccién
FOS redujo el peso corporal, colesterol, triglicéridos y los niveles de IL-6, IFN-y,

MCP-1, IL-1B y VEGF (p<0,05).

La fraccion rica en FOS mostré efectos antiinflamatorios e inhibi6é la ganancia de
peso en ratas con obesidad inducida por dieta rica en fructosa. Estos resultados
indican que P. decompositum tiene propiedades antiinflamatorias e
hipolipemiantes, ademas de actividad hipoglucemiante, reportada anteriormente, y
podria ser utilizada como materia prima para el desarrollo de un potencial
medicamento alternativo en el control de la obesidad y dislipidemias. Sin embargo,
es necesario realizar mas estudios para determinar los posibles mecanismos de

accion responsables de estos efectos.

Por ultimo, es importante continuar con mas estudios de esta y otras plantas
medicinales usadas tradicionalmente, para dar validez cientifica a nuestra
herencia ancestral medicinal y avanzar en la busqueda de alternativas
terapéuticas eficaces y seguras, con la finalidad de reducir costos, principalmente
en aguellas enfermedades cronico-degenerativas que requieren tratamientos

prolongados.
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Abstract
This investigation is focused on the study of the anti-inflammatory and
hypolipidemic properties of fructooligosaccharides (FOS) present in the roots of
Psacalium decompositum (Gray) H.E. Rob. & Brett (Asteraceae), commonly known
as “Matarique”, a medicinal plant used in Mexico for diabetes mellitus empirical

therapy.

At present, the prevalence of obesity and metabolic disorders has increased due to
changes in the type of diet. In particular, fructose intake has increased by
incremental consumption of drinks and other products sweetened with corn syrup
high-fructose (HFCS). Some studies have shown that medium-term access to
HFCS can cause increased body weight, body fat and high triglyceride levels,
precursors to the development of metabolic syndrome (SM). The development of
inherent fatal complications to this syndrome is inevitable even with the use of
treatments. Therefore, the search of new therapeutic alternatives should be

continued and an option is the study of the Mexican medicinal plants.

Previous studies have shown that the fructooligosaccharides (FOS) present in the
roots of this plant exhibit a notable hypoglycemic effect in animal models; this
might be associated to the attenuation of the inflammatory process and other

metabolic disorders.

The current study examined effects of FOS-Fraction after weight gain and
development of metabolic disorders in male Wistar rats fed for 12 weeks with diet

20% HFCS in drinking water and chow before administering intragastrically FOS-
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Fraction (150 mg/K body weight), bezafibrate (30 mg/K body weight), and 0.9%
isotonic saline solution (4 ml/K body weight). Rats treated with bezafibrate
maintained weights and metabolic parameters similar to healthy animals. Rats
treated with FOS-Fraction decreased body weight, cholesterol, triglycerides, and

significantly reduced IL-6, IFN-y, MCP-1, IL-13 and VEGF levels (p < 0.05).

FOS fraction produces anti-inflammatory effect and an inhibitory effect on the
increase in weight, in rats with fructose-induced obesity. These results suggest that
P. decompositum has anti-inflammatory and hypolipidemic properties in addition to
its previously reported hypoglycemic activity and it might be used as an alternative
medication for the control of obesity. Nevertheless, it is necessary to continue with
the investigation to determine the mechanisms of action responsible for those

effects.

Finally, it is important to continue with the studies in traditionally used medicinal
plants in order to give scientific validity to our medicinal ancestral inheritance, to
advance in the search of effective therapeutic and safe alternatives, and also to be
able to lower costs, mainly in those chronic-degenerative diseases that demand

prolonged treatments.
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Efecto de Psacalium decompositum en la prevencion y desarrollo del sindrome metabdlico

1. INTRODUCCION

La obesidad, la diabetes y las enfermedades metabdlicas son los problemas de salud
publica mas comunes en México que provocan las principales causas de muerte, lo
cual impacta en todos los ambitos de la vida de los mexicanos. Las causas son
multifactoriales y para optimizar la utilizacion de recursos y evitar un colapso
econdémico y de salud publica, es necesaria la intervencion en la prevencion de la

obesidad de manera integral.

En la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Economicos (OCDE), México
ocupa el segundo lugar; sélo por debajo de Estados Unidos, con mayor proporcion
de personas obesas; tres de cada diez personas adultas son obesas y casi siete de
cada diez tienen sobrepeso. El panorama en la poblacion infantil no es muy diferente:
uno de cada tres nifios tiene sobrepeso o es obeso. A nivel mundial, México ocupa el
cuarto lugar en sobrepeso y obesidad para la poblacién entre 5 y 17 afios de edad

(COFEMER, 2012).

Los origenes de sobrepeso y obesidad pueden estudiarse desde varios puntos de
vista: clinico, nutricional, familiar, social y econémico, entre otros. Las causas y
consecuencias de dicha problematica se traducen en importantes implicaciones,
tanto sociales como economicas. La fuerza laboral se vuelve menos productiva como
resultado de dichas afecciones y de muertes prematuras, afectando la productividad
y al crecimiento econémico del pais; incluso se estima que para el afio 2017 el gasto
en salud generado por la atencion de enfermedades asociadas con el exceso de

peso ascendera a 150 mil millones de pesos (COFEMER, 2012).



Efecto de Psacalium decompositum en la prevencion y desarrollo del sindrome metabélico

En la figura 1 se observa que las enfermedades no transmisibles (ENT) son las
principales causas de muerte: enfermedades cardiovasculares (18%), diabetes

mellitus (14%) y neoplasias (12%) (INEGI, 2013. En Linea).

Otras

Enfermedades del
corazon
18%

Enfermedades
cerebrovasculares
5% Diabetes mellitus

14%

Enfermedades del
higado
5% Accidentes
7%

T Tumores malignos
12%

Figura 1. Principales causas de mortalidad en México (INEGI, 2011).

La mayoria de las ENT estan fuertemente vinculadas con cuatro comportamientos
particulares: consumo de tabaco, inactividad fisica, dieta poco saludable y uso nocivo
de alcohol. Estos comportamientos conducen principalmente a cuatro cambios
fisioldgicos o alteraciones metabdlicas: presion arterial elevada, sobrepeso/obesidad,

hiperglucemia e hiperlipidemia (INEGI, 2013. En Linea).
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El sindrome metabdlico (SM) es un término utilizado para definir a un individuo que
presenta al menos tres de las alteraciones metabdlicas indicadas anteriormente, las
cuales en adultos aumentan el riesgo padecer enfermedad cardiovascular y algunos

tipos de cancer (Alberti y col., 2006).

1.1 Principales causas de la problemética

Las autoridades mexicanas identifican como principales causas de obesidad y

trastornos metabdlicos a las siguientes:

» Desbalance: mayor ingesta cal6rica que consumo calorico.

* Incremento en el poder adquisitivo dirigido al menor costo de alimentos procesados
por avance tecnoldgico.

+ Patrones de consumo de los padres se trasladan a los hijos.

* Sedentarismo por el desarrollo industrial y tecnolégico mundial.

» Aumento en la disponibilidad a bajo costo de alimentos procesados adicionados con
altas cantidades de grasas, azucares y sal.

* Incremento en el consumo de comida rapida y alimentos preparados fuera de casa
para un sector creciente de la poblacion.

* Disminucion del tiempo disponible para la preparacion de alimentos.

» Mayor exposicidon a publicidad sobre alimentos industrializados y productos que
facilitan las tareas cotidianas.

* Mayor oferta de alimentos industrializados en general.

» Disminucion de la actividad fisica en la poblacion.
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* Incremento en el consumo y disponibilidad de bebidas caléricas y alimentos

industrializados.

Ademas, la Encuesta Nacional de Salud en Escolares (ENSE) 2008, sefiala que los
alimentos y productos con mayor disponibilidad en las primarias son: 81.2% dulces,
78.8% botanas industrializadas y 77.1% tortas y séndwiches, a nivel secundaria,

87.9% son refrescos.

1.2 Prevalencia del SM en México

Los estudios clinicos realizados sobre el SM en México desafortunadamente son
escasos. Se ha documentado principalmente el incremento de obesidad, diabetes
tipo 2, enfermedad aterosclerética coronaria y enfermedad cerebrovascular, que son

las principales causas de muerte en nuestro pais (Garcia-Garcia y col., 2008).

En 1993 los resultados de la Encuesta Nacional de Enfermedades Cronicas (ENEC)
mostraron que la prevalencia de obesidad en adultos era de 21.5%, mientras que con
datos de la Encuesta Nacional de Salud (ENSA) 2000 se observo que 24% de los
adultos en nuestro pais la padecian y, actualmente, con mediciones obtenidas por la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn (ENSANUT) 2006, se encontrd0 que
alrededor de 30% de la poblacion mayor de 20 afios (mujeres, 34.5%, hombres,
24.2%) padece obesidad y la deteccion de diabetes ha pasado de 10.5 a 22.2%,
mientras que la de hipertension arterial paso de 13.4 a 22.7%, casi el doble que en el

afio 2000 (Olaiz y col., 2006).
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Por otra parte, en el afio 2000 se documentd que existe una elevada prevalencia del
SM en la poblacion adulta (mas de 6 millones de personas) si aplicamos los criterios
propuestos por la OMS y mas de 14 millones de mexicanos estarian afectados si se

aplican otros criterios (Gonzéalez y col., 2002).

Actualmente el SM es sefalado como el principal factor de riesgo para desarrollar
diabetes y enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, cada uno de sus
componentes per se son un factor de riesgo y por lo tanto, el riesgo total del SM
representa la suma de cada uno de los factores que coexisten en el sujeto (Fig. 2).
En México, la alta prevalencia de las alteraciones metabdlicas presentes en el SM

representa un serio problema de salud publica (Gutiérrez, 2012).

Obesidad — 30%

Hipertension [N 30.7%
Hipercolesterolemia [ 43.6%
Hipertrigliceridemia [ NN 31.5%
Hipoalfalipoproteinemia [N 60.5%
LDL-colesterolalto [ NG 46.0%

Sindrome metabolico — 36.8%

Figura 2. Prevalencias de alteraciones metabolicas en México (INEGI, 2011).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del sindrome metabdlico

El SM se define como la conjuncién de varios trastornos metabdlicos, como son:
obesidad de distribucion central (cintura), elevacién de la presion arterial (HTA),
disminucién de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y aumento de la concentracion
de triglicéridos (dislipidemia), ademas de alteracion en el metabolismo de
carbohidratos (hiperglucemia). Tales trastornos se consideran factores de riesgo para
desarrollar enfermedades crénico degenerativas del tipo de la diabetes tipo 2 (DM2),
enfermedad arterial coronaria (EAC), apoplejia, enfermedad vascular periférica (EVP)
y enfermedad cardiovascular (ECV) (Isomma vy col., 2001; Alberti y col., 2006; Gogia

y Agarwal, 2006).

El SM no es una enfermedad nueva; fue descrita por primera vez por el médico
sueco Kylin hace mas de 80 afos. En 1996 Vague publicé un articulo en el que
destacaba el hecho de que el fenotipo de obesidad con acumulacion excesiva de
tejido adiposo en la parte superior del cuerpo (obesidad de tipo androide), se asocia
con las alteraciones metabdlicas que se observaban en la DM2 y en la ECV. Por otra
parte, Avogaro y col. en 1967 documentaron la conjuncion de obesidad,

hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hipertensién en 6 pacientes.

En 1988, Gerald Reaven, del Centro Médico de la Universidad de Stanford, observé
que la dislipidemia, la hipertension y la hiperglucemia, aparecian simultdneamente en

un mismo paciente, por lo que los llamé “Sindrome X”, en el cual la resistencia a la
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insulina (RI1) era el mecanismo fisiopatolégico basico; de ahi el término de sindrome
de resistencia a la insulina. Reaven sorprendentemente no incluyo a la obesidad en
el SM. Sin embargo, ésta se ha incluido en el concepto de SM en todas las

definiciones posteriores (Alberti y col., 2006).

En 1998, un grupo consultor de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso
el término sindrome metabdlico y lo defini6 como la regulacién alterada de la glucosa
y/o RI (Alberti y Zimmet, 1998). La RI se define como la incapacidad o disminucién
del organismo de responder normalmente a las acciones de la insulina, ya sea sobre
la captacién, metabolismo y/o almacenamiento de la glucosa, para ejercer sus
acciones biolégicas en tejidos diana, como musculo esquelético, higado o tejido

adiposo (Tresguerres, 2005).

En 1998 la OMS publicé los siguientes criterios para diagnosticar a un paciente con
SM (Alberti y Zimmet, 1998):

e Glucemia en ayunas = a 110 mg/dL o 2 horas post-carga = a 140 mg/d|

e Hipertension arterial: presion arterial 2 a 140/90 mm Hg

e Resistencia a la insulina: insulina en ayunas 10 = uUl/ml

e Dislipidemia: triglicéridos = a 150 mg/dL y/o colesterol HDL < de 40 mg/dL

e Obesidad: indice cintura/cadera > a 90 cm en hombres y 85 cm en mujeres y/o
IMC > a 30 kg/m?

e Microalbuminuria: excrecion urinaria de albumina = a 20 pyg/min.
Esta misma organizacion sefiala que para el diagnostico del SM es indispensable la
presencia de Rl y al menos dos de los siguientes factores: hipertension arterial,

dislipidemia, obesidad o microalbuminuria. Es importante sefalar que la
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microalbuminuria es, para la OMS, un importante pronosticador de riesgo

cardiovascular (Alberti y Zimmet, 1998).

A partir de entonces el SM constituye el conjunto de enfermedades més estudiadas
en todo el mundo y hasta el momento existen diversas organizaciones que han

emitido sus propias definiciones.

Considerando que la definicion de la OMS puede ser muy compleja para su
aplicacion en mudltiples contextos, se han propuesto diversas definiciones
alternativas. Las mas aceptadas han sido las elaboradas por el Grupo Europeo para
el Estudio de la Resistencia a la Insulina (EGIR) y por el Programa Nacional de
Educacion para el Colesterol/Panel de Tratamiento del Adulto Il (NCEP ATPIII)

(Grundy y col., 2005; Zimmet y col., 2005).

El EGIR desarroll6 una version modificada basada en las concentraciones de insulina
en ayunas, mantiene a la Rl como el principal determinante etiol6gico del SM, por lo
tanto, los pacientes diabéticos fueron excluidos, dado que la disfuncién de las células
B hace que la estimacién de la sensibilidad a la insulina carezca de fiabilidad. La
definicion del EGIR también introdujo el perimetro de la cintura: 94 cm en hombres y
80 cm en mujeres (EGIR, 2002). EI NCEP ATPIII identifica seis componentes del SM
relacionados con la ECV (Grundy y col., 2005; Zimmet y col., 2005):

e Obesidad abdominal
¢ Dislipidemia aterogénica
e Presion sanguinea alta

e Resistencia a la Insulina - intolerancia a la glucosa



Efecto de Psacalium decompositum en la prevencion y desarrollo del sindrome metabélico

e Estado proinflamatorio

e Estado protrombotico

2.2 Patogénesis del SM

Desde el punto de vista fisiopatolégico esta bien establecida la asociacién entre
obesidad—SM. El tejido adiposo es un sitio de inflamacién activa, produce cantidades
excesivas de acidos grasos libres, citocinas proinflamatorias (factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa), interleucina 6 (IL-6), resistina y la proteina C reactiva (PCR),
cumpliendo un papel importante en su patogénesis; estos indicadores bioquimicos
estdn asociados a la RI, DM2, dislipidemia, disfuncion endotelial y ateroesclerosis

(Zachary y Bloomgarden, 2003; Recasens y col., 2004).

Por otra parte, el SM también se caracteriza por elevados niveles de radicales libres
que condicionan a estrés oxidativo. Este se define como el exceso de formacion y/o
la insuficiencia de eliminacién de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno. El
aumento de estas especies reactivas deprime los mecanismos de defensa
antioxidante, tanto enziméticos (superéxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa) como no enzimaticos (glutation en su forma reducida o GSH) (Maritim y

col., 2003).
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Estudios in vitro e in vivo indican que las citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-6 y
resistina) contribuyen al desarrollo de RI, ya que éstas se encuentran incrementadas
en los pacientes con SM, mientras que otras citocinas, como la adiponectina e
interleucina 10 (IL-10), dos citocinas antiinflamatorias, se encuentran disminuidas
(Fortis y col., 2012). Cabe destacar que el proceso inflamatorio, conjuntamente con el
estrés oxidativo se han asociado con el desarrollo de las complicaciones micro y

macrovasculares en el SM (Zachary y Bloomgarden, 2003; Recasens y col., 2004).

Con respecto a la RI, ésta condiciona a hiperinsulinemia e hiperglucemia cronicas,
incrementandose el funcionamiento de la cadena respiratoria, la autooxidacion de la
glucosa y la activacién de los receptores para productos finales de glucosilacion
(RAGE) por los productos de glucosilacion avanzada (Diaz y col.,, 2004),
mecanismos que causan la formacion de superdéxido, mismo que produce las
complicaciones vasculares debido a que reacciona rapidamente con el éxido nitrico,
formando peroxinitrito e inhibiendo a la 6xido de nitrégeno sintetasa endotelial,
afectando asi la funcion del 6xido nitrico como vasodilatador. El peroxinitrito y todos
los radicales libres, por su elevado poder oxidante, afectan membranas celulares y
lipoproteinas, generdandose compuestos aldehidicos (malondialdehido, MDA) que
juegan un rol central en la patogénesis de la lesion aterosclerética (Griendling y Fitz,

2003; Taniyama y col., 2003).
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Si bien no se conoce claramente su etiologia, el SM se considera multifactorial ya
que, ademas de los factores genéticos y los asociados al estilo de vida
(sobrealimentacion y ausencia de actividad fisica), intervienen factores étnicos,
geograficos e intrinsecos de la persona, tales como la edad e incluso los

antecedentes perinatales (Groop y col., 2001, Zarate y Saucedo, 2006).

2.3 Implicaciones metabdlicas del consumo excesivo de fructosa

La fructosa fue introducida como un sustituto del azicar de mesa a mediados de los
afios 70, principalmente para la elaboracion de productos alimenticios dirigidos
especificamente al tratamiento nutricional del paciente diabético. Sin embargo, en los
ultimos afios se ha reconocido que el consumo de cantidades de fructosa que
aporten un 25% o mas de la ingesta diaria de calorias, puede ocasionar desordenes
en el metabolismo de los lipidos y sintomas gastrointestinales (Basciano y col., 2005;
Havel, 2005). Estos mismos autores reportan que una persona puede consumir de
16-20 gramos de fructosa por dia, proveniente de las frutas frescas, sin embargo, el
uso de fructosa como aditivo o edulcorante ha llegado a incrementar el consumo de

85-100 gramos diarios.

La sacarosa es hidrolizada a nivel intestinal por la enzima sacarasa en los
monosacaridos constituyentes: fructosa y glucosa. La fructosa libre, consumida como
tal o como producto de la hidrélisis enzimatica de la sacarosa, es absorbida
principalmente en el duodeno y el yeyuno. Al igual que otros monosacaridos, la

fructosa es absorbida por difusion facilitada a nivel de yeyuno, a través de una

11
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proteina transportadora denominada GLUT 5, en un proceso no dependiente de

sodio (Schorin, 2005).

Durante el consumo excesivo y sostenido de fructosa, la tasa de absorcion aumenta,
lo que sugiere una adaptacion fisiologica ante el incremento en la ingesta dietética.
Una vez absorbida, la fructosa es transportada al higado, donde es fosforilada por la
enzima fructocinasa a fructosa 1 fosfato, que se convierte en gliceraldehido 3 fosfato
o dihidroxiacetona fosfato. Estas triosas fosfato podran entrar en la via glicolitica
hasta formar piruvato y oxidarse posteriormente a acetil CoA (Cui y col., 2005; Havel,

2005).

En el higado el acetil CoA proporciona carbonos para la sintesis de acidos grasos,
triglicéridos y colesterol. Es por esta razén que al consumir grandes cantidades de
fructosa se estimulan las vias glicoliticas y lipogénicas en la célula hepatica, lo cual
se ve favorecido por el hecho de que, contrario a la glucosa, la molécula de fructosa
entra a la via glicolitica sin pasar por el punto de regulacion: la reaccion catalizada
por la fosfofructocinasa. Esta enzima es inhibida alostéricamente por el citrato y el
ATP, regulando, por lo tanto, la subsecuente produccion de triglicéridos (Elliott y col.,

2002; Bray y col., 2004; Cui y col., 2005).

Como se menciond anteriormente, la molécula de Acetil CoA provee los carbonos
necesarios para la sintesis de novo de &cidos grasos de cadena larga, que
posteriormente son esterificados para formar triglicéridos. En animales de

experimentacién, como ratones, perros y primates, es conocido que dietas altas en

12
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energia a partir de fructosa o sacarosa inducen a la hiperlipidemia e hipertension, lo
cual eventualmente se asociaria con aumento del riesgo de enfermedades

cardiovasculares (Basciano y col., 2005; Havel, 2005).

En el estudio realizado por Teff y colaboradores (2004) se observé que en mujeres
jovenes que ingirieron bebidas endulzadas con fructosa, la concentracion plasmatica
de triglicéridos increment6 mas rapidamente y alcanzé una mayor concentracion, que

en aquellas que recibieron bebidas endulzadas con glucosa.

Existen reportes de que durante el consumo de fructosa se incrementa la sintesis de
apolipoproteina B, que antecede al aumento de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), lo cual, eventualmente, podria provocar un aumento de los
triglicéridos. Se sabe que cambios en las VLDL estan asociados con cambios en
otras lipoproteinas de alta (HDL) y baja densidad (LDL), pequefias y densas, lo que

podria relacionarse con el desarrollo de aterosclerosis (Havel, 2005).

De igual manera, se ha propuesto que el aumento en la concentracion sanguinea de
triglicéridos, como consecuencia del consumo de altas cantidades de fructosa, se
debe no sélo a una mayor secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad, sino
también a un menor aclaramiento de estas particulas por parte de las células de los
tejidos periféricos, debido probablemente a una menor actividad enzimatica de la

lipoprotein lipasa (Havel, 2005; Bantle, 2006).

13
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Por otro lado, en el estudio realizado por Kelley y Azhar (2005) se propone que el
aumento en los triglicéridos sanguineos puede deberse al efecto sobre la accion del
receptor PPRa observado en animales de laboratorio, luego del consumo elevado de
fructosa. La activacion de este receptor estimula la expresion de genes relacionados
con la oxidacion de acidos grasos y el metabolismo de las lipoproteinas. Los
resultados del estudio demostraron que la fructosa puede disminuir la expresion

hepatica del receptor PPRa y los niveles de ARN mensajero de este receptor.

En otro estudio realizado por estos mismos autores se observo que las dietas altas
en fructosa podrian estar alterando el metabolismo de los lipidos a través de la
produccion de citocinas proinflamatorias y que estos efectos podrian ser revertidos
con la administracion de inhibidores de las enzimas que participan en la sintesis de

dichas proteinas (Kelley y col., 2004).

No todos los estudios en los que se somete a individuos sanos al consumo excesivo
de fructosa demuestran un efecto sobre los triglicéridos sanguineos. Bantle y
colaboradores, por ejemplo, observaron resultados similares a los anteriores en
varones, pero no en mujeres y no lograron demostrar cambios significativos en las

concentraciones sanguineas de colesterol (Bantle, 2006).

Pequefias 0 moderadas cantidades de fructosa parecen no tener impacto en el
control glucémico del paciente con diabetes tipo 2. Sin embargo, como se ha
mencionado, el consumo excesivo podria empeorar problemas de hipertrigliceridemia

y/o sobrepeso (Gross y col., 2004)
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Los estudios realizados en pacientes diabéticos y sanos han demostrado que la
fructosa produce un leve incremento de la glucemia y de la insulinemia postprandial,
en comparacion con otros carbohidratos. No obstante, la recomendaciéon del uso de
este edulcorante por parte de pacientes diabéticos sigue siendo controversial, dado
que el consumo excesivo de fructosa esta asociado al aumento del peso corporal y
con la disminucién de insulina y leptina, lo cual reduce la sensibilidad a la insulina

(Bizeau y Pagliassotti, 2005; Bantle, 2006).

En roedores, las dietas altas en sacarosa y fructosa disminuyen la sensibilidad a la
insulina, sin descartar otros factores dietéticos. También se ha observado en otros
estudios con animales de laboratorio, que estas dietas incrementan el consumo total

de energia, el peso corporal y la adiposidad (Daly, 2003; Jirgens y col., 2005)

Recientemente se demostro la relacion directamente proporcional de la ingesta de
fructosa y las principales manifestaciones clinicas del sindrome metabdlico, en ratas
gue estuvieron bebiendo jarabe de maiz de alta fructosa a niveles muy por debajo de
los usados en los refrescos embotellados, todas desarrollaron obesidad, aun cuando
otras ratas fueron alimentadas con una dieta con exceso de grasas no se observo
tan claramente la excesiva ganancia de peso (Bocarsly y col., 2010; Glendinning y
col., 2010). Las ratas fueron divididas en dos grupos, con la misma dieta, un grupo
recibié agua endulzada con fructosa, el otro grupo bebié agua endulzada con azucar
de cafla o sacarosa. La concentracion de fructosa fue la mitad de la usada en la

mayoria de los refrescos disponibles en EE.UU. (Glendinning y col., 2010).
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El segundo experimento se concentré en los efectos de largo plazo del consumo de
la fructosa. Durd seis meses; aqui se compararon también dos grupos con la misma
dieta: a uno se le dio Unicamente agua para beber y al otro agua endulzada con

fructosa (Bocarsly y col., 2010).

Todas las ratas que consumieron fructosa, desarrollaron caracteristicas similares a lo
que en humanos conocemos como sindrome metabdlico, en el cual se combinan una
andmala ganancia de peso, aumento de triglicéridos en sangre, incremento de grasa
en diferentes partes del cuerpo, principalmente en la regién abdominal (Glendinning y

col., 2010)

La prevalencia de la obesidad se ha incrementado de forma paralela al consumo de
fructosa. Sin embargo, existe poca informacién sobre el efecto de la fructosa sobre la
secrecion de reguladores endocrinos del balance energético, como insulina, ghrelina

y leptina (Bantle, 2006).

Teff y colaboradores (2004) reportaron que sujetos recibieron comidas en las cuales
el 30% de las calorias eran aportadas por una bebida endulzada, ya fuera glucosa o
fructosa, se presentaron diferentes respuestas metabdlicas y hormonales. La
respuesta glucémica de insulina fue un 66% y un 65% menor, respectivamente, en
los sujetos que ingirieron la bebida con fructosa en comparacion con los que

ingirieron glucosa.
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Bantle (2006) propone que al producirse un menor efecto insulinémico, la ingesta
excesiva de fructosa podria a la vez aumentar el apetito y, por lo tanto, la ingesta de
alimentos. La insulina estimula la liberacién de leptina por parte del adipocito y dado
que la leptina ejerce un efecto anorexigeno en el hipotalamo, los niveles inferiores de
insulina y leptina, luego de la ingesta de fructosa, podrian ejercer un menor efecto

inhibidor del apetito que la ingesta de otros carbohidratos.

2.4 Fructosa v dislipidemia

Los mecanismos por los cuales la fructosa induce dislipidemia han sido parcialmente
elucidados. Se ha sefalado que la fructosa, proporciona grandes cantidades de
triosas-fosfato hepéticas que pueden ser precursores para la sintesis de &cidos
grasos, que al no ser reguladas por el estado energético celular, pueden dar paso a
un estado celular altamente lipogénico; de hecho se ha observado en varios estudios
que la sintesis hepéatica de novo del glicerol y las partes acilo-graso de los

triglicéridos son estimulados después de la ingestién de una dosis de fructosa.

También se ha sefialado que este azucar aumenta la actividad de la piruvato
deshidrogenasa (PHD) debido a que inhibe la fosfoinositol-3-cinasa (PDK), activa la
transcripcion de los elementos de unidon a proteina sensibles a carbohidratos
(ChREBP) e induce la expresion del factor de transcripcion SREBP-1c (mediada por
PGC1b y XBP1s), el cual a su vez puede aumentar la presencia de la estearoil-coA
desaturasa-1 (SCD-1), enzima que cataliza la conversion de acidos grasos saturados

a acidos grasos monoinsaturados como el oleil-CoA, con lo que promueve la
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expresion de enzimas lipogénicas como la sintasa de acidos grasos (FAS) y la acetil-

CoA carboxilasa (Samuel, 2011).

2.5 Fructosa vy obesidad

La obesidad presentada por el consumo de grandes cantidades de fructosa esta
relacionada al hecho de que la fructosa promueve un estado lipogénico en la célula,
aumentando la sintesis de triglicéridos y acidos grasos libres (AGL). Es un
padecimiento cronico complejo de etiologia multifactorial que se desarrolla por un
desequilibrio entre la energia ingerida y la energia gastada, es decir, una
acumulacion anormal o excesiva de energia en forma de grasa en el tejido adiposo
(TA) (Mendivil y Sierra, 2004). El exceso de energia se almacena en los adipocitos,
los cuales aumentan en tamafio y/o en numero. Este desequilibrio es el resultado de
la combinacion de varios factores fisiolégicos, psicologicos, metabdlicos, genéticos,
socioecondmicos, culturales y emocionales (Palou y col.,, 2004). Lo anterior se
traduce en un incremento en el peso corporal, que es diferente para cada persona 'y

grupo social (Diaz, 2005).

Con la aparicion de la obesidad se presentan alteraciones en la respuesta
inmunitaria ya que se genera un proceso inflamatorio que suele ser crénico y de bajo
grado de intensidad, el cual también esta presente con otras enfermedades
degenerativas asociadas, tales como diabetes tipo 2, hipertension, dislipidemia,
enfermedades cardiacas, etc. Esta condicion crénica de inflamacibn se ha

relacionado también con la generacion de resistencia a la insulina (Kindt, 2007).
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Para combatir infecciones, el organismo depende de su capacidad innata para
reparar dafios y almacenar energia hasta que se requiera. Los sistemas metabdlico e
inmune, intimamente ligados, aunque interdependientes, interaccionan a través de
hormonas, citocinas, proteinas de sefalizacion, factores de transcripcion y lipidos

(Khovidhunkit y col., 2004).

En este sentido, el soporte metabdlico juega un papel muy importante, ya que puede
modificar la capacidad inmunitaria del organismo para combatir infecciones en la
respuesta inflamatoria. A su vez, la respuesta inflamatoria modifica el metabolismo
del organismo, favoreciendo o suprimiendo algunas vias, como en el caso de la via
de sefalizacién de insulina. La combinacion de la respuesta inmune con un balance
metabdlico adecuado es benéfica para el mantenimiento de un buen estado de salud.
Sin embargo, puede convertirse en deletérea bajo condiciones de alteracion

metabolica, como en la obesidad (Wellen y Hotamisligil., 2005).

Existen evidencias que apoyan la asociacion entre el metabolismo y la inmunidad; el
mantener un peso saludable conduce a un equilibrio inmunitario; por el contrario, la
desnutricién se favorece la inmunosupresion, mientras que en la obesidad se genera

una inflamacion crénica (Khovidhunkit y col., 2004).

El desarrollo de enfermedades metabdlicas y sus complicaciones confluyen en la
existencia de un estado proinflamatorio crénico, en el cual las alteraciones
metabolicas son elementos que interactdan con el sistema inmunolégico y alteran asi

diferentes vias antiinflamatorias, antitrombdéticas y antiapoptéticas. La compresion de
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estos procesos permitiria un mejor acercamiento terapéutico al paciente y potenciara

el desarrollo de nuevos objetivos de tratamiento (Gonzalez, 2011).

A partir de la obesidad se presenta un fenomeno de inflamacion de bajo grado en el
que participan una red de células y moléculas del sistema inmune inato, el mas
antiguo y conservado filogenéticamente (Gonzélez, 2011). Ademés de ser la primera
linea de defensa contra infecciones por microorganismos, dafios fisicos o quimicos,
este sistema cuenta con un grupo especializado de células, como macrofagos y
células dendriticas, cuya funcion primordial es reconocer ligandos endégenos y
exogenos; estos Ultimos son patrones moleculares altamente conservados de

agentes patégenos.

El reconocimiento se lleva a cabo a través de receptores codificados en la linea
germinal. Los mas estudiados son los de tipo Toll (TLR’s), que involucran una familia
de méas de 10 proteinas transmembranales. Los TLR’s juegan un papel importante
en el reconocimiento especifico de componentes microbianos de patdgenos, entre

ellos bacterias, hongos, virus y protozoarios (Pickup, 2004).

Los TLR’s activan rutas de sefializacion comunes que culminan con la translocacion
del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB), el cual es una proteina clave en
la cascada inflamatoria. El proceso inflamatorio es promovido entonces por los TLR’s
a través de la produccién de citocinas como el TNF-a, IL-6, e IL1-B. Aunque los
TLR’s se expresan en su mayoria en células del linaje hematopoyético, un creciente

namero de estudios reporta su expresion en otros tipos celulares, como el tejido
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adiposo, y en particular, en los adipocitos (Murakami y col., 2007; Vitseva y col.,

2008).

Asi mismo existe una desregulacion en el tejido adiposo, 6érgano endocrino que
secreta adipocinas, algunas de las cuales tienen un papel en la generacion del
estado proinflamatorio. La leptina tiene una funcion fundamental en la conexion entre
el estado nutricional y la respuesta inmune, tanto innata como adaptativa. La leptina
modula la activacion y proliferacién de linfocitos T, tiene efectos antiapoptoticos en el
linfocito T, activa a los polimorfonucleares, promueve la quimiotaxis de los
neutréfilos, potencia la produccién de citocinas como las IL-2, IL-12 e INF-y, estimula
la respuesta Thl al inhibir a IL-10 e IL-4, y estimula la proliferacion de monocitos
para que produzcan IL-6 y TNFa, todo lo cual estimula el ambiente proinflamatorio

(Fernandez, 2010).

2.6 Proceso inflamatorio

La inflamacion es el proceso de la respuesta a una lesion tisular, sin importar la
causa y precede a la curacion del tejido. Es una reaccion del organismo la cual se
caracteriza por la presencia de dolor, hinchazén, enrojecimiento y calentamiento en

la zona afectada (Goodman y Gilman, 2007; Abbas y col., 2008).

La inflamacién puede ser aguda, por ejemplo en respuesta a dafio tisular o puede ser
cronica, provocando consecuencias patologicas. La inflamacién aguda en respuesta
a una herida que destruye el parénquima y afecta a los vasos sanguineos, activa el

sistema de coagulacién, el cual comienza a promover la permeabilidad vascular, la
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adhesion y reclutamiento de leucocitos. La activacion de las plaquetas también
produce factores de crecimiento como el factor de crecimiento transformante B (TGF-
B) y el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), el cual activa a
fibroblastos y actia como atrayente para leucocitos. La infiltracion de leucocitos,
primero neutrofilos y después macrofagos, permite la eliminacion de células muertas
y residuos. Estas células secretan quimiocinas y citocinas como TNFa e IL-1, que
regula positivamente la expresion de moléculas de adhesién para aumentar el
reclutamiento de células del sistema inmune e induce la produccion de factores de
crecimiento y proteasas por los macréfagos. La liberacion de proteasas incluyendo
metaloproteasas permite la degradacion de matriz extracelular y permite la

remodelacion del tejido (Chen y Nufiez, 2010).

La remodelacion del tejido es acompafiada por la regeneracion del parénquima y de
la capa epitelial con la resolucién del proceso de curacion. La inflamacion cronica,
que ocurre cuando un agente no es eliminado o contenido adecuadamente,
generalmente es perjudicial para el organismo ya que la produccién sostenida de
especies reactivas de oxigeno (ROS), proteasas y factores de crecimiento resultan
en la destruccion de tejido, proliferacién de fibroblastos, acumulacion aberrante de

colageno y fibrosis (Chen y Nufiez, 2010).
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2.7 Respuesta Inflamatoria

Recientemente se ha reportado que la inflamacién puede activarse en un contexto
metabdlico alterado (niveles elevados de glucosa, exceso de lipidos como el
palmitato y la ceramida, cristales de colesterol, polipétido amiloide insular y especies
reactivas de oxigeno), siendo un factor confluyente en distintas enfermedades
aparentemente no relacionadas, como gota, obesidad, diabetes tipo 2, aterosclerosis,

cancer y la enfermedad de Alzheimer, entre otras (Suny col., 2012).

Evidencia clinica y experimental vincula a algunas citocinas (IL-1 B e IL-8) con el
desarrollo de alteraciones metabolicas. Acciones proinflamatorias de IL-1B se
relacionan con el desarrollo de diabetes tipo 1 y 2. Mientras que IL-8 tiene efectos
toxicos en células B pancreaticas, también esta involucrada en el deterioro por
glucotoxicidad en diabetes tipo 2. Estos dos procesos provocan la deficiencia en la

produccion/secrecion de insulina (Donath y col., 2008).

Por otra parte se ha demostrado que en individuos obesos se incrementa la
expresion de IL-18 en tejido adiposo y la secrecion en adipocitos es tres veces mayor
comparado con los controles. Contrastantemente, ratones modificados
genéticamente deficientes en IL-18, desarrollan hiperfagia, obesidad y resistencia a
insulina, los cuales son revertidos mediante la administracion de IL-18 recombinante.
Sin embargo los mecanismos moleculares que controlan la producciéon de IL-1 3 e IL-
18 durante el desarrollo de la obesidad y resistencia a insulina aun no se conocen

detalladamente (Donath y col., 2008).
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El dafio celular relacionado con la inflamacién actia sobre las membranas celulares,
dentro del area inflamada se acumulan células del sistema inmune como leucocitos,
macrofagos y linfocitos. Los leucocitos destruyen el tejido dafiado y emiten sefiales a
los macréfagos quienes ingieren y digieren las sustancias extrafias y el tejido muerto.
La inflamacién es normalmente un proceso reparador, seguido por una respuesta
compensatoria antiinflamatoria. En ocasiones, por falta de mecanismos
compensatorios, esta reaccion inflamatoria puede resultar exagerada y mantenerse
por periodos prolongados, volviéndose una inflamacion cronica, dando lugar a

cambios patologicos (Abbas y col., 2008).

Los factores genéticos y ambientales (estilo de vida) estan apropiadamente
caracterizados en el desarrollo del sobrepeso, obesidad y alteraciones metabdlicas.
Sin embargo, ambos no explican la totalidad de la alta prevalencia de estas
patologias y de los desérdenes metabdlicos. En este aspecto, la microbiota intestinal
ha sido propuesta como un nuevo factor que contribuye en el desarrollo de aumento
de peso, resistencia a insulina, alteraciones del metabolismo de glucosa y otros

riesgos cardiometabdlicos.

La microbiota intestinal es esencial en la obtencion de energia “extra” procedente de
la dieta, en la produccion de vitaminas y otros componentes nutricionales esenciales.
Regula muchos aspectos de la inmunidad (innata y adquirida) y protege al
hospedador de la invasion de patdgenos e inflamacion crénica. Algunos

investigadores relacionan los desequilibrios en la microbiota intestinal con la
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susceptibilidad a infecciones, desérdenes inmunoldgicos, obesidad y resistencia a
insulina. Datos experimentales apuntan al uso de prebioticos y probidticos como
elementos esenciales en la terapia de estas patologias, mejorando el equilibrio de la
microbiota, disminuyendo la sensacion de hambre, disminuyendo la adiposidad
central, mejorando el perfil lipidico y la integridad de la mucosa intestinal con

descenso del proceso inflamatorio (Diamant y col., 2011).

Los prebibticos son ingredientes no digeribles que benefician al huésped estimulando
selectivamente el crecimiento y/o la actividad de una o de un limitado nimero de
bacterias residentes del colon (bifidobacterias y lactobacilos), estimulando su
crecimiento y volviéndolas activas metabolicamente, confiriendo beneficios en el

bienestar y la salud del huésped (Gibson y Roberfroid, 1995).

Por lo tanto, un prebidtico debe ser capaz de alterar la biota intestinal del huésped
hacia una biota mas saludable (Collins y Gibson 1999). Dada la naturaleza de la
fermentacion por lactobacilos o bifidobacterias, es poco probable que existan
prebioticos de origen proteinico o lipidico. Por ello, Cummings y Macfarlane (2002)
propusieron una definicion alterna delimitando a los prebidticos como “un grupo de
carbohidratos de cadena corta no digeribles por enzimas humanas ni animales y con

un grado de polimerizacién que va de dos a sesenta”.

Como prebidticos se han clasificado los oligosacaridos no digeribles (ONDs), dentro
de los que se encuentran la inulina, fructooligosacaridos (FOS),

galactooligosacéridos (GOS), soya-oligosacéaridos (SOS), xilooligosacaridos (XOS),
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pirodextrinas e isomaltooligosacaridos (IMO). La Tabla 1 presenta caracteristicas

generales de estos ONDs.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los ONDs mas comunes (Collins y Gibson, 1999).

Nombre Composicion Método de Manufactura C_;rad_o de_ ;.
polimerizacion
Inulina B(2-1) fructanos Extraido de la raiz de achicoria 11-65
Transfructosilacién de sacarosa 6 2-10
O fide1) Trustianen hidrlisis de inulina de achicoria, 3.5
Oligo-galactosa (85%) Producido por la B-galactosidasa
GOSs 2-5
con glucosa y lactosa usando lactosa como sustrato
Mezcla de rafinosa
(fructosa-galactosa-
SOS glucosa) y estaquiosa Se extrae de la harina de soya 3-4
(fructosa-galactosa-
galactosa-glucosa)
XOS Al UNICES R Hidrlisis enzimatica del xilano 2-4
enlaces B(1-4)
Pirodextrinas Mezgla de g]gcosa y Pirolisis del almidén de papa o maiz Varios
oligosacaridos
a(1-4) glucosas y
IMO ramificaciones «.(1-6) de Transgalactosilacién de maltosa 2-8

glucosa
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2.8 Fructooligosacaridos

2.8.1 Caracteristicas quimicas vy fuentes de obtencion

Los fructooligosacaridos (FOS) o fructanos, son oligopolimeros formados por la union
de una cadena [3-2,1 de D-fructosa (F) a una unidad de D-glucosa (G) (Fig.3). Entre
los principales FOS encontramos a la 1-kestosa (GF2), nistosa (GF3) y 1-B-

fructofuranosilnistosa (GF4) (Yun, 1996; Roberfroid 1997; Sangeethaa y col., 2005).

(a) Kestosa

(b) Nistosa

(c) Fructofuranosil nistosa

Figura 3. Estructura quimica de los FOS: (a) 1-kestosa, (b) nistosa, (c) 1-B-fructofuranosilnistosa
(Guio y col., 2009).

Los FOS son producidos por la enzima fructosiltransferasa en bacterias, hongos y
plantas (Sangeethaa y col., 2005). En plantas mono y dicotiledéneas como Liliaceae,
Amaryllidaceae, Gramineae y Compositae, son sintetizados como mecanismo de
almacenamiento de carbohidratos en 6rganos como bulbos, raices y tallos. De igual
forma, los FOS también estan disponibles en alimentos vegetales (Roberfroid y

Delzenne 1998), como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Frutas y vegetales productores de FOS (Yun, 1996)

Fuente Nombre Contenido FOS (mg/qg)

Kiwi 0.1
Manzana roja 0.6
Banano 6.0
Zarzamora 1.2
Toronja 1.1

Frutas Naranja 2.8
Melocoton 3.5
Pera 0.8
Ciruela 2.0
Frambuesa 1.5
Sandia 3.0
Esparragos 0.3
Judia 0.1
Remolacha 0.1
Zanahoria 22
Apio 0.6
Berenjena 0.6

Vegetales Ajo 10.3
Jengibre 0.1
Alcachofa Jerusalén | 286.2
Cebolla 47.7
Guisante 8.4
Tomate 0.1
Patata 0.8

2.8.2 Aplicaciones vy propiedades

Los FOS son empleados en la industria alimentaria y farmacéutica como prebidticos
y edulcorantes (Sangeethaa y col., 2005). Varias investigaciones in vivo e in vitro,
han evaluado su potencial efecto toxico, genotoxico y carcinogénico, demostrando
gue éstos no presentan ningun efecto adverso sobre la salud humana. Sin embargo,
el unico efecto notado después del consumo de grandes cantidades diarias (44 g en
hombres, 49 g en mujeres 0 5% de la dieta total diaria en ratas) es la produccion de
deposiciones blandas y diarrea, efecto caracteristico de los oligosacéaridos de baja

digestidon (Roberfroid y Delzenne 1998; Sangeethaa y col., 2005).

28



Efecto de Psacalium decompositum en la prevencion y desarrollo del sindrome metabélico

Debido a la evidencia histérica sobre su uso y a estudios realizados por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos, los FOS
son clasificados como GRAS (Generally Recognized as Safe), garantizando que son

seguros en las condiciones de uso propuestas (Yun, 1996).

Debido a la configuracion 3 del segundo carb6n anomérico de la fructosa, los FOS
son resistentes a la hidrdlisis realizada por enzimas digestivas como a-glucosidasa,
maltasa, isomaltasa y sacarasa, especificas para enlaces a-glicosidicos. La baja
digestion de los fructanos en el tracto digestivo humano, hace que estos sean
eliminados por la orina en un 97%, razén por la cual son considerados como
ingredientes alimenticios de bajo aporte calérico (1,5 Kcal g*) (Roberfroid y Delzenne

1998).

La proporcion de FOS que es metabolizada depende del proceso de fermentacion
llevado a cabo por las bifidobacterias presentes en el tracto digestivo. Estos son
utilizados selectivamente por L. acidophilus, B. bifidus y S. faecium para mantener su
adherencia, viabilidad y crecimiento; de forma reciproca, no son metabolizados por
bacterias patégenas como Escherichia coli, Clostridium perfringens, Yersinia

pseudotuberculosis, entre otras (Roberfroid y Delzenne, 1998).
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La fermentacion de esta clase de carbohidratos se realiza en la ultima porcion del
intestino grueso donde existe la mayor colonizacién bacteriana y culmina en la
produccion de lactato y acidos carboxilicos de cadena corta, principalmente acido
acético, propionico y butirico, a lo que se atribuye el descenso en el pH fecal que

favorece la absorcion de calcio y magnesio (Roberfroid y Delzenne 1998).

A nivel clinico, se han reportado efectos sobre la regulacion de glucemia y
metabolismo de triglicéridos originado por la ingesta de FOS. Estos efectos se
explican, respectivamente, mediante las siguientes hipoétesis: (1) influencia en la
absorcion de macronutrientes, especialmente carbohidratos que disminuye el
vaciado gastrico y/o el tiempo de transito en el intestino delgado y (2) modificacion
del metabolismo hepéatico de la glucosa reduciendo la gluconeogénesis hepética; y
modulacién de la lipogénesis (1) o incremento en la concentracion de propionato en
el intestino grueso, siendo éste un inhibidor de la sintesis de é&cidos grasos (2)

(Roberfroid y Delzenne 1998).

El tracto gastrointestinal (TGI) representa un ecosistema complejo y la interaccion
con su poblacion bacteriana es un tema de gran interés actual. Un epitelio intestinal
sano, en asociacion a una biota intestinal 6ptima, proporciona una barrera vital contra
la penetracion de microorganismos patdégenos, antigenos y compuestos dafinos
provenientes de la luz intestinal; asi como la restauracién de la misma, estimulacion
del sistema inmune, mantenimiento de la mucosa, produccion de nutrimentos y

estimulacién de la motilidad intestinal (Honzapfel y Schillinger, 2002).
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El TGI de un adulto humano promedio esta colonizado por aproximadamente 1x10
células microbianas (Eckburg y col., 2005) y es éste enorme potencial metabdlico lo
que sugiere un extraordinario efecto regulatorio en las funciones corporales,
especialmente en el colon donde se encuentran en mayor concentracion, superior a
5x10™ bacterias por gramo. La diversidad de la biota intestinal esta determinada,
entre otros factores, por la dieta, aspectos genéticos, el segmento especifico del TGI

y el estado fisiologico del huésped (Saad y col., 2013).

Algunos grupos de bacterias residentes en el colon como las bifidobacterias, los
lactobacilos y las eubacterias son estimuladas selectivamente por los prebiéticos. Es
importante que los prebidticos alcancen la region del intestino llamada “ciego” para
ser fermentados y utilizados por bifidobacterias y lactobacilos o bien, inhiban varias
cepas bacterianas patogénicas para el hombre (Clostridium difficile, Escherichia coli,
Campylobacter jejuni, Enterobacterium, Salmonella enteritidis o S. typhimurium,

principalmente) (Saad y col., 2013).

Considerando que la intolerancia a los prebidticos se alcanza al ingerir altas dosis de
los mismos, debido al potencial osmoético y/o una fermentacion excesiva, en
ocasiones se presentan efectos indeseables: mayor cantidad de flatulencias,

inflamacion y dolor abdominal e incluso diarrea (Honzapfel y Schillinger, 2002).
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Sin embargo, a dosis sugeridas, el beneficio fundamental de los prebidticos es
indirecto pues, como se ha mencionado, alimentan selectivamente a uno o mas
microorganismos que modifican la biota intestinal. Son estas modificaciones en la
biota intestinal —y no los prebidticos por si mismos- las que producen efectos
reconocidos como tratamiento de desordenes intestinales, influencia favorable en la
digestion y absorcidn de glucosa, prevencion de cancer y disminucion de colesterol

sérico, entre otros (Honzapfel y Schillinger, 2002).
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2.9 Modelos animales para el estudio del SM

Un modelo animal se define como: “un organismo vivo con una enfermedad
heredada o adquirida, de forma natural o provocada por procesos patoldgicos,
equivalente a la misma situacién que se da en el humano. No se debe esperar que
los modelos animales sean ideales ni universalmente adecuados para todos los
aspectos de la enfermedad”. Debe recordarse que los modelos animales se emplean
para probar nuevas hipoétesis, revelar mecanismos patoldgicos bésicos y desarrollar
nuevos tratamientos; sin embargo la extrapolacion de los resultados de los
experimentos con animales a tratamientos efectivos en ensayos clinicos en seres

humanos no es una tarea sencilla (Mittray col., 2008).

Para estudiar el SM se han realizado experimentos en diversos animales (gatos,
perros, monos, cerdos, caballos) siendo ratas y ratones los mas utilizados, por los
bajos costos; ademas de que su manipulacion genética es relativamente sencilla y
pueden combinarse variables genéticas y ambientales como la dieta y ejercicios.

(Mittray col., 2008)

Los modelos pueden separarse en dos grupos: modelos genéticos y modelos
ambientales. Ratas Zucker, ratas Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF) y las
ratas Goto-Kakizaki son los modelos genéticos usualmente empleados, en los
modelos ambientales existe la modificacion a la dieta, incrementando la cantidad de
grasa en alimento o los carbohidratos (sacarosa o fructosa) en el agua de beber y/o

alimento (Mittray col., 2008).
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Actualmente el tratamiento o control farmacologico del SM se dirige a las
manifestaciones clinicas que lo caracterizan; farmacos antidiabéticos,
antihiperlipidémicos, antihipertensivos y antiobesidad son la base de su manejo, sin
embargo, no han resultado completamente exitosos. Por tal motivo, la utilizacién de
plantas medicinales ofrece una alternativa viable para tratar las manifestaciones

clinicas de este sindrome de una manera integral.

Psacalium decompositum (Fig. 4) es una planta herbacea que junto con P. peltatum
H.B.K. (Cass), P. sinuatum (Cerv.) Rob. & Brettell y Acourtia thurberi (Gray) Reveal &
King conforman el complejo “matarique”, debido a que comparten caracteristicas en
comun, como el nombre, caracteristicas morfolégicas, aromaticas o por su empleo

“tradicional” (Bye, 1995).

Figura 4: Fotografia de las raices del matarique
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2.9.1 Clasificacion botéanica de Psacalium decompositum

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Psacalium

Especie: Psacalium decompositum (A. Gray) H. Robinson & Brettell

Nombre vulgar: Matarique o Matariqui, Pitcawi en tarahumara

Sinonimias Cacalia decomposita A. Gray, Mesadenia decomposita (A. Gray)

Standley; Odontotrichum decompositum (A. Gray) Rydberg.

Planta silvestre terrestre, habita principalmente en la Sierra Madre Occidental y en el
centro del pais en un clima semiseco, entre los 1950 y los 2050 metros sobre el nivel
del mar, se distribuye en zonas montafiosas; entre 30 cm a 1.6 metros de altura.
Posee un rizoma fibroso grueso, los tallos son casi lefilosos, densamente pilosos o

hirsutos en la base con pelos cafés (Linares y Bye, 1987).
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La inflorescencia posee de 10 a 24 flores, con pedunculos de hasta 2 cm de largo.
Las flores son hermafroditas, corola simpétala, de color crema a café, 5 estambres.
Los aquenios son elipsoides de 3 a 6 mm de largo, vilano de cerdas color blanco.
Posee un rizoma fibroso grueso (Linares y Bye, 1987). Este género y en general la
familia de las Asteraceae se caracterizan por sintetizar una gran cantidad de
metabolitos secundarios, los cuales son importantes en aspectos de
guimiotaxonomia, no solamente a nivel familia sino inclusive a nivel genérico o de

especie, ya que se puede establecer relacion estructural y biogenética.

El té hecho con la raiz se emplea contra la malaria, la fiebre, tumores, Ulceras,
dolores del corazén y enfermedades renales (Tabla 3). Las raices machacadas se
usan para tratar las mordidas de serpientes, asi como para el dolor de dientes,

colocando un pedazo de raiz en la pieza con caries (INI, 1994).

Tabla 3. Usos tradicionales de P. decompositum (Martinez, 1959 e INI, 1994).

Padecimiento Modo de empleo | Parte de la planta empleada
Diabetes Infusién Raices
Reumatismo Infusion y maceracion Planta completa
Estrefiimiento Infusién Planta completa
Neuralgias Infusién Hoja, Tallo y Flor
Cicatrizacién de heridas Maceracion Tallo y Hojas
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2.9.2 Componentes quimicos y actividad biolégica de P. decompositum

En los estudios dirigidos para determinar los constituyentes quimicos de las raices de
P. decompositum han sido examinados numerosos extractos. Del extracto hexanico
se han aislado y caracterizado méas de diez componentes, siendo cacalol, cacalona,
maturina, maturinona y maturona los sesquiterpenoides (Figura 5) mas abundantes

en ella (Romo y Joseph-Nathan,1964, Correa y Romo, 1966)

-
W)

Cacalona

Acetato de Cacalol Maturina

Maturinona

Figura 5. Sesquiterpenoides naturales y transformados de las raices de P. decompositum
(Romo y Joseph-Nathan, 1964; Correa and Romo, 1966)
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A principios de la década de los 90, Jiménez-Estrada publico los primeros trabajos
sobre la accion biolégica de los componentes de la raiz de P. decompositum, en los
cuales reconocio a la sustancia denominada cacalol como una de las mas activas.

Otros estudios con P. decompositum han conducido al aislamiento y estudios
estructurales de eremofilanos, los cuales tienen efectos en el crecimiento y desarrollo

de Amaranthus hypocondriacus y Echinocloa crusgalli (Anaya y col., 1996).

El extracto acuoso de las raices presentd actividad contra hongos fitopatégenos,
principalmente en contra el crecimiento de Alternaria, Pythium, Fusarium vy
Helminthosporium, siendo un herbicida y fungicida selectivo natural (Anaya y col.,

1996).

También se ha probado la actividad antimicrobiana de los extractos metandlico,
hexanico y de acetato de etilo de la raiz por el método de antibiograma,
encontrandose que los extractos tienen efectos sobre bacterias como:

Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes (Jiménez y col., 1992).

Jiménez-Estrada y colaboradores en 1992 demostraron que el cacalol, compuesto
mas abundante del extracto hexanico de la raiz, posee actividad antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Proteus

mirabilis.
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2.9.3 Antecedentes del efecto hipoglucémico de P. decompositum

En 1997 Alarcén y colaboradores comprobaron que las decocciones acuosas de las
raices de Psacalium decompositum (Gray) H.E. Robins. & Brettell, Psacalium
peltatum H.B.K. (Cass) y Acourtia thurberi (Gray) Reveal & King producen efecto
hipoglucémico cuando se administran a ratones normoglucémicos y a conejos con
hiperglucemia temporal, lo que sustenta el uso de estas tres especies del complejo

matarique en el tratamiento de la diabetes.

Inman y colaboradores (1998) describieron propiedades hipoglucemiantes de la
epicacalona, cacalona, cacalol y dimaturina; éstos redujeron significativamente los
niveles de glucosa en plasma de ratones genéticamente obesos y diabéticos C57BL-

6J ob/ob.

Sin embargo, Alarcén y col. en el afio 20002 y 2000° sefialan que al inyectar
intraperitonealmente el producto transformado del cacalol (acetato de cacalol) y los
sesquiterpenos mayoritarios de la raiz (cacalol, cacalona y maturina) en ratones
sanos y con diabetes experimental no se observo efecto hipoglucémico. Los mismos
investigadores indican que el extracto acuoso y las fracciones polares de éste,
administrados por via intraperitoneal, reducen significativamente los niveles de
glucosa sanguinea de manera dosis-dependiente en ratones normales y con

diabetes inducida con alloxana.
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Cabe mencionar también los resultados obtenidos con el compuesto peltalosa
(Figura 6), un glacido con actividad hipoglucemiante del tipo ulopiranosa que fue
aislado del extracto acuoso de las raices de P. peltatum por Contreras y col. en el
2005; éste mostro efecto a una dosis de 100 mg/kg, equivalente al de una dosis de
50 mg/kg de tolbutamida o 0.1 U.l./kg de insulina en ratones diabéticos por la

administracion de alloxana.

HO OH

-0 OH

HO
OH

HO

Figura 6. Estructura de la peltalosa (U) aislada de las raices de P. peltatum (Contreras, 2005)

Del extracto hexanico, los sesquiterpenos cacalol y cacalona mostraron actividad
antiinflamatoria en una relacion dosis-dependiente en modelos de inflamacion
inducida por acetato de 12-O-tetradecanoil forbol (TPA) y carragenina. La cacalona

mostro actividad mas prominente (Jiménez y col., 2006).

En 2011 Jiménez y col. reportaron que la fraccion acuosa P. decompositum contiene
polisacéaridos de tipo fructano (con 7 unidades de fructosa y una glucosa) con efecto

hipoglucémico en ratones sanos y con diabetes inducida por aloxana (Figura 7).
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Figura 7. Estructura de la fructana, compuesto tipo inulina aislado de las raices de P. decompositum (Jiménez, 2011)

Mientras que las propiedades hipoglucemiantes de las raices de P. decompositum
han sido ampliamente estudiadas, las potenciales propiedades antiinflamatorias e

hipolipemiantes de la fraccion con fructooligosacaridos aun no se han investigado.
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3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SM es uno de los mayores retos en la Salud Publica y una de las principales
causas de mortalidad mundial, ya que no soOlo predispone al desarrollo de
desérdenes metabdlicos (higado graso no alcohdlico, obesidad, DM2, hipertension,
dislipidemia, disfuncion endotelial y ateroesclerosis) sino que también es un factor

desencadenante de la enfermedad cardiovascular catastrofica e incapacitante.

Principalmente se observa en poblaciones en desarrollo, en donde se consumen
dietas ricas en carbohidratos y lipidos (principalmente por el consumo de bebidas y
alimentos procesados endulzados con sacarosa y jarabe de maiz alto en fructosa)
aunado a poca actividad fisica y con gran predisposicidn genética, como en nuestro
pais; con cambios tan importantes en el estilo de vida, los marcadores y factores de
riesgo son cada vez mas evidentes (obesidad, sedentarismo, tabaquismo, relacion

cintura/cadera, indice de masa corporal).

El promedio de consumo de fructosa en adolescentes y adultos es de 40 g/dia, de los
cuales 13 g provienen de fuentes naturales y 27 g de alimentos o bebidas
adicionadas con fructosa. Es interesante sefalar que dos refrescos de 355 mL
pueden aportar 50 g de fructosa (200 kcal), que contribuyen a sobrepasar los

requerimientos energéticos de una persona adulta (Elliott y col., 2002).

La prevalencia del SM en México ha aumentado en forma alarmante, dos de cada

tres mexicanos padecen obesidad y/o sobrepeso. La preocupacion radica
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fundamentalmente en el aumento de enfermedad coronaria, infarto al miocardio y

accidente vascular cerebral.

El tratamiento terapéutico del paciente con SM comprende el empleo de diferentes
antidiabéticos, antihipertensivos, antihiperlipidémicos, etc., que permiten controlar las
manifestaciones clinicas y en el mejor de los casos, disminuir el riesgo de las

complicaciones cardiovasculares asociadas al SM.

Sin embargo, aun no existe en la clinica un farmaco eficaz y seguro que por si solo
prevenga o modifiqgue al SM. La posibilidad de encontrar un nuevo farmaco con
efectos favorables en mas de una de las manifestaciones clinicas asociadas al SM
permitiria iniciar el desarrollo de un nuevo medicamento cuya versatilidad

farmacoldgica permitiria abordar este problema de salud de manera integral.

En la presente investigacion se emplearan ratas alimentadas con fructosa para
inducir SM (Ferreira de Moura, 2009) y establecer si un compuesto aislado de la raiz
de P. decompositum que, ademas de ser hipoglucemiante, tenga propiedades
antiinflamatorias e hipolipemiantes, lo cual permitiria prevenir o modificar las

manifestaciones clinicas de dicho sindrome.

43



Efecto de Psacalium decompositum en la prevencion y desarrollo del sindrome metabélico

4. HIPOTESIS

La administracion repetida por via intragastrica de los compuestos hipoglucemiantes
(fructooligosacaridos) obtenidos del extracto acuoso de la raiz de Psacalium
decompositum, en ratas con SM inducido por fructosa, modificara el establecimiento

y/o desarrollo de las manifestaciones clinicas de dicho sindrome.

4.1 Objetivo General

Evaluar el potencial antiinflamatorio e hipolipemiante de un compuesto polisacarido
obtenido de las raices de P. decompositum y determinar si modifica el desarrollo del

SM inducido por la administracion de fructosa en ratas.

4.2 Objetivos Particulares

1. Obtener cantidades suficientes del polisacarido de las raices de P. decompositum
y comprobar su estructura quimica por medio de técnicas espectrométricas y

espectroscopicas (CC y RMN).

2. Establecer parametros de SM por la administracion de fructosa (agua y alimento) a
través de la cuantificacion de los niveles séricos de glucosa, colesterol, triglicéridos,

peso corporal e indice Lee.

3. Determinar el efecto del polisacarido obtenido de las raices de P. decompositum
sobre los niveles séricos de glucosa, colesterol, triglicéridos y peso corporal, después

de establecerse el SM.
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4. Determinar el efecto del polisacérido obtenido de las raices de P. decompositum
sobre los niveles de la transaminasa glutdmico pirdvica (GPT) y la transaminasa

glutamico oxalacética (GOT).

5. Determinar el efecto del polisacarido de las raices de P. decompositum sobre los
niveles de 8 citocinas proinflamatorias vinculadas con la obesidad (IL-6, IFN-y, MCP-

1, IL-1a, IL-1B, VEGF, TNF-a y leptina).

45



Efecto de Psacalium decompositum en la prevencion y desarrollo del sindrome metabélico

5. MATERIALES Y METODOS
Para cumplir con los objetivos planteados en esta tesis, la estrategia experimental se
planed en dos etapas: estudios fitoquimicos y pruebas de actividad biolégica con P.

decompositum en ratas.

5.1 Material vegetal

Las raices de la planta fueron proporcionadas por el Dr. Robert Bye Boettler del
Instituto de Biologia, UNAM, colectadas en la localidad de Norogachi, ubicada en el
municipio de Guachochi, Chih., siendo sus coordenadas geograficas 27°16'25" latitud

norte, 107°07'56" longitud oeste y una altitud de 2,131 m.s.n.m.

La identificacion taxonémica de la planta fue determinada empleando claves
taxonomicas y comparandola con ejemplares localizados en el herbario de Plantas

Medicinales del Instituto Mexicano del Seguro Social (Herbario IMSSM, No. 11489).

5.2 Obtencion de los extractos de la raiz de Psacalium decompositum

La raiz de P. decompositum (1.980 K) seca y fragmentada se macerd a temperatura
ambiente con hexano (11 L/24 h /4 veces) con el fin de extraer los compuestos
menos polares. Posteriormente, al material vegetal residual se le agregé agua a
temperatura ambiente (11 L/24 h/5 veces). El agua se dejo evaporar a la temperatura
del laboratorio en recipientes de superficie amplia, con la ayuda de ventiladores
diseflados en el laboratorio (Figura 8) durante una semana, evitando calentar el

extracto. A continuacion el extracto seco se raspd con un bisturi, obteniendo un
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residuo sélido amorfo, con una coloracién café oscura y con un olor que no se pudo
precisar. El rendimiento del extracto hexanico fue de 0.06% (12 g) y del extracto

acuoso fue del 21.5% (427 g).

Figura 8. Dispositivo disefiado en el laboratorio para acelerar la evaporacion de los disolventes.

Los extractos resultantes se maceraron con MeOH (500 ml/1 h/10 veces), con el
proposito de extraer los compuestos de baja y/o mediana polaridad y dejar en la
parte soluble en agua solo los compuestos polares y de ahi obtener la fraccion rica

en polisacaridos (FOS) de acuerdo con el siguiente esquema:
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[ Identificacién taxonémica de la nlanta ]

1980 g de raices secas y fragmentadas

Maceracién en Hexano ]

Maceracion del residuo vegetal en H,0

\4

Obtencién del extracto acuoso ]

\ 4

Evaporacion del H,0 a
presion y temperatura ambientales

A4

Maceracion del extracto acuoso seco en MeOH

\ 4

Obtencion de la fraccidn rica en
polisaridos (FOS)

Diagrama 1. Procedimiento para la obtencion de la fraccion rica en FOS de las raices de P. decompositum.
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5.3 Procedimiento para cromatografia de capa fina de alto rendimiento (HPTLC)

Todas las fracciones se aplicaron sobre placas de gel 0.2 mm nano-silice 60 de
HPTLC. Las placas se eluyeron a una distancia de 90 mm con una mezcla de acido
aceético agua cloroformo-n-butanol-metanol- 5,5: 11,0: 5,0: 1,5: 2,0 (v/v) como fase
movil a temperatura ambiente (alrededor de 25 °C). Las placas reveladas se rociaron
con solucion de acido anilina-difenilamina-fosférico y se calentaron a 130 °C durante
10 min o se rociaron con una solucién de alfa-naftol (10%) y, calentdndose a 105 °C

durante 10 min, las bandas de color se formaron claramente.

5.4 Analisis de la fraccién FOS por resonancia magnética nuclear (RMN)

La fraccion FOS (10 mg) se disolvié en D,O (6xido de deuterio) y se analizaron en un
espectrometro Varian Gemini operando a 500 MHz para *H. Los desplazamientos
guimicos se indican en unidades & (ppm) y se compararon con los descritos

anteriormente (Jimenez, 2011). Anexo

Fraccion FOS: *H NMR (500 MHz, D,0) & 5.48 ppm (J = 3.3 Hz), 4.26 (1H, d, J = 8.2)
and at 4.12 (1H t, J = 8.7, J = 8.2), 3.86 (H5, s), 3.76 (H6a, m) and 3.83 (H6b, bs),
3.82 (1H, dg, J = 10 Hz), 3.71 ppm (1H, dg, J = 10 Hz), 3.56 (1H), 3.84 (1H, m), 3.76
ppm (1H, m). C NMR (125 MHz, D,0O) & 93.23 (C-1), 104.05 (C-2), 81.92 (CH-5),

77.90 (CH-3), 75.20 (CH-4), 62.87 (CH2-6), 61.80 (CH2-1).
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5.5 Animales

El manejo de animales de laboratorio siguié las reglas para el cuidado y uso de
animales de laboratorio de la Regla Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999, revisada
en 2001) y la guia internacional para el cuidado y uso de animales de laboratorio
NRC 2002. Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por los comités
locales de ética en experimentacion animal (UAM y FM-UNAM). Veinticuatro ratas
Wistar macho se obtuvieron del bioterio de la Universidad Autbnoma Metropolitana.
Ratas de 12 semanas y 200-250 g de peso corporal se mantuvieron en sus
condiciones habituales, con humedad controlada (55%) a 21 + 1 °C de temperatura

con 12/12 h de ciclo luz-oscuridad.

El alimento empleado fue 2018s Teklad Global 18% de proteina (dieta especifica
para roedores, Harlan Laboratories) conteniendo un porcentaje de proteinas (18,6%),
hidratos de carbono (44,2%) y grasa (6,2%). La dieta con jarabe de maiz de alta
fructosa (JMAF) fue del 20% en alimento y agua potable (Férmula 55, v/v en agua

potable).

Las ratas inicialmente se dividieron en dos grupos, 6 para el grupo normal y 18 para
el grupo tratado con fructosa (Fru); se mantuvieron durante 12 semanas bajo las
siguientes condiciones: el grupo normal con alimento y agua habituales y el segundo

grupo se mantuvo con 20% de fructosa en alimento y agua.
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Al final de este periodo, el grupo normal se mantuvo bajo las mismas condiciones,
mientras que el segundo grupo se dividio en tres: grupo Fru, tratado Unicamente con
solucion salina isoténica S.S.I. (4 ml/kg/dia, control negativo); grupo Fru + Beza,
tratado con bezafibrato (30 mg/kg/dia, control positivo) y el grupo Fru + FOS,
administrado con la fraccibon FOS (150 mg/kg/dia). Todos los tratamientos se
administraron por via intragastrica y las dosis se determinaron con base en estudios

previos de la fraccion FOS (Jiménez, 2011).

Los grupos Fru, Fru + Bezay Fru + FOS se mantuvieron en las condiciones iniciales
de dieta; todos los tratamientos fueron administrados durante otras 12 semanas. Se
midio el peso y el indice Lee (indice de obesidad utilizado en roedores, calculandose
como la raiz cubica del peso corporal (g) x 10/longitud naso-anal (mm)); los animales
con valores iguales o inferiores a 0.30 fueron clasificados como normales, mientras
gue animales con valores superiores a 0.30 se les consider6 obesos. Dichos
parametros metabdlicos se midieron mensualmente. Los grupos se mantuvieron en

jaulas con cuatro animales en cada una.

5.6 Prueba de Tolerancia a la Glucosa Oral (PTGO)

Se cuantificé la glucemia en los dias 30, 60 y 90 en animales en ayunas (12 h) a
partir de muestras de sangre extraidas de la vena de la cola. Al final del experimento,
se realizé la PTGO en todos los grupos. La glucosa se administré en el estbmago a
través de una canula a una dosis de 2 g/kg de peso corporal (disuelta en agua) y los

niveles de glucosa se midieron a los 0, 30, 60, 90 y 120 min utilizando un glucémetro
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Accutrend Sensor (Roche). La PTGO en ratas no diabéticas se realizé de acuerdo
con el modelo de Tai (el area total bajo la curva se calcul6 dividiendo el area bajo la
curva entre dos valores designados en el eje de las X en rectangulos y triangulos). La
suma total de estas areas individuales representd el area total bajo la curva (Tai,

1994).

5.7 Pardmetros Bioguimicos

La cuantificacion de colesterol total (Chol), triglicéridos (TG), transaminasa glutamico-
piravica (GPT) y transaminasa glutamico-oxalacética (GOT) se realiz6 con un
sistema Reflotron (Bayer), empleando muestras de sangre extraidas de la vena de la
cola en los dias 30, 60 y 90 en animales en ayunas (12 h). Las mediciones de peso
corporal y niveles circulantes de colesterol, triglicéridos, glucosa y transaminasas
hepaticas se realizaron a lo largo de todo el estudio, mientras que los biomarcadores

de inflamacion sélo se cuantificaron al final del tratamiento.

5.8 Cuantificacion de citocinas

Los niveles de citocinas en suero se cuantificaron siguiendo el protocolo del
fabricante del kit comercial ELISA (Signosis) especial para ratas, con el fin de
obtener el perfil de 8 citocinas (IL-6, IFN-y, MCP-1, IL-1a, IL-1B, VEGF, TNF-a y
leptina) relacionadas con la obesidad. Al final de la prueba (dia 90 de tratamiento), se
obtuvieron muestras de sangre por puncion cardiaca de animales anestesiados con

pentobarbital. Las muestras se corrieron sin repeticion.
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6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan con la media £ el error estandar de la media (E.E.M.);
para determinar diferencias estadisticas en cada tiempo de registro se compararon
las medias de los grupos tratados y del grupo control a través de un andlisis de
varianza (ANOVA). Para determinar qué medias de los grupos tratados con la
fraccion FOS fueron estadisticamente significativas con respecto a la media del
grupo control, se realizé la prueba de comparacion multiple de Tukey. El analisis de
citocinas se baso en el porcentaje del grupo normal. Los valores de P iguales o
menores a 0.05 fueron considerados significativos. Todas las pruebas estadisticas se

calcularon utilizando NCSS 2000 (software NCSS, Kaysville, UT, EE.UU.).
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7. RESULTADOS

De acuerdo con la Tabla 4, después de 12 semanas de tratamiento, se observaron

incrementos en peso corporal, indice Lee, triglicéridos y niveles de GPT (p <0,05); los

demas pardmetros se mantuvieron estables en comparacion con el grupo normal.

Tabla 4. Efecto de la fructosa sobre el peso y parametros bioquimicos en ratas alimentadas con fructosa por 12 semanas.

Normal Fru

Peso corporal (g) 307.8+5.6 3785+10.2*
indice de Lee 0.28 + 0.001 0.30 £ 0.002 *
Glucemia en ayunas (mg/dL) 101.8+2.5 946+4.1
ABC de la prueba de tolerancia a la glucosa 16,800 + 984 18,000 + 696
(mg/dL/120 min) (140 mg/dL) (150 mg/dL)
Colesterol total (mg/dL) 100+ 0.0 100+ 0.0
Trigliceridos (mg/dL) 70 +0.00 189 +21.8*
GPT (UI/L) 5.08 + 2.6 19.3+£8.0*
GOT (UI/L) 10.6 £ 2.8 12.3+8.5

Media + E.E.M. (n = 24). * Estadisticamente significativo comparado con el grupo normal (p <0,05); ABC:
area bajo la curva; Normal: ratas sanas sin tratamiento; FRU: ratas sin tratamiento alimentadas con fructosa.

La Tabla 5 muestra los resultados con la fraccion FOS. Es visible un incremento en el

peso corporal, colesterol, triglicéridos, GOT, GPT y glucosa en la prueba de

tolerancia de glucosa a los 120 min en animales con dieta rica en fructosa, en

comparacion con los animales con dieta normal. Los grupos tratados con bezafibrato

y la fraccion FOS mostraron diferencias en peso corporal, indice Lee, colesterol y

niveles de triglicéridos en comparacion con los animales tratados con solucion salina

isotonica. No mostraron diferencias en relacién con los animales de dieta normal. La

glucemia en animales en ayunas no se alter6 después de la dieta rica en fructosa en

cualquiera de los grupos experimentales en comparacion con los animales con dieta

normal y no se observo reduccién en el area bajo la curva de tolerancia a la glucosa
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de los animales tratados con bezafibrato y FOS a los 120 min. Se observaron

resultados similares con GOT y GPT.

Tabla 5. Efecto de la fraccidn FOS sobre el peso y parametros bioquimicos en ratas alimentadas con fructosa por 24 semanas.

Normal Fru Fru + Beza Fru + FOS
Peso corporal (g) 490 + 27.8 610+9.1* 463 +46.0 ¢ 472 +15.8%
. 0.303 + 0.002 &
indice de Lee 0.295 + 0.003 0.33 £ 0.000 * 2 0.303 + 0.002
Glucemia en ayunas (mg/dL) 9%6+2.4 106.7 £ 2.9 100.7 £ 2.8 99126
ABC de la prueba de toleranciaala 15 5604 612 19,020+ 1128*  18,000+984 18,360 + 816
glucosa (mg/dL/120 min)
Colesterol total (mg/dL) 106 + 4.0 1285+ 1.5* 101.7 +1.7% 102.7 £2.7%
Triglicéridos (mg/dL) 795+ 7.6 205.2 +34.4 * 825+11.8% 95.5+19.6 ¢
GPT (UI/L) 3.6+0.8 30.2+34* 18.8 +7.9 12+5.0
GOT (UI/L) 3.2+05 38.7 £5.1* 22.7+10.2 15.7 +7.3

Media + E.E.M. (n = 6). * Estadisticamente significativo comparado con el grupo normal; &
estadisticamente significativo comparado con el grupo tratado con Fructosa (p <0,05); ABC: &rea bajo la
curva; Normal: ratas sanas sin tratamiento; FRU: ratas sin tratamiento alimentadas con fructosa; Fru + Beza:
ratas obesas tratadas con bezafibrato; Fru + FOS: ratas obesas tratadas con la fraccion FOS.
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Figura 9. Efecto de la fraccion FOS en los niveles séricos de TNF-a; media + E.EM. (n=6).
*Estadisticamente significativo comparado con el grupo normal; & Estadisticamente significativo
comparado con el grupo tratado con fructosa (p <0,05). Normal: ratas sanas sin tratamiento; FRU: ratas
alimentadas con fructosa; Fru + Beza: ratas obesas tratadas con bezafibrato; Fru + FOS: ratas obesas
tratadas con la fraccion FOS.

Las figuras (9-14) muestran el efecto de la fraccion FOS en los niveles séricos de
citocinas y una hormona relacionadas con el proceso inflamatorio, estrechamente
asociadas con la obesidad. En el caso de TNF-a se incremento en los animales con
una dieta rica en fructosa con respecto al grupo normal (242.65%). Por otro lado, los
tratamientos con bezafibrato y la fraccion FOS disminuyeron (55.95% y 62.78%,
respectivamente); esta citocina mostré valores cercanos a los observados en el
grupo normal, en comparacion con el grupo alimentado con dieta rica en fructosa

(Figura 9).
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Figura 10. Efecto de la fraccion FOS en los niveles séricos de IL-6 e IFN-y; media + EEM. (n=6).
*Estadisticamente significativo comparado con el grupo normal; &Estadisticamente significativo
comparado con el grupo tratado con fructosa (p <0,05). Normal: ratas sanas sin tratamiento; FRU: ratas
alimentadas con fructosa; Fru + Beza: ratas obesas tratadas con bezafibrato; Fru + FOS: ratas obesas
tratadas con la fraccion FOS.

No se observaron diferencias significativas en IL-6 e IFN-y entre los grupos

alimentados con dieta rica en fructosa y los grupos normales; sin embargo,

0s

grupos tratados con la fraccion FOS mostraron una evidente disminucion de estas

citocinas. (8.08% y 50.99%, respectivamente) y bezafibrato (45.75% y 78.76%,

respectivamente)
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Figura 11. Efecto de la fraccion FOS en los niveles séricos de MCP-1; media + E.E.M. (n=6).
*Estadisticamente significativo comparado con el grupo normal; &Estadisticamente significativo
comparado con el grupo tratado con fructosa (p <0,05). Normal: ratas sanas sin tratamiento; FRU: ratas
alimentadas con fructosa; Fru + Beza: ratas obesas tratadas con bezafibrato; Fru + FOS: ratas obesas
tratadas con la fraccion FOS.

MCP-1 mostr6 un aumento significativo en los animales tratados con fructosa en
comparacion con el grupo normal (210.22%); Con esta citocina, solamente la fraccion
FOS redujo claramente los niveles en sangre de este marcador (31.64%) en
comparacion con el grupo Fru. El grupo tratado con bezafibrato no afectd el

porcentaje sérico de MCP-1.
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Figura 12. Efecto de la fraccion FOS en los niveles séricos de IL-1a ¢ IL-1B; media = E.E.M. (n=6).
*Estadisticamente significativo comparado con el grupo normal; &Estadisticamente significativo
comparado con el grupo tratado con fructosa (p <0,05). Normal: ratas sanas sin tratamiento; FRU: ratas
alimentadas con fructosa; Fru + Beza: ratas obesas tratadas con bezafibrato; Fru + FOS: ratas obesas
tratadas con la fraccion FOS.

De acuerdo con la figura 12, IL-1a se incrementd considerablemente en el grupo con
dieta rica en fructosa (266.48%) en relacion al grupo normal; para los grupos que
recibieron bezafibrato y fraccion FOS, los niveles de IL-1a fueron menores que los
observados en el grupo Fru (65.79% y 43.53% menos, respectivamente). IL-13
mostré6 aumento en los animales que recibieron fructosa en comparacion con los
animales normales, mientras que los niveles de esta citocina disminuyeron en los
animales tratados con bezafibrato (70.93%), el mayor efecto se observd en la

descenso que produjo la fraccién FOS (10.36%, F).

59

KOOI IHXHK,

b’O'OO‘OOOO

otetetetetedetels
oot tetatatetels
QRS

Fru + FOS




Efecto de Psacalium decompositum en la prevencion y desarrollo del sindrome metabélico

G

1004 I
L.
O
w
>
S *
o
Q
= 50
n
© &
)
—_—
7
0 T T % T
Normal Fru Fru + Beza Fru + FOS

Figura 13. Efecto de la fraccion FOS en los niveles séricos de VEGF; media = E.E.M. (n=6).
*Estadisticamente significativo comparado con el grupo normal; “Estadisticamente significativo comparado
con el grupo tratado con fructosa (p <0,05). Normal: ratas sanas sin tratamiento; FRU: ratas alimentadas con
fructosa; Fru + Beza: ratas obesas tratadas con bezafibrato; Fru + FOS: ratas obesas tratadas con la fraccion
FOS.

VEGF evidencio un efecto interesante en sus niveles, disminuyé en el grupo Fru
(50.88%), en comparacion con el grupo normal; en los grupos tratados con
bezafibrato y la fraccion FOS los niveles disminuyeron (45.86% y 81.92%,

respectivamente), con respecto al grupo tratado con dieta rica en fructosa.
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Figura 14. Efecto de la fraccion FOS en los niveles séricos de leptina; media + E.E.M. (n=6).
*Estadisticamente significativo comparado con el grupo normal; “Estadisticamente significativo comparado
con el grupo tratado con fructosa (p <0,05). Normal: ratas sanas sin tratamiento; FRU: ratas alimentadas con
fructosa; Fru + Beza: ratas obesas tratadas con bezafibrato; Fru + FOS: ratas obesas tratadas con la fraccion
FOS.

Por dltimo, los niveles séricos de leptina no se vieron afectados en los grupos con
dieta rica en fructosa ni en el tratado con bezafibrato. Sin embargo, la fraccion FOS
origind una reduccion significativa de esta hormona en comparacion con el grupo

control tratado con fructosa (62.59%).
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8. DISCUSION

El extracto acuoso de P. decompositum fue elegido por su empleo en la medicina
tradicional mexicana. De los extractos acuosos se aislo un compuesto tipo inulina y
se reporté como el compuesto responsable de la actividad hipoglucémica (Jiménez,
2011). Una vez que se obtuvo la fraccion FOS y se caracteriz0, este material se
evalué en ratas Wistar macho para valorar el potencial de la fraccion FOS en el
proceso inflamatorio y dislipidemia. El presente estudio proporciona informacion

acerca de las actividades antiinflamatorias e hipolipemiantes de esta especie.

La fraccion FOS no afecto los niveles de glucosa en ninguno de los grupos tratados
en las pruebas de glucemia. No existen diferencias signifivativas entre los grupos
tratados con bezafibrato y la fraccion FOS para ratas con 12 y 24 semanas respecto
a la prueba de tolerancia a la glucosa. Para el grupo tratado con solucién salina
isoténica hubo diferencias significativas en comparacion con el grupo normal a los
120 min. Por otro lado, los grupos tratados con bezafibrato y fraccion FOS no
mostraron ninguna diferencia a 120 min, en comparacién con el grupo Fru. En otros
estudios, la fructosa se ha empleado al 60% en alimentos, lo que conduce a
trastornos metabolicos en menor tiempo, desarrollando intolerancia a la glucosa e
hiperinsulinemia. En este estudio, se utilizd6 una dosis mucho menor que la reportada

para el efecto hipoglucémico (Ramesh y Saralakumari, 2012).
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El consumo de alimentos implica la ingesta de calorias, lo que sin duda se relaciona
directamente con el incremento de peso. Aunque las mediciones se realizaron al
inicio del experimento, las condiciones en las que se mantuvieron los animales
durante el experimento (4 ratas/caja), no permiten precisar adecuadamente la
cantidad (g) de alimento consumido por dia por animal. Sin embargo, este aspecto
debe ser considerado en otros estudios con la fraccion FOS para determinar el

impacto de la ingesta de alimento/calorias en el aumento de peso.

Estudios recientes confirman cambios en el perfil de lipidos plasmaticos, sin
incremento aparente de peso después de 10 semanas de acceso intermitente a una
solucion de fructosa al 12.5% (Figlewicz, 2009). Otros efectos adversos
desarrollados por el aumento en la ingesta de fructosa incluyen efectos negativos
sobre las funciones cardiovasculares y renales (Lindqvist, 2008; Abdullah y col.,

2009; Bocarsly, 2010).

El alto consumo de fructosa se encuentra ligado al desarrollo de signos del sindrome
metabolico en ratas Wistar adultas (Alzamendi y col., 2009). La acumulacién de altos
niveles de triglicéridos y grasa observados en ratas alimentadas con una dieta rica en
fructosa en el presente estudio explica el aumento de peso corporal. El aumento de
grasa corporal conduce a cambios cronicos en la leptina y en la sensibilidad a la
insulina, a través de la pérdida de las sefales de saciedad hormonales (Elliot, 2002;

Strader y De Moura, 2009).
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Podemos especular que la fraccion FOS, igual que otros mecanismos de fibra en la
dieta, generan cambios en la viscosidad intestinal, absorcién de nutrientes, velocidad
de paso, produccion de acidos grasos de cadena corta y produccion de hormonas

intestinales (Kusminski, 2007).

La mayoria de los beneficios otorgados al consumo de prebibticos se encuentran
asociados a la optimizacibn de la funcion y metabolismo del colon, como el
incremento en el peso de la materia fecal, la reduccidén en el pH del intestino, la
disminucién de productos nitrogenados finales y modulacion del sistema inmune
(Saad y col., 2013). De igual forma, se sugiere que las modificaciones de la biota
intestinal por la ingestién de prebidticos interactian con la respuesta inmunoldgica
del intestino y por su asociacion con el tejido linfoide, proveen efectos protectores
sistémicos (principalmente respiratorios y en piel) mas alla de solo proteger el
sistema gastrointestinal (Wang, 2009). Aunque no existe informacion suficiente sobre
como los microorganismos del hospedero reconocen a los prebiéticos ingeridos en el
proceso de la expresion modulatoria del sistema inmune, se propone que las
respuestas inmunes innatas son activadas mediante su interaccién con fracciones de

los oligosacéridos (Saad y col., 2013).

Entre los innumerables tratamientos para reducir los triglicéridos séricos por medio
de la modificacion de habitos alimentarios, se encuentra la ingestion terapéutica de
prebioticos. Los efectos hipotrigliceridémicos de fructooligosacaridos, almidones
resistentes e inulina han sido descritos recientemente por Delzenne y col. (2002) en

animales y posteriormente en humanos (Delzenne y col., 2005).
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El higado juega un papel primordial en la homeostasis de las lipoproteinas ricas en
triacilglicéridos, ya que es el encargado de la sintesis y secrecion de lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL). En modelos animales se ha comprobado que tras la
ingesta de prebidticos existe una disminucién en la capacidad del higado para la
sintesis de lipidos (principalmente VLDL), ocasionada por una reduccién en la
actividad en todas las enzimas lipogénicas (acetil-CoA sintetasa, enzima malica, ATP
citratoliasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), hasta en 50% (Delzenne y col.,
2002). La baja tasa lipogénica del higado, posterior al consumo de prebioticos,
especialmente de oligofructosa, sugiere que su administracion podria disminuir la
expresion genética de las enzimas lipogénicas (Delzenne y Kok, 2001). Los
resultados en humanos son menos contundentes, en estudios clinicos realizados se
propone a la inulina como el prebidtico con mas efecto en comparacion a la

oligofructosa (Saad y col., 2013).

Los efectos de la administracion de prebidticos en la sintesis de lipidos y la
concentracion de insulina y glucosa plasmética postprandial, en animales, ha sido
descrita ampliamente desde los afios noventa. La administracion de almidones
resistentes a la digestion demostré una disminucion significativa en la concentracion
de triacilglicéridos en sangre, descenso en la actividad enzimatica asociada a lipidos
y disminucion en la insulina sérica después de la ingesta de alimentos (Takase y col.,

1994).
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Respecto a la investigacion en humanos, los efectos adun no estan del todo
elucidados. Sin embargo, se considera que la suplementacién de prebibticos genera
los siguientes efectos: 1) retardo en el vaciamiento gastrico al comparar los indices
glucémicos después de diferentes dietas, 2) reduccion de la hidrolisis del almidon en
el duodeno y 3) incremento en las concentraciones plasmaticas del péptido intestinal
(péptido similar al glucagén 1y péptido YY). Todos ellos podrian contribuir, en parte,
a los cambios en la sensacion de apetito y en las respuestas de la glucosa posterior

a la ingesta de alimentos (Cani y col., 2009).

La posible relacién entre el incremento en la concentracion de péptidos intestinales y
la pérdida de peso corporal ha sido poco estudiada en humanos, limitAndose a
evaluar los efectos en la saciedad. Por otro lado, se ha estudiado el efecto de los
prebidticos como moduladores del metabolismo y del peso corporal tras la reduccion
de un proceso inflamatorio inducido por la dieta. Las dietas altas en grasa producen
un estado llamado endotoxemia (presencia de endotoxinas en el torrente sanguineo)
el cual se promueve cuando disminuyen las proporciones de bifidobacterias a causa
de un aumento de lipopolisacaridos en el intestino, acompafnada de resistencia a la
insulina y aumento de peso corporal. La suplementacion con FOS ha demostrado
disminuir la endotoxemia, restaurando el nivel Optimo de bifidobacterias y
consecuentemente mejorando la tolerancia a la glucosa, incrementando la saciedad,
reduciendo la produccion de glucosa y disminuyendo el peso corporal en humanos

(Kootte y col., 2012).

66



Efecto de Psacalium decompositum en la prevencion y desarrollo del sindrome metabélico

En 2011 Komiyama y col. presentaron resultados de un estudio sobre el uso de
prebioticos, entre ellos un alimento de cebada germinada y su efecto en la biota
intestinal. Concluyeron que los prebidticos son un complemento util en el tratamiento

de colitis ulcerativa tan bueno como el tratamiento con antibiéticos.

El perfil inflamatorio de las ratas tratadas con una dieta rica en fructosa exhibe
citocinas proinflamatorias incrementadas, sugiriendo que este modelo comparte
similitudes con el sindrome metabdlico en seres humanos, tales como obesidad,
intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina (Astolphi y col.,
2013). Varios informes han demostrado un aumento de TNF-q, IL-6, resistina y la
expresion de leptina en obesidad, diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares y

sindrome metabdlico (Velickovi¢ 2013).

Se ha reportado a TNF-a como el mediador proinflamatorio mas importante en la
inflamacion metabdlica. Esta citocina estd sobreexpresada en el tejido adiposo de
roedores en modelos de obesidad (Senn, 2003). Por lo tanto, la sobreproduccion de
TNF-a es una caracteristica importante de la obesidad e inflamacion metabdlica, lo
que contribuye significativamente a la resistencia a la insulina. Por otra parte IL-6 es
considerada como el origen de la resistencia a la insulina en masculo esquelético e
higado, debido a defectos en la fosforilacidon del sustrato receptor a insulina,
disminuyendo la gluconeogénesis e incrementando la glucogendlisis (Tataranni,

2005; Kim, 2009; Pahan, 2006).
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Por lo tanto, la reduccién de TNF-a e IL-6 mediante el tratamiento con la fraccion
FOS puede ser interpretada como consecuencia de su potencial efecto

antiinflamatorio.

IFN-y también se considera otra citocina proinflamatoria potente secretada por
linfocitos activados y es capaz de inhibir al receptor gamma activado por
proliferadores de peroxisomas (PPAR-y), un importante factor nuclear de
transcripcion de citocinas anti-inflamatorias (Ranjbaran, 2007; Guerre-Millo, 2004). La
fraccion FOS podria ser capaz de aumentar la expresion de PPAR-y y disminuir la de
IFN-y; esto explicaria la reduccién de las citocinas pro-inflamatorias. La activacion de
estas citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-18 e IFN-y) genera
inflamacion cronica debido a cambios en el equilibrio entre la produccion de citocinas
pro-inflamatorias y antiinflamatorias, como IL-10 y adiponectina (Hernandez, 2004;

Esposito, 2006).

En esta investigacion, las ratas tratadas con fructosa mostraron aumento en los
niveles de TNF-a, MCP-1 e IL-1a en suero. Por otro lado, los niveles en suero del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por Vascular Endothelial Growth
Factor) mostraron disminucion. Todas las demas citocinas mostraron valores
similares a los del grupo normal. Las ratas tratadas con fructosa revelaron un
incremento en los niveles de TNF-a, observado también en pacientes humanos con
diabetes tipo 2 y obesidad. También se reportado una relacion directa entre niveles

elevados de TNF-a e hiperinsulinemia (Medina, 2002; Maachi, 2004).
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El porcentaje de IL-6 en suero fue ligeramente superior en ratas tratadas con fructosa
qgue en las ratas normales. En ratas administradas con fructosa, la contribucion del
tejido graso en los niveles séricos de IL-6 es baja (adipocitos producen del 10% al
30% del total circulante) y lo demas es secretado por otros tipos célulares (células
inmunes, fibroblastos, células endoteliales y células musculares estriadas). La
inflamacion crénica en el tejido graso implica la infiltracion de macréfagos,
produciéndose varios tipos de adipocinas (leptina, TNF- a, IL-6, adiponectina y
resistina, etc.) que contribuyen a la resistencia a la insulina en animales obesos

(Bastard, 2002; Rabe, 2008).

En en el caso de la Leptina se ha reportado que actta principalmente a nivel del
sistema nervioso central regulando la ingesta de alimentos y el gasto energético,
existiendo una relacion entre la leptina y el estado inflamatorio de bajo grado en la
obesidad, sugiriendo que la leptina podria ejercer efectos bioldgicos periféricos como
una funcién estructural de citocinas. En varios trabajos publicados se ha reportado
del aumento en la respuesta inflamatoria asociada con la presencia de obesidad e
hiperleptinemia, sin que la leptina sea capaz de regular la produccion de TNF-a y la
activacion por macrofagos (Halle, 2003; Martin, 2008). Por lo tanto, los bajos niveles
de leptina observados en este trabajo explicarian el efecto antiinflamatorio
ocasionado por la fraccién de FOS en las ratas alimentadas con una dieta rica en

fructosa.
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Diversas evidencias han demostrado que la activacion cronica de las vias
proinflamatorias intracelulares en células diana a la insulina puede conducir a la
resistencia a la insulina relacionada con la obesidad. A nivel molecular, los
mecanismos por los cuales se genera la resistencia pueden ser multiples y variar de
un individuo a otro. Los mas comunes son los acidos grasos libres y sus metabolitos,
TNF-a, IL-6, IL-1B, el factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF) y las
hormonas secretadas por el tejido adiposo, como la resistina (Kim, 2009; Rabe,

2008).

Sin embargo, seria muy valioso saber si fraccibon FOS afecta a los niveles de
insulina; con el fin de entender el posible mecanismo de la actividad hipoglucemiante
reportada anteriormente; en este estudio, alteraciones en la insulina por la fraccion
FOS no se midieron. Por lo tanto, la medicion de esta hormona en nuevos estudios

con la fraccion de FOS seran considerados.

Los FOS inducen profundos cambios metabdlicos en la composicion y modulacion de
microbiota intestinal, generando mecanismos antiinflamatorios y efectos
inmunomoduladores. Actualmente existen muchos estudios que relacionan el papel
de la microbiota intestinal con el desarrollo de desordenes metabdlicos

(Malaguarnera, 2012).
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Existe una relacién reciproca entre el hospedador y su microbiota intestinal. Las
modificaciones en la alimentacion producen cambios en el nUmero de bacterias, en la
proporcion de ciertos filotipos (Firmicutes y Bacteroidetes) y en la transcripcion de
sus genes, jugando un papel importante en desarrollo de factores asociados al SM.
La alteracion en los patrones alimentarios, como la edad y la genética, no sélo
afectan al equilibrio energético sino que tienen mayor impacto en la modificacion de
la microbiota intestinal y en la expresion de genes de la misma. Los componentes
bacterianos y sus metabolitos, estan relacionados con el desarrollo de enfermedades

metabolicas (Fernandez, 2013).

Algunos autores han sefialado un aumento en la relacion Firmicutes/Bacteroidetes en
la microbiota intestinal como marcador de la predisposicion a la obesidad y DM2. Sin
embargo, otros no reportan en sus estudios diferencias significativas de esta relacion
entre obesos y normopesos, tanto en modelos animales como en humanos. Los
cambios en los habitos alimentarios podrian explicar hasta el 57% de la variacion en
la composicién de la microbiota intestinal, mientras que los polimorfismos genéticos
del hospedador no explicarian més del 12% de la predisposicion a padecer SM. Esto
indica que la dieta juega un papel importante en el cambio de poblaciones clave de la
microbiota intestinal pudiendo transformar el fenotipo saludable en una entidad

inductora de enfermedad o viceversa (Roberfroid y col., 2010).
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Estudios llevados a cabo en ratones y humanos, demuestran que el fenotipo obeso
posee una microbiota intestinal caracterizada por el incremento de su capacidad de
obtener energia a partir de la dieta mediante la sobreexpresion de genes
relacionados con el metabolismo fermentativo (Backhed y col.,2004); los mismos
autores demostraron que suministrando microbiota normal a ratones previamente
libres de gérmenes resulta, al final de 14 dias, en un aumento de la masa grasa de
un 60% y una disminucion de la sensibilidad a insulina. Turnbaugh y col. (2006)
reportaron que ratones alimentados con una dieta occidental (rica en grasa y
azucares) poseian una microbiota intestinal enriquecida en enzimas y rutas
metabolicas relacionadas con la hidrélisis de polisacaridos de la dieta, sintesis de
acidos grasos, metabolismo de azucares simples y proteinas del sistema

fosfotransferasa (PTS).

Las células epiteliales intestinales constantemente estdn sometidas a estrés
citotdéxico, metabdlico y patogénico que puede producir una rotura en la barrera
intestinal, el paso de componentes microbianos y la respuesta proinflamatoria

correspondiente (Harris y col., 2012).

Cani y col. (2007) indicaron que la alimentacion rica en grasas aumenta el LPS
(lipopolisacarido) plasmatico de dos a tres veces su valor normal (de 10-50 veces
menor que los niveles asociados a septicemia o infecciones) a la vez que disminuia
la poblacion de Bifidobacterium spp., implicada en el mantenimiento de la integridad

de la barrera intestinal.
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Este incremento de LPS esta relacionado con el aumento de peso corporal, aumento
del tejido adiposo, incremento de la glucemia en ayunas, resistencia a insulina y un
estado inflamatorio crénico: niveles elevados de (TNF-a, IL-1 e IL-6 y PAI-1 Inhibidor

del activador del plasmindgeno) (Shen y col., 2012).

El TNF-a liberado al torrente sanguineo estd asociado con la fosforilacion y
activacion de la sefial intracelular JNK (cinasa c-Jun N-terminal) en el muasculo
esquelético e inhibe la transduccion de la sefial en respuesta a la insulina mediante
la fosforilacion de la serina del IRS-1 (Receptor de sustrato de insulina). Esto
conduce a una hiperinsulinemia y a un excesivo almacenamiento de lipidos en los
tejidos adiposo y hepatico. La activacion de JNK a su vez aumenta la liberacion de
citocinas proinflamatorias iniciando un circulo vicioso. De manera similar los acidos
grasos libres pueden iniciar la misma secuencia de eventos mediante la activacion de

JNK, interfeririendo con la accién de la insulina (Shen y col., 2012).

Debido a la plasticidad de la microbiota intestinal, el uso de determinados
componentes como prebioticos puede modular el ecosistema intestinal para mejorar
la salud del individuo. El uso de prebidticos provee a la microbiota intestinal de una
fuente de sustrato adicional para su metabolismo fermentativo, elevando la
concentracion de acidos grasos de cadena corta en el intestino, los cuales se han
relacionado con efectos beneficiosos para la salud del hospedador (Fernandez,

2013).
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En humanos no se han reportado muchos estudios acerca del efecto de los
prebioticos en el metabolismo lipidico, los que hay, sefialan la utilidad de los
oligosacaridos (principalmente fructanos tipo inulina) para reducir el colesterol
asociado a lipoproteinas de baja densidad (cLDL) vy triglicéridos (TGL). No estan
claras las dosis ni en tiempo de la aplicacion de la inulina, pero se ha visto que son
mas eficientes dosis bajas (de 7-10 g/dia) que dosis altas (15-20 g/dia) para

disminuir los lipidos sanguineos (Gibson y Roberfroid, 2008).

Numerosos estudios en modelos animales han descrito el efecto de los prebioticos
sobre grasa y peso corporal. El descenso observado en la masa grasa a veces no
tiene un efecto significativo en la pérdida de peso corporal y ha sido observado en
todos los tejidos adiposos (epididimal, visceral o subcutaneo). En estudios con
roedores, alimentandose con ingredientes con efecto prebibtico, se ha visto que la
reduccion de la masa grasa estaba relacionada con una reduccion en la ingesta.

El efecto ‘sacietogénico’ de los carbohidratos no digeribles resulta de una
sobreproduccion de péptidos anorexigénicos (péptido similar al glucagon tipo 1) y un
descenso en la produccion de péptidos orexigénicos (grelina) (Roberfroid y col.,
2010). Delzenne y col. (2011) expusieron que la alimentacion con fructanos tipo
inulina disminuye el apetito, la ganancia de peso y el desarrollo de la masa grasa
con un significante aumento de la secrecion en la circulacion portal de péptidos

anorexigénicos (GLP-1, péptido similar al glucagén tipo 1y PYY, péptido YY).
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En otros estudios, se ha visto que la alimentacién de ratas con almidon resistente
produce un descenso en el tamafio de los adipocitos, un descenso en la expresion
de la enzima acido graso sintasa y una reduccion en la ganancia de peso relativa a la
alimentacion de almidén digerible lo que podria ser interesante para la prevencion del
aumento de peso a largo plazo. En humanos se ha visto que el consumo de fibra
dietética esta relacionado con una disminucién del aumento de peso a largo plazo
(Gibson y Roberfroid, 2008). Sin embargo, los estudios llevados a cabo aun no

muestran resultados concluyentes

El tratamiento con prebidticos en ratones esta relacionado con el aumento en la
poblacién de Bifidobacterium spp, descenso en los niveles de expresion de citocinas
proinflamatorias, del tono inflamatorio y aumento en la expresion y actividad de las
proteinas relacionadas con la funcion de la barrera intestinal (uniones estrechas ZO-
1, claudinas y ocludinas) .También se reporta aumento en la secrecion del péptido
semejante al glucagén tipo 2 (GLP-2), factor de crecimiento intestinal con actividad
antiinflamatoria que mejora la integridad de la barrera intestinal. Por otra parte el
consumo de prebibticos juega un papel muy importante en el manejo de la
resistencia a insulina y la prevencion de DM2. La fermentacion de la microbiota
intestinal procedente del almiddén, oligosacaridos resistentes, polisacaridos no

almidon afectan al metabolismo de la glucosa (Cani y col.; Kadooka y col., 2010).
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Diferentes cuestiones contribuyen al desarrollo de la obesidad y la patogénesis de
sus trastornos metabdlicos (genética, inflamacion de bajo grado y factores
ambientales). Entre ellos, la dieta es la mas importante, aunque su papel en la
obesidad es mas complejo que la simple acumulacion de grasa. En este sentido, los
FOS podrian estar directamente involucrados en la inhibicion de la absorcion de
monoglicéridos o acidos grasos no esterificados en el intestino delgado o
modificando funciones gastrointestinales relacionadas con la absorcion de grasa

(Nakamura, 2011).

Las mediciones de HDL y LDL serian muy Uutiles para evaluar el efecto
hipocolesterolémico, principalmente para establecer si la disminucion observada en
el colesterol total del grupo tratado con la fraccion FOS esta correlacionada con el
aumento de HDL y disminucion de LDL. Sin embargo, nuestro estudio fue preliminar
para determinar el potencial efecto sobre la dislipidemia. En general, la concentracion
de colesterol total es un factor importante para la expansion de enfermedades
cronicas, entre otros riesgos; los valores de HDL y LDL, no obstante se deberan

determinar en futuros estudios.

Para aclarar los mecanismos del efecto de la fraccion FOS sobre la obesidad, se
centraran nuestros futuros estudios sobre la expresion génica hepdtica relacionada
con el metabolismo de lipidos y la cuantificacion de citocinas antiinflamatorias

(adiponectina e IL-1, IL-2, IL-4, IL -10, IL-13) principalmente.
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9. CONCLUSIONES

1. La fraccién FOS obtenida a partir de la raiz de P. decompositum induce efecto
antiinflamatorio y efecto inhibidor sobre el aumento de peso, disminuye la produccién
de triglicéridos y colesterol en ratas Wistar con obesidad inducida por una dieta rica
en fructosa.

2. Esto podria explicarse por el hecho de que los FOS mejoran la digestion intestinal,
previniendo la acumulacion de grasa y evitando el aumento de citocinas inflamatorias
relacionadas con la obesidad.

3. La fraccion FOS puede ser un agente terapéutico valioso en la prevencion de
resistencia a la insulina, asi como en el desarrollo y progresion de obesidad y

complicaciones del sindrome metabdlico.

77



Efecto de Psacalium decompositum en la prevencion y desarrollo del sindrome metabélico

10. PERSPECTIVAS

o Establecer la cantidad (g) de alimento consumido por dia por animal, para
determinar el impacto de la ingesta de alimento/calorias en el aumento de
peso.

e Probar si la fraccion FOS, al igual que otra dieta a base de fibra, genera
cambios en la adiposidad central, proceso inflamatorio y perfil lipidico.

e Determinar como los microorganismos del hospedero reconocen a los
prebiodticos ingeridos en el proceso de la expresion modulatoria del sistema
inmune.

e Establecer la tasa lipogénica del higado, posterior al consumo de prebidticos,
para comprobar si la administracion disminuye la expresion genética de las
enzimas lipogénicas.

e Determinar si la fraccion FOS afecta a los niveles de insulina; con el fin de
entender el posible mecanismo de la actividad hipoglucemiante reportada
anteriormente.

e Medir el colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad (cLDL) y muy
baja densidad (VLDL).

e Realizar cuantificacion de citocinas antiinflamatorias (adiponectina e IL -10)

principalmente.
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Abstract: Psacalium decompositum, commonly known as “Matarique,” is a medicinal
plant used in Mexico for diabetes mellitus empirical therapy. Previous studies have shown
that the fructooligosaccharides (FOS) present in the roots of this plant exhibit a notable
hypoglycemic effect in animal models; this effect might be associated with the attenuation
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of the inflammatory process and other metabolic disorders. In this study, we examined the
effects of FOS fraction administration in a fructose-fed rat model for obesity.
Phytochemical chromatographic studies (high performance thin layer chromatography and
nuclear magnetic resonance) were performed to verify isolation of FOS. 24 male Wistar
rats were maintained for 12 weeks on a diet of 20% HFCS in drinking water and chow.
Glucose, cholesterol, triglycerides and liver transaminases levels were measured monthly,
after administering FOS fraction intragastrically (150 mg/kg/day for 12 weeks), while the
levels of inflammatory cytokines were only quantified at the end of the treatments. Rats
treated with FOS fraction decreased body weight, cholesterol, triglycerides, and
significantly reduced IL-6, IFN-y, MCP-1, IL-1B and VEGF levels (p < 0.05). These
results suggest that P. decompositum has anti-inflammatory and hypolipidemic properties
that might be used as an alternative treatment for the control of obesity.

Keywords: Psacalium decompositum; asteraceae; fructose; obesity; dyslipidemia;
inflammatory cytokines

1. Introduction

Psacalium decompositum (A. Gray) H. Rob. and Brettell (Asteraceae) is a shrub distributed in the
mountains of central and northwestern Mexico and in the southwest region of the United States. The
roots are sold in herbal markets and commonly called “Matarique.” A water decoction of the roots of
this or other Psacalium species is used for the treatment of diabetes mellitus, pains, rheumatism,
hepatic and renal colic, gastrointestinal ailments, neuralgia, ulcer and chill by Tarahumaran, Yaqui and
Pima traditional healers in the Mexican state of Sonora [1].

The hypoglycemic properties of this plant have been extensively studied; extracts and fractions are
effective in reducing glucose levels in normoglycemic and mildly diabetic mice, as well as in
temporally hyperglycemic rabbits, but not in severely diabetic animals [2,3].

Jimenez-Estrada et al. [4] have reported that the aqueous fraction contains a carbohydrate-type
fructan (inulin), which showed hypoglycemic effect in healthy and alloxan-induced diabetic mice.
While the hypoglycemic properties of roots of P. decompositum have been extensively studied, the
potential anti-inflammatory and hypolipidemic properties of the fructooligosaccharides-fraction
(FOS-fraction) of P. decompositum have not yet been investigated.

Fructans are polysaccharides of repeating fructose units with a glucose molecule normally attached
at the beginning of the polymer; different fructans are found in plants either separately or mixed and
they have two different glycosidic linkages, namely B (2-1) linkages (a common feature in inulin type),
B (2-6) (normally found in levans) and graminan, or both 3 (2-1) and B (2-6) [5,6]. Inulin is a linear
polyfructan that is mainly comprised of glycosidic linkages B (2-1), whereas the formation of
fructooligosaccharides (FOS) is a combination of short and intermediate inulin chains [7].

FOS are classified as indigestible oligosaccharides because of their resistance to digestion in the
small intestine, which can improve immunological responses probably through regulation of
gastrointestinal microflora, specifically stimulating development of Bifidobacteria [8]. Previous
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studies have reported that FOS intake can prevent hyperlipidemia in rats [9]; effects of FOS on obesity
may be due to inhibited increase in visceral adipose tissue and reduced levels of liver triglycerides and
nonesterified fatty acids induced by a high-fat diet. Nevertheless, effects of FOS on obesity not yet
been fully described [10].

In 2012, Malaguarnera et al. reported that FOS administration with Bifidobacterium longum
reduces tumor necrosis factor type-alpha, C-reactive protein, serum aspartate aminotransferase levels,
homeostasis model of assessment-insulin resistance, serum endotoxin, steatosis, and the pathogenesis of
non-alcoholic steatohepatitis activity index in patients [11]. There are as of yet no reports about the
effects of other similar types of fibers on the inflammatory cytokines. However, these types of fibers
have been associated with other activities. A large number of studies in humans and experimental
models have evidenced the efficacy of dietary fiber in regulating body weight, food intake, glucose
homeostasis, insulin sensitivity and other cardiovascular disease risk factors such as serum lipid
profile, hypertension and systemic inflammatory markers. Dietary fiber consists of edible parts of
plants or analogous carbohydrates that resist digestion and absorption in the small intestine with
complete or partial fermentation in the large intestine. It is a very complex group of substances that
includes the indigestible non-starch polysaccharides, cellulose and hemicellulose, oligosaccharides,
pectins, gums and waxes [12].

Diverse studies concluded that dietary fructose has a direct impact on hepatic lipid metabolism by
bypassing the enzyme phosphofructokinase, the regulatory step imposed on glucose. This allows
unregulated flow of fructose-derived carbons into lipogenesis, decreasing lipolysis and increasing
plasma fasting and postprandial very low density lipoprotein triacylglycerols, and whole-body lipid
oxidation [13].

Patients with obesity suffer from the chronic activation of certain cells in the immune system
(monocytes, macrophages, and neutrophils), as well as adipocytes in fat tissue [14] resulting in an
abnormal production on the levels of the next cytokines: tumor necrosis factor type-alpha (TNF-a),
interleukins 1 and 6 (IL-1a, B and IL-6), interferon-gamma (IFN-y), monocyte chemotactic protein-1
(MCP-1), vascular endothelial growth factor (VEGF) and leptin, which have also been implicated in
the development of insulin resistance, hyperinsulinemia, hypertension, lipid disorders, type 2 diabetes,
cardiovascular diseases, some cancers, osteoarthritis, gallstones and mental health problems [15—17]. The
combination of the immune response with an appropriate metabolic balance is beneficial for maintaining
good health. However, it may become deleterious under conditions of metabolic disorders [18].

Therefore, the modulation of these molecules by P. decompositum might avoid the development of
metabolic disorders and complications, in addition to its beneficial effects on obesity.

The aim of the present study was to determine the anti-obesity, anti-inflammatory, and hypolipidemic
effects of FOS fraction of roots of P. decompositum by measuring metabolic parameters and
inflammatory cytokines associated with obesity.
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2. Experimental Section
2.1. Plant Material

Roots of P. decompositum were acquired from the Sonora Herbal Market in Mexico City. The
vegetal material was taxonomically identified by Abigail Aguilar Contreras, M.Sc, the botanic expert
of the Mexican Institute of Social Security-Herbarium at Mexico City (Herbarium IMSS-M, Voucher
Specimen 11489).

2.2. Isolation of FOS-Fraction from the Roots of P. decompositum

The active fraction (polar fraction) was prepared with some modifications previously described by
Alarcon et al. [19]. Plant material (1.980 kg) was ground and extracted successively three times at
room temperature with hexane and water (7 L x 24 h each one). Water was subsequently removed
from the extract under reduced pressure, which resulted in a residue of 427 g (yield 21.5%).

To this material, 500 mL of methanol were added and after 24 h a precipitate was obtained
and then freeze-dried (FOS-fraction, 371 g). The FOS-fraction was analyzed by high performance thin
layer chromatography (HPTLC, chloroform-n-butanol-methanol-acetic acid-water 5.5:11.0:5.0:1.5:
2.0, v/v) and was subjected to column chromatography with a Sephadex LH20 column (60 g).
Fractions were eluted with a mixture of methanol and water (99:1 and 95:5, v/v). A total of 110 fractions
of 25 mL were collected (85 and 25 of each system, respectively) and monitored using HPTLC. Plates
were sprayed with an alpha-naphthol reagent and heated at 100 °C.

The fractions were then combined on the basis of similar HPTLC profiles. The major material
content isolated was located in fractions 89-91, according to their HPTLC profiles, resulting in a white
amorphous solid component. The identity of this component present in the 89-91 fractions was
established by nuclear magnetic resonance (‘H and °C) [4].

2.3. HPTLC Procedures

All the samples were applied on 0.2 mm nano-silica gel 60 HPTLC plates. All the plates
were developed to a distance of 90 mm with chloroform-zn-butanol-methanol-acetic acid-water
5.5:11.0:5.0:1.5:2.0 (v/v) as mobile phase at room temperature (around 25 °C). The developed plates
were sprayed with aniline-diphenylamine-phosphoric acid solution and heated at 130 °C for 10 min
or sprayed with alpha-naphthol (10%) solution and heated at 105 °C for 10 min, to make bands
colored clearly.

2.4. Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Analysis of the FOS Fraction

10 mg of the FOS fraction were dissolved in D,O and analyzed on a Varian Gemini spectrometer
operating at 500 MHz ('H) and 125 MHz (°C). Chemical shifts were reported in & units (ppm) and
compared with those previously described [4].

FOS fraction: '"H NMR (500 MHz, D,0) & 5.48 ppm (J = 3.3 Hz), 4.26 (1H, d, J = 8.2) and at 4.12
(1Ht,J=8.7,J = 8.2), 3.86 (HS, s), 3.76 (H6a, m) and 3.83 (H6D, bs), 3.82 (1H, dg, J = 10 Hz), 3.71
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ppm (1H, dg, J = 10 Hz), 3.56 (1H), 3.84 (1H, m), 3.76 ppm (1H, m). °C NMR (125 MHz, D,0) §
93.23 (C-1), 104.05 (C-2), 81.92 (CH-5), 77.90 (CH-3), 75.20 (CH-4), 62.87 (CH2-6), 61.80 (CH,-1).

2.5. Animals and Diets

All the experimental protocols were approved by the Local Committees of Ethics on Animal
Experimentation (UAM and FM-UNAM). Twenty-four male Wistar rats were obtained from the
Laboratory Animal Center of the Metropolitan Autonomous University. The handling of the laboratory
animals followed the rules for the care and use of laboratory animals of the Official Mexican Rule
(NOM-062-Z00-1999, revised in 2001) and the International Guide for Caring and Use of Laboratory
Animals NRC 2002. Rats at the age of 12 weeks and 200-250 g body weight were maintained in their
housing conditions with a controlled humidity (55%) at 21 + 1 °C temperature with 12/12 h
light-dark cycle.

Control diet (2018s Teklad Global 18% protein rodent diet from Harlan Laboratories) contained a
percentage of proteins (18.6%), carbohydrates (44.2%) and fat (6.2%). The high-fructose corn syrup
(HFCS) diet was 20% in chow and drinking water (Formula 55, v/v dissolved in purified water).

Rats were initially divided into two groups (n = 6 for the normal group and n = 18 for the fructose
(Fru) group), and treated for 12 weeks under the next conditions: the normal group with regular chow
and drinking water (negative control), and the second group was kept with 20% fructose in chow and
drinking water. After this time, the normal group was kept under the same conditions, while the second
group was divided in three groups: the Fru group treated with isotonic saline solution (4 mL/kg/day),
the Fru + Beza group treated with bezafibrate (30 mg/kg/day, positive control), and the Fru + FOS
group treated with FOS fraction (150 mg/kg/day); all treatments were administered intragastrically and
doses were determined based on previous studies of FOS fraction [4]. Groups Fru, Fru + Beza and
Fru + FOS were maintained under initial diet conditions and treatments were administrated for 12 weeks.
Weight, Lee index—an obesity index used in rodents—was calculated by the cube root of body weight
(g) x 10/naso-anal length (mm), for which a value equal to or lower than 0.30 was classified as normal;
for values higher than 0.30, the rats were classified as obese, and metabolic parameters were measured
every month. Groups were kept in multiple cages being four animals in each.

2.6. Oral Glucose Tolerance Test (OGTT)

At the end of experiment, OGTT were performed on 12 h-fasted rats. Glucose was administered
into the stomach of the rats through a gastric catheter at the final dose of 2 g/kg body weight (dissolved
in purified water), and the glucose levels were measured at 0, 30, 60, 90 and 120 min using an
Accutrend Sensor glucometer (Roche). Glycaemia was quantified on days 30, 60 and 90 in fasted
animals (12 h) from blood samples drawn from the tail vein. OGTT for non-diabetic rats were
performed according to Tai model (the total area under a curve is computed by dividing the area under
the curve between two designated values on the X-axis into rectangles and triangles. The total sum of
these individual areas thus represents the total area under the curve [20].
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2.7. Biochemical Parameters

Quantification of total cholesterol (Chol), triglycerides (TG), aspartate aminotransferase (AST or
GOT), and alanine aminotransferase (ALT or GPT) was performed with a Reflotron System (Bayer)
using blood samples drawn from the tail vein on day 30, 60 and 90 in fasted animals (12 h).
Measurements of body weight and circulating levels of cholesterol, triglycerides, glucose and liver
transaminases were performed throughout the whole study, while biomarkers of inflammation were
only quantified at the end of the treatments.

2.8. Cytokines Quantification

At the end of the test (day 90 after treatment), blood samples were obtained from anesthetized
animals with pentobarbital by cardiac puncture for cytokine analysis. Serum cytokine levels were
quantified using a commercial rat obesity ELISA strip purchased from Signosis, as described in the
manufacturer’s protocol in order to get the profile of 8 cytokines (IL-6, IFN-y, MCP-1, IL-1a, IL-1,
VEGF, TNF-a and leptin). All samples run in single.

2.9. Statistical Analysis

Data were expressed as mean + S.E.M. The significance of the difference between the means of test
and control studies was established by an Analysis of Variance (ANOVA) and Tukey’s Multiple
Comparison Test. Cytokine analysis was based on percentage of normal. P values less than 0.05 were
considered to be significant. All statistics were computed using the NCSS 2000 (NCSS software,
Kaysville, UT, USA).

3. Results

According to Table 1, after 12 weeks, an increasing body weight, Lee index, triglycerides and ALT
levels (p < 0.05) were observed, while the other parameters were relatively stable compared with the
normal group.

Table 1. Effect of the FOS-fraction from P. decompositum on final weight and
biochemical parameters in male Wistar rats with 12 weeks fructose feeding.

Normal Fru
Body weight (g) 307.8 £5.6 378.5+10.2*
Lee index 0.28 = 0.001 0.30 £0.002 *
Glycaemia in fasting (mg/dL) 101.8£2.5 94.6 +4.1
AUC of glucose tolerance test (mg/dL/120 min) 16,800 + 984 18,000 £ 696
Chol (mg/dL) 100+ 0.0 100+0.0
TG (mg/dL) 70 +0.00 189 +21.8 *
ALT (UI/L) 5.08+£2.6 19.3+8.0*
AST (UI/L) 10.6 £2.8 12.3+8.5

Mean + SEM (n = 6 for Normal group and n = 18 for Fru group). * Statistically significant compared with
the normal group; (p < 0.05). AUC: area under the curve. Normal: normal rats without treatment, FRU: rats

treated with high fructose.
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Table 2 shows the results obtained from different parameters measured to determine the effect of
FOS fraction from P. decompositum. There was an increase in body weight, cholesterol, triglycerides,
ALT, AST and elevated glucose tolerance test glucose at 120 min in animals on a diet of high-fructose
compared to animals on a normal diet. The groups treated with bezafibrate and FOS fraction showed
differences in body weight, Lee index, cholesterol and triglycerides levels compared with isotonic
saline solution-treated animals. They did not show differences in relation to animals on a normal diet.
Glycaemia in fasted animals was not altered after the high-fructose diet in any of the experimental
groups compared to animals with normal diet, and no reduction was observed in the area under the
curve of glucose tolerance of animals treated with bezafibrate and FOS at 120 min. Similar results
were observed with ALT and AST.

Table 2. Effect of the FOS fraction from P. decompositum on final weight and biochemical
parameters in male Wistar rats with 12 weeks of treatment

Normal Fru Fru + Beza Fru + FOS
Final body weight (g) 490 +27.8 610£9.1 * 463 +46.0% 472+15.8¢
Lee index 0.295 + 0.003 0.33+0.000*  0.303+0.002%  0.303+0.002%
Glycaemia in fasting (mg/dL) 96 +£2.4 106.7£2.9 100.7 £2.8 99 +2.6
AUC of glucose tolerance test mg/dL/120 min 16,560 612 19,920 + 1128 * 18,000 + 984 18,360 + 816
Chol (mg/dL) 106 = 4.0 1285+ 1.5* 101.7+£1.7% 102.7+£2.7%
TG (mg/dL) 79.5+7.6 2052 £34.4 * 82.5+11.8% 95.5+19.6 %
ALT (UI/L) 3.6+08 302+34* 18.8+7.9 12+5.0
AST (UI/L) 32405 387+5.1% 22.7+10.2 157+ 7.3

Mean + SEM (n = 6). * Statistically significant compared with the normal group;  statistically significant
compared to the group treated with Fru (p < 0.05); AUC: area under the curve; Normal: normal rats without
treatment; FRU: rats treated with high fructose; Fru + Beza: obese rats treated with bezafibrate; Fru + FOS:
obese rats treated with FOS.

Figure 1 shows the effect of FOS fraction on the serum levels of eight different obesity-related
cytokines, which are closely associated to the inflammatory process. There was an increase of TNF-a
in animals with a rich-fructose diet with respect to the normal group (242.65%, Figure 1A). On the
other hand, treatment with bezafibrate and FOS fraction showed a decrease (55.95% and 62.78%,
respectively) of this cytokine compared to the group with rich-fructose diet, and these values were
close to those observed in the normal group (Figure 1A). No difference was observed in IL-6 and IFN-y
between rich-fructose diet and normal control groups, but those treated with FOS fraction (8.08% and
50.99%, Figure 1B and 1C, respectively) and bezafibrate (45.75% and 78.76%, Figure 1B and 1C,
respectively) showed a clear decrease in these cytokines. MCP-1 showed an increase in fructose-
treated animals compared to the normal group (210.22%, Figure 1D), and for this cytokine, only FOS
fraction reduced notoriously blood levels of this marker (31.64%) compared to the Fru group.
According to figure 1E, IL-1a was considerably increased in the rich-fructose diet-treated group
(266.48%) with respect to the normal group; for groups that received bezafibrate and FOS fraction, the
IL-1a level was not as high as that observed in the Fru group (65.79% and 43.53% less respectively).
IL-1B showed an increase in animals that received fructose compared to normal animals, while a
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decrease of this cytokine was produced in animals treated with bezafibrate (70.93%). However, a
bigger effect was observed with FOS fraction (10.36%, Figure 1F).

Figure 1. Effect of daily administration of FOS fraction from P. decompositum on
inflammatory cytokines in male Wistar rats with 24 weeks fructose feeding (A) TNF-a; (B)
IL-6; (C) IFN-y; (D) MCP-1; (E) IL-1a; (F) IL-1B; (G) VEGF; (H) leptin, Mean + S.E.M.
(n = 6). * Statistically significant compared with the normal group; statistically significant
compared to the group treated with Fru (p < 0.05). Normal: normal rats without treatment;
FRU: rats treated with high fructose; Fru + Beza: obese rats treated with bezafibrate; Fru +
FOS: obese rats treated with FOS.
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An interesting effect was observed in the VEGF cytokine. Levels of VEGF were decreased in
Fru, Fru + Beza and Fru + FOS groups, compared with the normal group (50.88%). Groups treated
with bezafibrate and FOS fraction showed a greater effect than the group treated with only fructose
(55.14% and 18.08%, Figure 1G). Finally, leptin levels were not affected by fructose alone or
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bezafibrate. However, FOS caused a reduction (p < 0.05) of this hormone compared with
fructose-treated control group (62.59%, Figure 1H).

4. Discussion

The water extract of P. decompositum was chosen due to the use thereof as treatment of folk
medicine in Mexico. From the aqueous layer compounds, a carbohydrate type compound has been
isolated and reported as the principal compound responsible for the hypoglycemic activity [4]. Once
the FOS fraction was obtained and characterized, this material was evaluated in male Wistar rats to
evaluate the potential of FOS fraction on process inflammatory and dyslipidemia effect observed in
rats with fructose-induced obesity. Such a study is expected to provide more information in the field of
the use of this plant in the anti-inflammatory and hypolipidemic activities.

FOS fraction administration did not affect glucose levels in any of the treated groups in glycaemia
test. Additionally, there was no difference in groups treated with bezafibrate and FOS fraction for 12
and 24 weeks with respect to tolerance test glucose. For the isotonic saline solution-treated group there
was a significant difference compared to the normal group at 120 min. On the other hand, bezafibrate
and FOS fraction groups showed no difference at 120 min, compared with the group Fru. In other
studies, fructose has been mainly used around 60% on food, which leads to metabolic disorders in less
time, developing intolerance to the glucose and hyperinsulinemia. In this study, we used a lower dose
than that reported for the hypoglycemic effect.

Food consumption indicates caloric intake, which undoubtedly is directly related to weight gain.
Although these measurements were made at the beginning of the experiment, the conditions
throughout the experiment in which animals were kept (4 rats/box), did not allow to determine the
suitable amount (g) of food consumed per day per animal. However, this aspect should be considered
in further studies with the FOS fraction to determine the impact of food intake in weight gain.

Recent studies confirm changes in plasma lipid profile, with no apparent weight gain after 10 weeks
of intermittent access to fructose solution 12.5% [21]. Body fat gain can lead to chronic changes in
leptin and insulin sensitivity, through the loss of hormonal satiety signals [22-24]. Other adverse
effects developed by the increased intake of fructose include negative effects on cardiovascular and
renal functions [25-27]. Finally, high fructose intake is in producing signs of metabolic syndrome in
adult Wistar rats [28]. The accumulation of fat and high triglyceride levels observed in rats fed with a
rich-fructose diet in the present study explains the increase in body weight. FOS fraction, as other
dietary fiber mechanisms on metabolic health, is speculated to be a result of changes in intestinal
viscosity, nutrient absorption, rate of passage, production of short chain fatty acids and production of
gut hormones [29].

We examined the inflammatory process in response to the excess of fat tissue in
HFCS-treated rats. The inflammatory profile of the HFCS-treated rats exhibited by pro-inflammatory
cytokines, suggests that this rat model is accessible and shares some similarities with the metabolic
syndrome in human beings, such as obesity, impaired glucose tolerance, hyperinsulinaemia and insulin
resistance. Several reports have shown increased TNF-a, IL-6, resistin and leptin expression in obesity,
type 2 diabetes, cardiovascular disease and metabolic syndrome [30,31].
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Among numerous cytokines, TNF-o was identified as the most important pro-inflammatory
mediator in metabolic inflammation, as this cytokine is overexpressed in the adipose tissue of rodent
models of obesity [32]. Therefore, the overproduction of TNF-a is an important feature of obesity and
metabolic inflammation, contributing significantly to insulin resistance. Another pro-inflammatory
cytokine, IL-6, is considered to cause insulin resistance in skeletal muscles and liver due to defects in
phosphorylation of insulin receptor substrate, causing a decrease in gluconeogenesis and an increase in
glycogenolysis [33—35]. Therefore, the reduction of TNF-a and IL-6 (two pro-inflammatory cytokines)
by FOS fraction treatment can be interpreted as a consequence of its beneficial anti-inflammatory effect.

IFN-y is also considered a potent pro-inflammatory cytokine that is secreted by activated lymphocytes
and is capable of inhibiting the peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPAR-y), an
important transcription nuclear factor of anti-inflammatory cytokines [36,37]. The FOS fraction could
be capable of increasing the expression of PPAR-y and decrease IFN-y; this would explain the
reduction of pro-inflammatory cytokines. Activation of these pro-inflammatory cytokines (TNF-a,
IL-1, IL-6, IL-8, IL-18 and IFN-y) generates a chronic inflammation due to a shift in the balance
between production of pro-inflammatory cytokines and the production of anti-inflammatory cytokines,
such as IL-10 and adiponectin [38,39].

In this research, the HFCS-treated rats displayed large increased TNF-a, MCP-1 and IL-1a serum
levels. On the other hand, serum protein levels of VEGF showed a decrease. All other cytokines
showed similar values to the normal group. The HFCS-treated rats have higher TNF-a, observed in
obese and type 2 diabetes patients [40]. Also, a direct relationship between elevation of TNF-a and
hyperinsulinemia has been reported [41]. IL-6% protein levels were slightly higher in HFCS rats than
in normal rats. In HFCS rats, the contribution of fat tissues to serum IL-6 levels is low, as IL-6 is also
secreted from numerous other cell types, including immune cells, fibroblasts, endothelial cells and
striated muscle cells [42]. Adipocytes contribute with 10%—-30% of total circulating IL-6 and other
cells produce the rest. Chronic inflammation in fat tissues encompasses macrophage infiltration, which
produces several adipokines that contribute to the insulin resistance in obese animals [43].

Leptin receptors belong to the cytokine class I receptor family, and several published works
have reported that there is an increased inflammatory response associated with the presence of
hyperleptinemia without obesity and that leptin is able to control TNF-a production and activation by
macrophages [44,45]. Thus, the low leptin levels observed in this work explain the anti-inflammatory
effect caused by FOS fraction in the rich-fructose-fed rats.

Several evidences have shown that chronic activation of intracellular pro-inflammatory pathways
within insulin target cells can lead to obesity-related insulin resistance. At the molecular level, the
mechanisms by which resistance is generated can be multiple and vary from one individual to another.
The most common are free fatty acids and their metabolites, TNF-a, IL-6, IL-1, macrophage migration
inhibitory factor (MIF) and hormones secreted by adipose tissue such as resistin [34,43].

Although it would be quite valuable to know if FOS fraction affects insulin levels in order to
understand the possible mechanism of hypoglycemic action, in this study, the response to insulin by
FOS fraction did not measure. Therefore, the measurement of this hormone in new studies with FOS
fraction should be considered.

FOS induces profound metabolic changes by modulating the composition and the activity of the
intestinal microbiota, generating anti-inflammatory mechanisms, and immunomodulatory effects.
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These changes may be the result of reduced hepatic exposure to intestinal products that promote the
release of TNF-a from adipose and hepatic tissue macrophages [11].

Different issues contribute to obesity and the pathogenesis of its metabolic disorders, such as
genetic, inflammatory, and environmental factors. Among them, diet is the most important one, even
though its role in obesity is more complex than a simple fat accumulation. In this regard, FOS could be
directly involved in the inhibition of the monoglycerides or nonesterified fatty acids uptake in the
small intestine, or modifying gastrointestinal functions related to fat absorption [10].

Measurements of HDL and LDL would be helpful to evaluate hypocholesterolemic effect, mainly to
establish whether the decrease observed in total cholesterol observed in the group treated with
FOS fraction correlated with increased HDL and decreased LDL. However, our study is preliminary to
determine the potential effect on dyslipidemia. In general, concentration of total cholesterol is an
important factor for expansion by chronic diseases such as obesity and hypertension, among other
risks; HDL and LDL values should nonetheless be determined in further studies.

To clarify the mechanism of the effects of FOS on obesity, our future studies will be focused on
hepatic lipid metabolism-related gene expression and quantification of anti-inflammatory cytokines
such as adiponectin and IL-1, IL-2, IL-4, IL-10, IL-13 mainly.

5. Conclusions

According to our results, FOS fraction obtained from the root of P. decompositum produces
anti-inflammatory effect and an inhibitory effect on the increase in weight, production of triglycerides
and cholesterol in obesity fructose-induced in Wistar rats. This could be explained by the fact that FOS
improves intestinal digestion, prevents accumulation of fat, and avoids the increase of inflammatory
cytokines linked to obesity. The FOS fraction may be a valuable therapeutic agent in preventing insulin
resistance, as well as the development and progression of obesity and metabolic syndrome complications.
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