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Resumen

El extracto de Garcinia gummi-gutta (GGG) es utilizado para control del peso corporal. El objetivo
de este estudio fue evaluar el efecto de un extracto de GGG en ratas alimentadas con diferentes
dietas hiperenergéticas. Con 30 ratas Wistar en obesidad (425.5+27.4 g) y 5 ratas como control-C
(p=0.01), se formaron seis grupos (n=5), tres tratamientos y tres controles (control/tratamiento) y se
les suministraron dietas hiperenergéticas (4.1kcal/g-11 semanas): altas en grasa (G, ~45%), en
azucares (A, ~50%) o en ambas (O, ~45%G, ~30%A) con o sin (CG, CA, CO) GGG (5.9%). Se
registré el consumo de alimento (CAL) y peso corporal (PC) diariamente y se cuantificé en plasma
colesterol-total (CT), HDL, triacilglicéridos (TAG), glucosa (GL) y cuerpos cetonicos (CC) en orina.
Se estimo grasa corporal total (GCT), grasa abdominal (GAT) y visceral (GVT) por DEXA y Soxhlet.
Se evalud histolégicamente higado y testiculos. Los resultados indicaron decremento en PC en
tratamientos G y O (p<0.01), particularmente en G (376.3t+45.5g), el cual presenté menor CAL
(12.0+1.2g, p<0.01). Se observd control de TAG en A (146.1+18.8mg/dL,p<0.01) y de GL en G
(103.3.0£4.8mg/dL,p=0.04). El grupo G y O mostraron menor GAT (31.4+10.0 y 38.6+0.8%,
respectivamente, p<0.01), solo G mostré menor GCT (24.9+£3.6,p=0.01) y GVT (62.9+£7.3 p=0.02).
La presencia de esteatosis hepatica fue menor en G (p<0.01) y no se evidencié dafio testicular. El
extracto de GGG tiene un efecto anti-lipogénico, regulador del apetito, peso corporal y efecto
hepatoprotector en dietas altas en grasa, este efecto varia dependiendo del tipo de dieta que se

consume.

Palabras Clave: Garcinia gummi-gutta, Garcinia cambogia, acido hidroxicitrico, obesidad, anti-
lipogénico.

Abstract

Garcinia gummi-gutta (GGG) extract is used to control body weight. The objective of study was to
evaluate the effect of GGG extract in rats fed with different hyperenergic diets. With 30 Wistar
rats with obesity (425.5+27.4g) and 5 rats as control-C (p=0.01), six groups were formed (n=5),
three treatments and three controls (control / treatment) and hyperenergic diets were provided
(4.1kcal /g-11 weeks): high in fat (G, ~ 45%), in sugars (A, ~ 50%) or in both (O, ~ 45% G, ~ 30%



A) with or without (CG, CA, CO) GGG (5.9%). Food intake (CAL) and body weight (CP) were
recorded daily and total cholesterol (CT), HDL, triacylglycerides (TAG), glucose (GL) were
guantified in plasma and ketone bodies (CC) in urine. Total body fat (GCT), abdominal fat (GAT)
and visceral fat (GVT) were estimated by DEXA and Soxhlet. The liver and testes were
histologically evaluated. The results indicated a decrease in PC in treatments G and O (p<0.01),
particularly in G (376.3+45.5g), which presented lower CAL (12.0+£1.2g,p <0.01). AAG control
was observed in A (146.1+18.8mg/dL,p<0.01) and GL in G (103.3.0£4.8mg/dL,p= 0.04). Group G
and O showed lower GAT (31.4+10.0 and 38.6+0.8%, respectively,p<0.01), only G showed lower
GCT (24.9+3.6,p=0.01) and GVT (62.9+7.3 p=0.02). The presence of hepatic steatosis was lower
in G (p <0.01) and there was no evidence of testicular damage. The GGG extract has an anti-
lipogenic effect, appetite regulator, body weight and hepatoprotective effect in high fat diets, and

this effect varies depending on the type of diet consumed.

Palabras clave: Garcinia gummi-gutta, Garcinia cambogia, hydroxycitric acid, obesity,
antilipogenic activity.
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1. INTRODUCCION

La obesidad (IMC=30 kg/m?) es uno de los retos mas importantes de salud publica en el mundo
actual (Barrera et al., 2013). Cada afio fallecen aproximadamente 3.4 millones de personas adultas
a causa de esta condicion (OMS, 2015). En México, se estima que uno de los factores que ha
llevado al aumento de esta patologia es la transicion nutricional debido a la occidentalizacién de la
dieta. La dieta occidental se caracteriza por un aumento en el consumo de alimentos procesados
(Barrera et al., 2013) con elevado contenido de grasas y azUcares. Las diferentes estrategias para
el manejo de la obesidad, como el tratamiento nutricional y el aumento de la actividad fisica no han
mostrado ser totalmente efectivos debido a la limitada adherencia de los individuos en los
tratamientos y la sensacién de hambre que provocan estos regimenes (Mattes y Bormann, 2000).

La terapia farmacoldgica, utilizada como apoyo en el tratamiento de la obesidad, ha demostrado



tener algunos efectos secundarios indeseables, como ansiedad, incontinencia y heces grasas
(esteatorrea) entre otros (Cirilo et al.,, 2011), por lo anterior, las personas tienden a utilizar
tratamientos alternativos (OMS, 2015). Al respecto, mas del 60% de la poblacién mundial hace uso
de la herbolaria como parte del tratamiento para diferentes enfermedades incluyendo la pérdida de
peso (Cirilo et al., 2011). Uno de los productos mas populares para la pérdida de peso es el
extracto de Garcinia gummi-gutta (L.) ROXB. (GGG) o Garcinia gummi-gutta (L.) N. Robson (Lim,
2012) o también conocido por su antiguo nombre cientifico G. cambogia. Garcinia es un género de
arboles o arbustos, cuyo fruto es utilizado como tratamiento herbolario para la disminucion de peso
corporal. Estas plantas se encuentran distribuidas en las zonas tropicales de Asia, Africa y
Polinesia. En México el extracto hidro-alcohdlico de GGG es consumido ampliamente en polvo
(adicionado a bebidas), en forma de capsulas y como té (De Lira et al., 2008). Se ha observado
gue su principal componente, el (-)-acido hidroxicitrico (HCA, por sus siglas en inglés) tiene un
efecto sobre el metabolismo de los lipidos debido a la inhibiciéon de la enzima ATP citrato liasa
(ACL, por sus siglas en inglés) (Jena et al., 2002). Esta propiedad funcional del extracto de GGG y
particularmente de HCA se ha utilizado como recurso para el tratamiento de la dislipidemia y de la
obesidad (Ma, Chu y Cheng, 2009). Algunos estudios han demostrado efectos hipolipemiantes de
este extracto en dietas altas en fructosa (Brandt et al., 2006) y dietas altas en grasa (Kim et al.,
2013), no obstante, los resultados son controversiales (Leonhardt y Langhans., 2002; Altiner et al.,
2012). Al momento no ha sido publicado un estudio que evalle los efectos de GGG en estos tipos
de dietas simultaneamente. Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
anti-lipogénico de un extracto de GGG sobre diferentes dietas hiperenergéticas en un modelo

murino.

2. PLANTEAMIENTO
2.1 Antecedentes

En el dltimo cuarto del siglo XX los remedios a base de plantas retomaron gran importancia,
debido fundamentalmente a los problemas de toxicidad, intolerancia y efectos secundarios de los
medicamentos de sintesis. Con la fitoterapia se ha incrementado nuevamente el empleo de las
plantas dentro de la terapéutica tradicional. México es uno de los paises de América con mayor
tradicion ancestral y riqueza en el uso de la herbolaria medicinal, donde se registran mas de 3
000 especies que se emplean en remedios naturales (Gomez, 2012). Las infusiones con las
hojas, brotes, semillas y raiz, los licores preparados con los brotes y florescencia, ungientos y
cataplasmas de plantas medicinales son algunas de las formas para aplicaciones terapéuticas.

No obstante, se estima que su consumo directamente en la dieta podria promover beneficios a la



salud, considerando una ventaja la adicion y efectos sinérgicos de todos los componentes

bioactivos presentes de la planta (Barros et al., 2009).

Diversos estudios se estan llevando a cabo para encontrar los mecanismos de accion de las
plantas y promover su utilizacién para obtener como resultado final una reduccién del peso
corporal efectiva y duradera, como es el caso de Garcinia gummi- gutta o G. cambogia, cuyo
principal componente reportado es el acido hidroxicitrico (HCA, por sus siglas en inglés) (Cirilo et
al., 2011). En México este extracto es ampliamente utilizado como principal ingrediente en
diversos productos, entre los que destacan licuados, pastillas y tés. Segln una encuesta
realizada en el 2008 sobre los ingredientes de productos alternativos de mayor consumo en
México dio como resultado que los principales componentes son el extracto de Garcinia
cambogia, el té verde, L-carnitina y linaza (De Lira et al., 2008). Por lo anterior es importante
llevar a cabo estudios de plantas con compuestos funcionales que puedan coadyuvar en

diversos tratamientos de partologias como la obesidad.

2.1.1 Garcinia gummi-gutta (G. cambogia)

Garcinia cambogia es un género de &rboles o arbustos, distribuidos en las zonas tropicales de
Asia, Africa y Polinesia. Se compone de 180 especies de las cuales 30 se encentran en India.
Garcinia es un arbol de tamafio pequefio o mediano, con una copa redondeada y ramas
horizontales o caidos; sus hojas son de color verde oscuro brillante, obovadas elipticas de 2 a 5
pulgadas de largo y 1 a 3 de ancho; sus frutos son ovoides, de 2 pulgadas de didmetro de color
amarillo o rojo cuando madura, con seis a ocho ranuras, y los frutos tienen de seis a ocho
semillas. Florece durante la temporada de calor y las frutas maduran durante la estacion lluviosa.
Las semillas de Garcinia gummi-gutta (G. cambogia), contiene 30% de (-)-HCA comestible (Jena
et al. 2002) los frutos son demasiado acidos para comerse crudos y se han usado para aliviar
dolores de reumaticos e intestinales, también se ha empleado en la medicina veterinaria como
enjuague para las enfermedades de la boca del ganado (Jena et al. 2002), ademas la corteza de

la fruta se utiliza en practicas de cocina regional (Mattes y Bormann, 2000).

De la corteza seca del fruto que es popularmente conocido como "Tamarindo Malabar" se extrae
el principal componente, el (-) &cido hidroxicitrico (HCA, por sus siglas en inglés) (Altiner et al.,
2012). Se ha observado que el (-)-HCA tiene un efecto importante en el metabolismo de los
lipidos debido a la inhibicion de la enzima ATP citrato liasa (ACL, por sus siglas en inglés) (Jena
et al. 2002). Esta enzima es citosoélica y cataliza la sintesis de acetil-CoA y oxalacetato utilizando
citrato, CoA y ATP como sustratos. La sintesis de acidos grasos depende del acetil-CoA, un

paso esencial para la sintesis de novo y colesterol. Esta funcion del (-)-HCA se ha utilizado como



estrategia para el tratamiento de la dislipidemia y la obesidad (Zhengping et al., 2009). El efecto
biologico del (-)-HCA se deriva de la inhibicion de la escisiébn extra mitocondrial del citrato a

oxalacetato y acetil-CoA.

Brandt y colaboradores (2006) realizaron un estudio en ratas en un periodo de 4 semanas en las
gue evaluaron si la administracién de (-)-HCA en una dieta alta en fructosa (50%) tenia efecto
sobre la ingesta de alimentos, el peso corporal, la acumulacion de grasa visceral y triglicéridos
en suero, los resultados obtenidos demostraron que el (-)-HCA disminuyé la ingesta de alimentos
y controlo el aumento de peso corporal, sin embargo no se encontrd diferencias en los niveles de
triglicéridos. Por otra parte, examinaron el efecto del extracto de Garcinia gummi-gutta (G.
cambogia), en una dieta con 10% de carga de sacarosa en ratones, durante 4 semanas y
observaron que el tratamiento no tuvo ningun efecto sobre el peso, grasa corporal y glucosa
plasmatica, no obstante el colesterol total y triglicéridos tuvieron un decremento significativo en
los ratones tratados con el extracto de G. cambogia. Ademas, se evidencié en este estudio, que
si bien no cambiaron los niveles de glucosa en sangre, los niveles de insulina en suero fueron
significativamente inferiores en los ratones tratados. Por lo que se sugiere que el extracto de
Garcinia gummi-gutta (G. cambogia) mejoré eficientemente el metabolismo de la glucosa en
ratones dado que la hiperinsulinemia podria iniciar la acumulacién de grasa visceral (Hayamizu
et al., 2003).

El efecto del (-)-HCA, en un sistema libre de células de higado de rata, ha demostrado una
inhibicidn de la sintesis de &cidos grasos a partir de citrato y también a partir de alanina mediante
la incorporacion de 3H20 y 14C. Se ha sugerido que el (-)-HCA disminuye significativamente la
conversion de citrato en lipidos en el higado. El (-)-HCA también tiene un efecto en la inhibicién
de la acetil CoA carboxilasa por control alostérico, lo cual inhibe en una segunda etapa la
sintesis de acidos grasos. De acuerdo a lo anterior se postula que el (-)-HCA inhibe la
lipogénesis, solo si acetil-CoA citoplasmatica se produce por reaccion de la enzima ATP citrato
liasa, sin embargo esta sintesis de acidos grasos puede llevarse a cabo si existe otra fuente de
acetil-CoA como el acetato. El acido hidroxicitrico parece afectar el metabolismo de lipidos a
través de un incremento de la oxidacién de grasa (Kriketos et al., 1999), un segundo posible
mecanismo para un efecto anorexigeno de (-)-HCA sostiene la reduccion de acetil-CoA a
malonil-CoA donde niveles deprimidos reducen la retroalimentacion negativa en carnitina
transferasa, esto produce un aumento en el transporte de lipidos a la mitocondria y la oxidacién
ineficiente con formacién de cuerpos cetonicos (Mattes y Bormann, 2000). Sin embargo, existe
poca evidencia de su eficacia al consumir dietas occidentales, altas en carbohidratos y grasas,
donde no existe privilegio metabolico de carbohidratos o grasas de manera particular (Kriketos et

al., 1999). La seguridad en el consumo del extracto de Garcinia gummi-gutta (G. cambogia) ha



indicado que la DL50 de (-)-HCA fue superior a 5g/kg de peso corporal cuando se administré por
via oral a través de la intubacion gastrica a ratas hembras albinas, no se encontr6 evidencia de
toxicidad sistémica aguda, por lo cual los productos que contienen (-)-HCA han sido

considerados como seguros (Saito et al., 2005).

2.1.2 Dietay Obesidad

En el mundo se ha producido un aumento en la ingesta de alimentos hipercal6ricos, ricos en
grasa y azucares (Barrera et al., 2013). Un factor importante es la transicién nutrimental que
experimenta México que tiene como caracteristicas una occidentalizacion de la dieta, en la cual
aumenta la biodisponibilidad de alimentos procesados que son adicionados con altas cantidades
de grasa y azlcar, se presenta un aumento en el consumo de comida rapida y aumenta la
exposicién a la publicidad sobre dichos alimentos (Barrera et al., 2013). La FAO sefiala que el
consumo total de grasa en una dieta occidental es de aproximadamente 36% (FAO, 2002). El
tipo de alimentacién que prevalece fuera de casa es alta en grasa y carbohidratos, segin una
encuesta, el 31.7% de los mexicanos consumen tacos cuando comen fuera de casa, el 18.6%
consume tortas (Campos y Mecina, 2011). El cambio en el consumo de agua por bebidas
endulzadas es un factor que contribuye al consumo excesivo de calorias en la dieta (Morales,
2010). La obesidad se ha duplicado desde 1980 y actualmente el 65% de la poblacién vive en
paises donde el sobrepeso y obesidad mata mas personas que la desnutricién. En el 2013 se
estimaron 42 millones de niflos menores de 5 afos con sobrepeso u obesidad (WHO, 2014).
Actualmente, México ocupa los primeros lugares de prevalencia mundial de obesidad en la
poblacién adulta. En 2012 las estadisticas muestran que el 71.3% de adultos de 20 afios 0 mas
presentaron obesidad, esto represent6 a 48.6 millones de personas (Barquera et al., 2013). La
magnitud de este problema ha llevado a la Organizacion Mundial de la Salud a denominar a la
obesidad como "la epidemia del siglo XXI", se estima que para el afio 2015 habra
aproximadamente 2 millones 300 mil adultos con sobrepeso, mas de 700 millones con obesidad
y mas de 42 millones de menores de cinco afios con sobrepeso. Proyecciones de la
Organizacion de las Naciones Unidas, sobre la poblacion mundial siguieren que para el 2050

podria haber 2.3 mil millones de personas con obesidad (Walpole et al., 2012).

La modificacion de la alimentacion y del estilo de vida (actividad fisica) es hoy la terapia principal
para el tratamiento de la obesidad y el sindrome metabdlico (Klein et al., 2004). Sin embargo, las
intervenciones que buscan modificar el estilo de vida, hasta ahora, no han resultado totalmente
efectivas para prevenir o tratar la obesidad, esto debido a que en muchas ocasiones el modificar
habitos en la conducta alimentaria y/o ejercicio demanda un esfuerzo en el paciente, que por lo

general, no es constante (Laguna, 2009). Los farmacos que son y han sido utilizados en el



tratamiento de la obesidad se clasifican segiin su mecanismo de accion: fArmacos anorexigenos
(adrenérgicos y serotoninérgicos), que disminuyen el apetito o aumentan la saciedad, los que
disminuyen la absorcién de nutrientes y los que aumentan el gasto energético (termogénicos)
(Galicia y Simal, 2002). Sin embargo, la eficacia y tolerancia de estos medicamentos es limitada
porque han sido bien reconocidos los efectos secundarios (Sindler, 2001). El tratamiento
quirargico, como las técnicas restrictivas y/o las malabsortivas, pueden producir pérdidas de
peso a largo plazo, pero debe reservarse solo a pacientes seleccionados que cumplan una serie
de condiciones y con un IMC de 35-40 6 superior, o si tienen complicaciones de riesgo asociadas
a la obesidad y que hayan fracasado reiteradamente en los tratamientos no quirdrgicos (Galicia 'y
Simal, 2002).Por lo que es indispensable la busqueda de alternativas que coadyuven en la
atencién de la obesidad como problema de salud publica que padece México y el mundo.

El aumento de peso y el contenido de grasa corporal ocurren cuando la ingesta de energia
supera el gasto energético. Los azlcares son ingredientes que se encuentran en muchos
alimentos y proporcionan palatabilidad a los alimentos pueden promover el consumo excesivo y
predisponer al aumento del peso corporal (CISAN, 2014). Por su parte, el exceso en el consumo
de grasa contribuye a su almacenamiento en forma de triglicéridos representada por la fuente de
energia mas concentrada del cuerpo. Los acidos grasos producen energia mediante la -
oxidacion, este proceso no es muy eficiente, por lo que son almacenados preferentemente en el
tejido adiposo. En aquellas personas que siguen dietas ricas en grasas y que presentan una
ingesta calorica excesiva, la mayor parte de los acidos grasos de la dieta se almacenan
rapidamente en el tejido adiposo resultado progresivamente en cuadros de sobrepeso u
obesidad (FAO, 2008).

El sobrepeso y la obesidad son el sexto factor principal de riesgo de defuncién en el mundo.
Cada afio fallecen alrededor 3.4 millones de personas adultas como consecuencia del sobrepeso
o la obesidad (OMS, 2014). En México, la encuesta nacional de salud y nutricion (ENSANUT)
2012 indica que en la poblacién adulta, la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad es
del 71.28% (48.6 millones de personas), esto significa que 7 de cada 10 mexicanos adultos
tienen sobrepeso u obesidad (Gutiérrez et al., 2012). Se sabe que la obesidad es un factor de
riesgo para el desarrollo de la diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares (especialmente
cardiopatias y accidentes vasculares cerebrales), hipertension arterial, dislipidemias,
enfermedades osteoarticulares y ciertos tipos de cancer, como el de mama y préstata (Astrup et
al., 2008; Clark y Brancati, 2000). Las bases sobre las que descansa el tratamiento de la
obesidad estan orientadas hacia la manipulacion de la ecuacién del equilibrio energético, en un
intento por conseguir un balance calérico negativo que conduzca a la reduccion del exceso de

grasa corporal. La instauracién de un plan de alimentacion bajo en calorias y la educacion



nutricional junto con el aumento de la actividad fisica conforman el tratamiento convencional. El
tratamiento farmacolégico es una alternativa empleada para este fin y surge como una
herramienta complementaria a la dieta, sin embargo los resultados de las diferentes estrategias
fracasan en ocasiones (Morales, 2010). La Asociacion Americana de Endocrinologia Clinica
(1998), reporté que las terapias naturales para la obesidad pueden ser benéficas pero ha sido

necesario realizar estudios para probar su seguridad y eficacia.

2.1 Hipotesis

El consumo de extracto de GGG tiene un efecto sobre el peso corporal, perfil lipidico y el apetito
de ratas obesas y este efecto se modifica en funcion del contenido de grasa y azlcares en la

dieta.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo General

Evaluar el efecto anti-lipogénico de GGG en ratas alimentadas con diferentes dietas

hiperenergéticas.

2.2.2 Objetivos Especificos

Evaluar el efecto de un extracto de GGG, adicionado a dietas hiperenergéticas con diferente
contenido de grasa y azUcar, sobre el peso corporal y el consumo de alimento en ratas obesas.

Determinar el cambio en el perfil lipidico (colesterol total, TAG y C-HDL) y glucosa sérica de cada
grupo experimental, asi como la presencia de cuerpos cetdnicos en orina.

Evaluar la presencia de esteatorrea al inicio, durante (cada dos semanas) y al final de los
tratamientos.

Estimar la masa grasa en los roedores mediante absorciometria dual de rayos X (DEXA) al
término de periodo experimental.

Cuantificar la grasa acumulada en tejido visceral e higado de los animales al término de los
tratamientos (eutanasia de animales).

Examinar la seguridad del extracto de G. gummi-gutta sobre el higado y testiculos mediante
técnicas histolégicas.



3. METODOLOGIA

3.1 Garcinia gummi-gutta. Estudio in vivo

Se utilizaron ratas albino macho de la cepa Wistar. El tamafio de la muestra fue 35 ratas, se
dividieronn en 7 grupos cada uno con 5 ratas. Dos grupos tuiveron una dieta alta en grasas; dos
grupos una dieta alta en azucares y dos grupos con una dieta combinada alta en azlcares y
grasas, ademas de un grupo control 1 con una alimentacién estandar (conforme al alimento para
roedor). El extracto de Garcinia cambogia en polvo se obtuvo directamente de un proveedor
(Xian Nate Biological Technonlogy Co., Ltd.). De acuerdo a las instrucciones del fabricante el
producto es extraido a partir del fruto (corteza) de Garcinia cambogia, el cual se limpia, seca y
corta en piezas pequefias. La extraccién se realiza mediante una mezcla de etanol/agua,
posteriormente se filtra y se recupera el etanol y por centrifugacion se separa. El extracto se
somete a pruebas cromatograficas y realiza la concentracién y secado por aspersion. Finalmente

se empaca el extracto estandarizado a 60% de (-) acido hidroxicitrico.
3.2 Induccion al modelo de obesidad e hipercolesterolemia

Todos los animales fueron sometidos a un periodo de adaptacién de 3 dias en ciclo de 12 h luz y
12 h noche y con alimentacién balanceada para roedor (en polvo). Posteriormente, se indujo a
los animales experimentales, excepto al grupo control 1, a una dieta para obesidad e
hipercolesterolemia a través de una dieta hipercalérica alta en grasa con consumo de alimento y

agua ad libitum durante 4 semanas (Moreno, 2010).
3.3 Suplementacion con extracto de Garcinia gummi-gutta (G. cambogia)

Una vez logrado el modelo de obesidad e hipercolesterolemia, se seleccionaronn aleatoriamente
5 ratas para formar dos grupos de cada uno de los tipos de dietas experimentales (2-alta en
grasa, 2-alta en carbohidratos y 2-alta en grasa y carbohidratos) y se tuvo el grupo control 1. Se
di6 una semana de adaptacion a los nuevos tipos de dieta. Posteriormente se segui6
suministrando las dietas experimentales, pero a un grupo de cada tipo de dieta se le adicion6 el
extracto de Garcinia gummi-gutta (G. cambogia) (5.9%) al alimento, dejando al segundo grupo

de cada dieta como control 2. El periodo de suplementacion consté de 12 semanas.
3.4 Apetito

El apetito fue determinado a través de la ingesta de alimento por parte de cada roedor y por

grupo experimental. La ingesta de alimento se calculé6 pesando diariamente el alimento



consumido en una bascula de laboratorio (Tor Rey®, mod. EQ-4HP) menos el alimento puesto

inicialmente, menos el peso del alimento derramado.
3.5 Peso corporal

El peso corporal de cada animal se determiné pesando a cada ejemplar diariamente, desde el
inicio y durante todo el periodo experimental. Para la determinacion del peso se utiliz6 una
bascula de laboratorio (Tor Rey®, mod. EQ-4HP).

3.6 Glucosa

La cuantificacién de niveles de glucosa en suero se realizd6 mediante el método enzimatico GOD-
POD (Spinreact®). El cual se basa en la accién de la glucosa oxidasa (GOD) que cataliza la
oxidacion de glucosa a acido gluconico. El peréxido de hidrégeno (H20:2) que se produce de esta
reaccion se detecta mediante un receptor cromogénico de oxigeno, fenol-ampirona en presencia
de peroxidasa (POD). La determinacion de glucosa se hizo cada dos semanas, al inicio, durante
y al final del tratamiento. Se obtuvé una muestra de sangre en animales con un promedio de
ayuno de 4 horas. De cada roedor se tuvo una muestra de 1 mL de sangre por puncion caudal
en un tubo con gel separador (Microtainer®,365959). Las muestras se dejaron coagular por 15
min y se centrifugaron durante 20 min a 3500 rpm (IEC, mod. HN-SII) y posteriormente se realizé
la separacion del suero en tubos Eppendorf®. Las muestras con suero se almacenaron a 4-6 °C

durante maximo 3 dias para su posterior analisis (Moreno, 2010).

Se tomé en placa 200 uL de blanco, 2 pL de solucién patrén y 2 pL de muestra y se colocaron
en una microplaca. Los reactivos y muestra se mezclaron e incubaron 10 min a 37 °C 0 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se leyé absorbancia a 505 nm del patron y la muestra
frente al blanco de reactivo. Tomando en cuenta que el color es estable en un maximo de 30

minutos. Con la absorbancia se calcularon los mg/dL de glucosa de acuerdo a la ecuacion 1.

(A Muestra—(4)blanco .
(AlPatron—(A)blance

100 (Conc. Patron) = mg/dl de glucosa en la muestra

Ecuaciéon 1

Donde A es la absorbancia. Los resultados se expresaron en mmol/L usando el factor de
conversion 0.0555*mg/dL (Spinreact, 2014).

3.7 Perfil lipidico



La determinacion del perfil lipidico se realiz6 cada dos semanas, desde el inicio hasta el final del
periodo experimental. Las determinaciones se realizaron en suero sanguineo obtenido de
muestras de sangre en animales con un promedio de 4 h de ayuno. De cada roedor se obtuvo
una muestra de 1 mL de sangre por puncidon caudal en un tubo con gel separador
(Microtainer®,365959). Las muestras se dejaron coagular por 15 min y se centrifugaron durante
20 min a 3500 rpm (IEC, mod. HN-SII) y posteriormente se realizd la separacion del suero en
tubos Eppendorf®. Las muestras con suero se almacenaron a 4-6 °C durante maximo 3 dias para

su posterior andlisis (Moreno, 2010).
3.7.1 Colesterol total

La cuantificacion de colesterol total se determiné por medio de una prueba enzimatica
colorimétrica (Liquicolor®, Stanbio). El método se basa en la utilizacién de las enzimas colesterol
esterasa (CE) y colesterol oxidasa (CO) en combinacién con un reactivo de peroxidasa/fenol-4-
antipirina de Trinder. Lacolesterol esterasa hidroliza al colesterol, de donde se obtienen el
colesterol libre y los acidos grasos, este colesterol libre se oxida en presencia de la colesterol
oxidasa para obtener como productos al colest-4-en-3-ona y peréxido de hidrégeno. Cuando el
fenol se acopla oxidativamente con 4-amiofenazona en presencia de peroxidasa, a pH bésico, se
obtiene quinoneimina, un cromégeno con absorcién maxima a 500 nm. La intensidad de color del

cromdgeno es proporcional a la concentracion total de colesterol.

Para la determinacion se tomo en placa 200 pL de reactivo blanco (RB), 2 uL de estandar (S) y 2
ML de muestra. Posteriormente se incubo todas las muestras a 37 °C por 5 min o 10 min a
temperatura ambiente. La lectura en se realizara a 500 nm, estdndar contra muestra. Los

resultados se obtendran mediante la Ecuacion 2.
.. Az .,
Colesterol total sérico = ﬁx 200 Ecuacion 2

donde Au y As son las absorbancias de la muestra y del estandar respectivamente y 200 es la

concentracién del estandar (mg/dL).
3.7.2 Triglicéridos

La cuantificaciobn de triglicéridos se realiz6 mediante una prueba cuantitativa-colorimétrica
enzimatica (Liquicolor®-Stanbio). El método se basa en una hidrolisis de los triglicéridos por
accion enzimatica generando glicerol y acidos grasos. El glicerol se fosforila por el adenosin-5’-

trifosfato (ATP) para producir glicerol-3 fosfato (G-3-P), esta reaccion es catalizada por la



glicerol-cinasa (GK). El G-3-P es oxidado por la glicerolfosfato oxidasa (GPO) generando
dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peroxido de hidrégeno. Los perdxidos reaccionan con 4-
aminoantipirina y 4-clorofenol bajo la influencia catalitica de la peroxidasa para formar un

cromdgeno quinoneimina rojo.

Para la determinacién se tomé en placa 200 pL de reactivo blanco (RB), 2 uL de estandar (S) y 2
pL de muestra. Posteriormente se incubo todas las muestras a 37 °C por 5 min o 10 min a
temperatura ambiente. La lectura en se realiz6 a 500 nm antes de 60 min. Los resultados se
obtuvieron mediante la Ecuacion 3.

, , e m Am .,
Triglicéridos en suero [d—fj = %200 Ecuacion 3
&g

donde Am y Ae son las absorbancias de la muestra y del estandar respectivamente y 200 es la
concentracion del estandar (mg/dL).

3.7.3 Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Se determiné por medio del método directo de cuantificacion de lipoproteinas de alta densidad
(Liquicolor®, Stanbio). El fundamento se basa en la precipitacion donde se acoplan el acido
polivinil sulfénico (PVS) y polietilenglicol-metil éter (PEGME). La LDL, VLDL y quilomicrones
(CM) reaccionan con el PVS y PEGME que ocasionan que estén disponibles para reaccionar con
la colesterol oxidasa (CHOD) y con la colesterol esterasa (CHER). Las enzimas reaccionan
selectivamente con HDL para producir peroxido de hidrogeno el cual es detectado por medio de
la reaccién Trinder (STANBIO, 2011). Para la determinacion de HDL se utilizaron como reactivos
buffer HDL directo (R1) y enzima HDL directa (colesterol esterasa, colesterol oxidasa,
peroxidasa, 4 aminoantipirina, detergente) (R2). La muestra de suero se analizé mediante
espectrofotometria, tomando 2 pyL de muestra, 150 pL del reactivo R1, luego de 5 min se
afiadieron 50 pL del reactivo R2. La medicion de la absorbancia se hizo a 600 nm. Los
resultados se convertieron a unidades internacionales de mmol/L mediante la Ecuacion 4
(STANBIO, 2011).

mg/dL x 0.02586 = mmol/L Colesterol HDL Ecuacion 4
3.7.4 Colesterol no-HDL

Se determiné a partir del colesterol total y las lipoproteinas de alta densidad (HDL-C) mediante la
ecuacion 5 (Sanchez y Bastida, 2008).



Colesterol no-HDL= Colesterol total — Colesterol HDL Ecuacién 5

El resultado obtenido corresponde a la fracciéon LDL y VLDL como factor de riesgo aterogénico

3.8 Cuerpos cetdnicos

Para la determinacion de cuerpos ceténicos se recolectd la orina de los roedores en un tubos
Falcon® se realiz6 la determinacion al inicio y durante el ensayo dos veces por semana. La
determinacion se realizé mediante el método de tiras reactivas (Combur °Test® UX cobas). El
método se basa en el principio de la prueba de Legal, en donde el acido acetoacético y la
acetona reaccionan con nitroprusiato sédico formandose un color violeta. El reactivo contiene
157.2 ug de nitroprusiato de sodio. Para la realizacion de la prueba se mezcl6 una muestra de
orina y se sumergira la tira reactiva, después se seco el exceso y se inserté en un analizador
durante 60 s. Una vez que el analizador acepta la tira de ensayo, ésta se mide por fotometria de

reflectancia. Se obtuvo el color violeta producido por los cuerpos ceténicos (Roche, 2010).

3.9 Esteatorrea

Se recolectaron muestras de heces cada dos semanas, durante el periodo experimental. La
grasa en heces se cuantific6 por el método de Soxhlet a partir de una muestra seca y
pulverizada, realizando la extraccidon con hexano. El porcentaje de la sustancia grasa se obtiene
en base a la diferencia entre el peso del matraz a peso constante previo y el peso del mismo
posterior a la extraccion. Primero se pes6 de 5 a 10 g de la muestra homogeneizada, seca y
pulverizada y se colocd en un cartucho de celulosa conectado al tubo de destilacion. En un
matraz de bola a peso constante, conteniendo perlas de ebullicién, se adicionaron 150 mL de
hexano y posteriormente se colocaron sobre las placas calefactoras. Se dej6 a reflujo constante
durante 5 horas. Una vez terminado el proceso se recuperoé el solvente por destilacién simple en
un rotavapor. El hexano residual se eliminé por evaporacién en estufa a 105 °C durante 15 min;
el matraz se dej6 enfriar en el desecador y luego se pesé en una balanza analitica (Cruz et al.,

2008). El contenido de grasa total se obtuvo mediante la Ecuacion 6.

Mg—Ms

m

UaGrasa = =100 Ecuacién 6

Donde Mg es el peso del matraz con grasa, Ms es el peso del matraz a peso constante y m es el

peso de la muestra.



3.10 Masa grasa mediante DEXA

Para determinar la masa grasa se utilizé el método de absorciometria dual de rayos X (DEXA,
por sus siglas en inglés). Se tomd una muestra de 3 roedores de cada grupo en estudio. La
exploraciéon se realizé con el instrumento Hologic QDR 2000W, con un modulo disefiado para
pequefios animales con un software (version 5.7 C). Se llevd a cabo una calibracion del sistema
mediante el uso de un acrilico al inicio de cada sesion de digitalizacion para roedor. Cada rata se
inmovilizé con una mezcla de anestesia administrada por via intraperitoneal. Se medié el peso
corporal de la rata a 0.1 g. Después la rata se coloc6d cuidadosamente en la plataforma de
atenuador en posicién de prono o supina alineando correctamente el cuerpo. Las extremidades
delanteras y traseras de la rata se colocaron perpendicularmente al eje largo del cuerpo durante
la exploracién en decubito prono. La cola se posicioné en una curva hacia la cabeza de manera
gue se situara a 10 cm del cuerpo y se encierra en el area de escaneado. Las posiciones prono y
supino se realizaron por triplicado para cada rata. La rata se pes6 inmediatamente después de

cada ciclo y se colocé de nuevo para el siguiente ciclo (Lukaski et al., 2001).

3.11 Grasa abdominal, visceral y hepatica.

El ultimo dia del periodo experimental se procedi6 a realizar el sacrificio de los animales, para
extraer el higado, la grasa visceral y la grasa abdominal. Para la extraccién de la grasa se coloco
al animal en posicion dorso-ventral sobre una plancha, se levanté la piel con una pinza, se abrié
el abdomen siguiendo el plano sagital y se extrajé el depdsito de grasa subcutdnea abdominal.
Para extraer la grasa visceral se separd la grasa alrededor del epididimo, alrededor de los
rifiones (Lemonnier, 1972). En el caso del higado, éste se extrajé ubicandolo en la cara caudal
del diafragma extendiéndose a ambos lados del plano mediano desde el arco costal derecho
hasta el izquierdo. Las muestras de tejido se lavaron con solucion salina al 0.85%, se eliminé el
exceso de solucion y se mantuvo a -20 °C hasta el momento de su analisis. Para la
cuantificacion de grasa, cada muestra fue homogenizada y secada a 105 °C durante 24 h. La
extraccion de grasa se realiz6 mediante el procedimiento de Soxhlet, realizando la extraccién
con hexano (Brandt et al., 2006).

3.12 Anédlisis de Datos

Para conocer las diferencias entre grupos en relacién al consumo de alimento, peso corporal,
perfil lipidico, glucosa y cuerpos cetonicos, los datos se analizaron mediante la prueba de
Levene y ANOVA de una via con comparaciones multiples de Fisher. La prueba t-student para

varianzas desiguales se aplic6 en el caso de significancia en la prueba de Levene.



Adicionalmente para analizar el efecto del consumo de alimento sobre las variables sefialadas se
realizé un analisis de covarianza con suma de cuadrados tipo lll y comparaciones multiples de
Fisher de las medias ajustadas por las variables. Para los datos histopalégicos se utilizé la
prueba de Kruskall-Wallis y Mann-Whitney U. Para el analisis se utiliz6 el programa estadistico
XLSTAT 2015.6.01 (Addinsoft, Paris Francia). El nivel de significancia en el analisis de p<0.05.

Los resultados son presentados en medias + desviacion estandar (DE).

4. RESULTADOS

4.1 Modelo de obesidad

La gran homologia entre los genomas de roedores y humanos (~ 85%) hacen que estos
animales sean una herramienta importante para el estudio de las condiciones que afectan a los
humanos y que pueden ser simulados en roedores, tales como la obesidad (Bergman et al.,
2006; Von Diemen et al., 2006; Kim et al., 2008).

Una alimentacion hiperenergética alta en grasa y colesterol (5.2 kcal/g, 61.2% lipidos, 1%
colesterol) durante 5 semanas resulté en el desarrollo de obesidad (p=0.006) en los animales

(OH) en comparacion al grupo control (Figura 1).
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Figura 1. Evolucion de peso corporal en el modelo de obesidad (OH) durante 5 semanas de
tratamiento. C-control y OH-modelo de obesidad, S-semana. Valores medios + DE. *Diferencia
significativa a p<0.05.



Los analisis de los resultados de peso corporal indicaron que la administracién de una dieta con
un aporte de 61.2% de energia proveniente de lipidos, logré en el grupo OH un incremento de
peso corporal significativo desde la primera semana comparado con el control (C) (F(1,32)=8.66,
p=0.006). En la quinta semana el grupo OH alcanzé un peso de 425 + 27.3 g con un percentil
>97 clasificado como obesidad, mientras que el grupo C alimentado con una dieta estandar (AIN-
93M) logré un peso de 374.6 + 22.3 g el cual es considerado un estado eutréfico con un percentil
25-50 (Cossio et al., 2013).

Por otra parte se observé que la ingesta de alimento disminuy6 significativamente en el grupo
OH a partir de la primera semana (F(1,32)=37.25, p<0.001) para finalizar la quinta semana con
una ingesta de 14.6 £ 2.2 g en comparacién con el grupo control (C) con una ingesta final de
18.7 £ 2.3 g (F(1,32)=15.37, p=0.001) (Figura 2).
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Figura 2. Consumo de alimento en el modelo de obesidad. C-control y OH-modelo de obesidad,
S-semana. Valores medios + DE. *Diferencia significativa a p<0.05.

En relacion a los niveles séricos de colesterol total se mostraron significativamente mas altos en
el grupo OH en la cuarta (t=42.27, p=0.017) y quinta semana (F(1,33)=6.78, p=0.001) (Figura 3),
sin embargo los datos obtenidos en el presente estudio muestran que las ratas tuvieron una
fuerte capacidad para mantener los niveles de colesterol sérico siendo resistentes al desarrollo

de hipercolesterolemia.
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Figura 1. Evolucion del colesterol total en suero en el modelo de obesidad (OH) durante cinco
semanas de tratamiento. S- semanas, linea punteada -grupo control (C), linea continua -modelo
OH. Valores medios * DE. *Diferencia significativa p<0.05.

4.2 Consumo de alimento

La ingesta inicial (semana 1) entre los grupos controles y experimentales (CG, G, CA, A, COy O)
fue igual, solo el grupo C tuvo una ingesta superior manteniéndose asi durante todo el periodo
experimental (F(6,27)=5.32, p=0.001) La Figura 4 muestra el consumo de alimento una vez
concluidas las 11 semanas de tratamiento con el extracto de GGG. Se observé una disminucién
en el consumo de alimento en los grupos experimentales G, A, O, con respecto a su control (CG,
CA, CO, respectivamente). Los grupos control no mostraron diferencias entre si.
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Figura 4. Consumo de alimento en dietas hiperenergéticas suplementadas con un extracto de
GGG. C-dieta control, CG-dieta control alta en grasa, G-dieta alta en grasa con extracto de GGG,
CA-dieta control alta en azucares, A-dieta alta en azUcares con extracto de GGG, CO-dieta
control alta en grasa y azucares, O-dieta alta en grasa y azUcares con extracto de GGG. Valores
medios + DE. ""Diferencia significativa p<0.05.



El grupo G consumié 19% menos alimento (12.0 + 1.2 g/dia) en comparacion con su grupo
control (CG) (14.8 £ 0.9 g/dia) siendo este grupo en el que se observd mayor reduccion de
consumo (F(6,27)=9.11, p=0.001). El grupo A tuvo un consumo final (13.8 + 0.8 g/dia) 11.5%
menor que su control (CA) (15.6 + 2.3 g) (p=0.026) y finalmente O tuvo un consumo de alimento
(13.8 £ 0.2 g/dia) 6.5% menor en comparacién con su control (CO) (4.6 = 1.0 g/dia) pero esta
diferencia entre grupos no fue significativa (p=0.383). Con respecto a la dieta occidental (O) no
se observé una disminucién en el consumo de alimento, no obstante, en comparacion con su

control (CO), el grupo O no incrementd su consumo de alimento (Figura 5).

Diferencia en alimento consumido (g)

4.0 Grupos

Figura 5. Diferencia de consumo de alimento entre el inicio y final del periodo experimental con
GGG. C-dieta control, CG-dieta control alta en grasa, G-dieta alta en grasa con extracto de GGG,
CA-dieta control alta en azlcares, A-dieta alta en azlcares con extracto de GGG, CO-dieta
control alta en grasa y azlcares, O-dieta alta en grasa y azlcares con extracto de GGG.

4.3 Peso corporal

Los resultados muestran que los grupos a los que se les administrd el extracto de GGG tuvieron
un peso menor después de 11 semanas de tratamiento El grupo que mostr6 una mayor
diferencia con respecto a su grupo control, fue el alimentado con una dieta alta en grasa (G)
(376.3 £ 45.6 g), el cual mostrd un peso corporal 22% menor con respecto a su control (480.42 +
30.8 g) (F(6,27)=6.74, p<0.001), seguido por el grupo con una dieta alta en azucar (A), (416.6 £
30.1 g) el cual fue 14% inferior con respecto a CA (483.3 £ 45.5 g) (p=0.005), mientras que el
grupo con dieta occidental (O) tuvo un (414.45 + 22.9 g) tuvo un 12% menos que CO (473.1 £
35.9 g) (p=0.019). Cabe mencionar que los grupos controles (CG, CA y CO) concluyeron el
periodo experimental con un peso corporal sin diferencias entre ellos (p>0.05), confirmando la
naturaleza isoenergética entre las dietas y cuya Unica diferencia fue la distribucion de
macronutrientes. Por otro lado, el grupo control (C) tuvo un peso final de 455.8 + 23.5 g
manteniéndose por debajo de los grupos CG, CA y CO, sin embargo, no mostré diferencia

significativa (p>0.05) con respecto a éstos. Para observar el efecto del consumo de alimento



sobre el peso corporal se realizé un analisis de covarianza. La diferencia de peso corporal de G
con respecto a su control (CG) se confirmd una vez ajustadas las medias por consumo de
alimento (p=0.010), se observéd diferencia significativa en O con respecto a CO (p=0.029)
mientras que el grupo A con respecto a CA solo mostré una tendencia a la significancia en la
diferencia de peso corporal (p=0.062). El consumo de alimento y la dieta suministrada aportan
informacion significativa al efecto sobre el peso corporal, siendo la dieta suministrada la variable
mas influyente (p=0.005) (Figura 6). El extracto de GGG mostr6 un efecto diferencial entre las
dietas hiperenergéticas y no sdélo impidi6 el aumento de peso al mismo ritmo que los grupos

controles, sino que particularmente en G y O disminuyé el peso corporal con el que iniciaron.
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Figura 6. Peso corporal de ratas alimentadas con dietas hiperenergéticas suplementadas con un
extracto de GGG. C-dieta control, CG-dieta control alta en grasa, G-dieta alta en grasa con
extracto de GGG, CA-dieta control alta en azlcares, A-dieta alta en azlcares con extracto de
GGG, CO-dieta control alta en grasa y azucares, O-dieta alta en grasa y azlcares con extracto
de GGG. C. Valores de medios + DE. ""Diferencia significativa p<0.05.

4.4 Glucosa

Los resultados de glucosa plasmatica se presentan en el Cuadro I. Se observé un decremento
en los niveles de glucosa, principalmente en aquellos roedores alimentados con una dieta alta en
grasa (G) con una disminucion del 15% con respecto a su grupo control (CG) (F(6,27)=4.48,
p=0.042). Los grupos A y O no mostraron diferencias significativas en comparacion con sus
controles (CA y CO, respectivamente), aunque el grupo A mostré un decremento del 10% hacia
el final del periodo experimental, mientras que el grupo O se mantuvo igual desde el inicio hasta
el final (106.0 + 11.3 mg/dL y 108.34 + 8.0 mg/d, respectivamente). Cabe mencionar que los
grupos controles presentaron una leve disminucion de glucosa en suero, lo cual podria deberse
al cambio hacia las dietas experimentales, sin embargo, entre ellos no hubo diferencias

significativas (p=0.107).



Cuadro |. Perfil bioquimico de ratas alimentadas en diferentes tratamientos con extracto de

GGG*,
Grupo GL CT TAG C-HDL CcC
C 103.3 +8.3% 126.7 + 18.7 248.6 + 65.4* 429+ 7.3 3.5+1.8%
CG 121.1 +16.6° 116.6 + 15.7 1447 £12.13° 33.6+6.7% 7.1+£2.2°
G 103.3 +4.8% 117.3+10.4 142.01 + 10.6° 28.6 £3.1° 21+£0.7%
CA 118.7 £ 6.1% 128.8 +12.0 208.1 + 39.6% 35.8+5.0° 6.9+4.1°
A 122.8 +18.0° 121.6+13.0 146.1 +18.8° 32.9+ 4.3 3.5+1.8%
CO 116.6 + 19.9% 1152+ 7.1 151.5+17.8° 342+6.0 7.2+35°
0 108.3 + 8.0% 115.3+5.9 136.96 + 7.8° 27.1+18° 4.2+ 1.4%®

*Determinacion en suero y plasma. GL-glucosa (mg/dL), CT-colesterol total (mg/dL), TG-triacilglicéridos
(mg/dL), C-HDL-colesterol HDL (mg/dL), CC-cuerpos ceténicos en orina (mg/dL). C-dieta control, CG-
dieta control alta en grasa, G-dieta alta en grasa con extracto de GGG, CA-dieta control alta en azlcares, A-
dieta alta en azlcares con extracto de GGG, CO-dieta control alta en grasa y azlcares, O-dieta alta en grasa
y azUcares con extracto de GGG. Valores medios + DE. Letras diferentes indican diferencia significativa
p<0.05.

Por otra parte, el andlisis considerando el efecto del consumo de alimento indicé que la variable
mas influyente en el modelo es la dieta suministrada y dado que el consumo de alimento no
suministra informacion significativa al modelo (p=0.736), este efecto no se considera relevante
en la cuantificacién de glucosa de los grupos. La media reportada por ANOVA (Cuadro 4) aporta

la mayor informacion.

4.5 Perfil lipidico

La suplementacion con el extracto de GGG en diferentes dietas hiperenergéticas se mostré sin
cambios estadisticamente significativos en el colesterol total (F(6,27)=0.94, p=0.483) (Cuadro I).
Todos los grupos mostraron un pequefio decremento no significativo en sus niveles de CT en
suero de la etapa inicial a la final, excepto el control el cual tuvo un incremento (109.4 + 15.5
mg/dL inicial). Sin embargo, este pequefio cambio puede ser atribuible al cambio de dieta
experimental, la cual no contenia una administracion de colesterol en comparacion con la dieta
del modelo OH y no a un efecto del extracto de GGG. En cuanto a los niveles de C-HDL en
suero y plasma (Cuadro 4) entre los diferentes tipos de dietas, las diferencias observadas entre
tratamientos y controles no fueron estadisticamente significativas (CG-G p=0.145, CA-A=0.391,
CO-0 p=0.057). Unicamente el grupo control (C) mantuvo elevados los niveles de C-HDL en
comparacion con los tratamientos (F(6,27)=4.49, p=0.003). En cuanto a los niveles en suero de
TAG (Cuadro 1), el grupo control (C) presento la mayor concentracion desde el inicio del periodo
experimental (242.9 + 65.3 mg/dL) y estos niveles se mantuvieron hasta el final. Esta
caracteristica puede atribuirse al tipo de dieta normal para roedores, la cual tiene un alto

contenido de carbohidratos complejos (62 % almidon, AIN-93). Al final del periodo de



administracion del extracto de GGG se observo una diferencia significativa del 30 % en los
niveles de TAG en el grupo A con respecto a su control (CA) (F(5,23)=7.75, p<0.0001). Los otros
grupos (G y O) y sus controles (CG y CO) se mantuvieron practicamente estables desde el inicio
hasta el final del periodo (p=0.222). El analisis considerando el efecto del consumo de alimento
como covariante confirmé estos resultados e indicé que la variable mas influyente en el modelo
es la dieta suministrada y dado que el consumo de alimento no suministra informacién
significativa al modelo (p=0.658) por lo que este efecto no se considera relevante en la
cuantificacion de TAG de los grupos.

4.6 Cuerpos cetonicos en orina

Los resultados mostraron que todos los grupos tratamientos presentaron menor concentracion
de cuerpos cetdnicos en orina (<5mg/dL) en comparacion con sus controles respectivos y similar
al grupo C, siendo significativo para G y A (F(6,27)=3.57, p=0.010) y con tendencia a la
significancia en O (p=0.082) (Cuadro I). El grupo G tuvo un 70% menos presencia de cuerpos
ceténicos en orina comparado con CG, el grupo A presentd 69.5% menos CC que CA y
finalmente O tuvo 58% menos CC que CO. Sin embargo, el andlisis ajustando por consumo de
alimento indic6 que tanto el tipo de dieta (p=0.008) como el consumo de alimento (p=0.033) tiene
un efecto significativo en la excrecién de CC por orina, siendo la variable de mayor influencia la
dieta suministrada. Este andlisis confirmd que el grupo C y los tratamientos (G, A, O) fueron
iguales y presentaron menos de 5 mg/dL de CC (p=0.221, p=0.143 y p=0.084, respectivamente)
pero los grupos G, A y O no fueron significativamente diferentes con respecto a sus controles
(CG, CA, CO, respectivamente).

4.7 Esteatorrea

Los resultados de la presencia de esteatorrea en heces no muestran diferencia significativa entre
los tratamientos y sus controles, Unicamente con respecto al grupo C con dieta estandar
(F6,28)=7.458, p<0.001) (Cuadro IlI). No obstante, se observé una tendencia al aumento de
grasa en heces en los grupos tratados con el extracto de GGG. El grupo G comparado con su
control tuvo un 20% mas de grasa en heces (p=0.06), que el grupo A tuvo un 29.4% maés que su
control (CA) (p=0.07) y el grupo O un 9.5% mas que CO (p=0.36).

4.8 Composicion corporal: Masa grasa

Los resultados se muestran en el Cuadro Il. En grasa corporal total (GCT), solo el grupo G tuvo

menor tejido adiposo en comparacion con su control (CG) (t=4.56, p=0.010), mientras que Ay O



no tuvieron diferencia (p=0.975 y p=0.175, respectivamente). En grasa abdominal (GAT), el
grupo G tuvo 20% y O 10.7% menos grasa en comparacion con sus controles (CG y CO,

respectivamente) (F(6,14)=4.64, p=0.008), mientras A no mostré diferencias con CA.

Cuadro Il. Composicion corporal grasa de los diferentes tratamientos.

Grupo GCT (%) GAT(%) GMU (%) GVT (%) GH (%) GHc (%)

C 35.1+2.3? 42.9 + 3.4%¢ 275+2.9® 68.3 + 1.6 59+0.9 1.0+0.42
CG 40.0+4.42 51.7+3.8° 329+ 7.22 75.3+1.6° 155+5.7° 2.0 £ 0.5
G 249+ 3.6 31.4 +10.0¢ 20.9+2.2° 629+ 7.3? 8.7 £2.5% 24+0.3°
CA 318+6.1% 42.3 + 3.4%¢ 26.2+4.3® 68.8 + 3.3% 10.5+4.9% 1.7 +0.2"
A 31.6+7.7® 42.2 £ 6.8 26.0 + 6.5® 65.8 + 7.8%® 9.3+4.8% 2.2+0.5°
CO 376=*6.1° 49.3 £ 4.9% 31.2+5.1° 70.9 + 1.2 12.1 + 4.6% 21+0.3°
0] 31.7+£27® 38.6 £ 0.8% 26.0 £1.2% 65.3 £ 6.1%® 9.1+3.1%» 2.3+0.5

GCT-grasa corporal total, GAT-grasa abdominal total, GMU-grasa en muslos, GH-grasa hepética (peso
himedo). GHc. grasa en heces (peso seco). C-dieta control, CG-dieta control alta en grasa, G-dieta alta en
grasa con extracto de GGG, CA-dieta control alta en azucares, A-dieta alta en azlcares con extracto de
GGG, CO-dieta control alta en grasa y azUcares, O-dieta alta en grasa y azlcares con extracto de GGG. C.
Valores medios + DE. Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05).

Respecto a la grasa acumulada en el area de muslos (GMU) Unicamente se observé diferencia
significativa en G con relacion a su control (CG) (F=(6,14)=2.10, p=0.007). El grupo O tuvo 5.2%
menos grasa en esta area con respeto a su control (CO) pero esta diferencia no fue significativa
(Figura 7). El andlisis ajustando las medias de GCT, GAT y GMU por covarianza con el consumo
de alimento indic6 que la influencia de la variable no es significativa al modelo (p=0.935, p=0.712
y p=0.685, respectivamente) y la variable més influyente es la dieta suministrada, por lo que los
valores medios mostrados mediante ANOVA aportan la mayor informacion (Cuadro Il y Figura 7).
En relacion a la grasa visceral total (GVT) (Cuadro Il), el extracto de GGG redujo
significativamente el porcentaje de GVT en el grupo G con una diferencia de 12.4% con respecto
a CG (tvd=3.70, p=0.018), mientras que en los grupos A y O no se observo diferencia (p=0.461y
p= 0.160, respectivamente). Cabe mencionar que se realizé una correlacion entre los resultados
obtenidos por extraccién de grasa visceral extraida por el método de Soxhlet y el porcentaje de
grasa abdominal (RI, L2 y L5) obtenido por el método de DEXA, el método de Soxhlet se
correlacion6 significativamente con el método de DEXA (r=0.79, p<0.0001). Nuevamente el
analisis covariante ajustando las medias de GVT por consumo de alimento indic6 que esta
variable no aporta informacion significativa al modelo (p=0.517), siendo la dieta suministrada la

variable mas influyente y confirmando los resultados obtenidos.
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Figura 7. Composicién corporal grasa en los diferentes tratamientos con extracto de GGG
mediante DEXA. C-dieta control, CG-dieta control alta en grasa, G-dieta alta en grasa con
extracto de GGG, CA-dieta control alta en azlcares, A-dieta alta en azlcares con extracto de
GGG, CO-dieta control alta en grasa y azucares, O-dieta alta en grasa y azlcares con extracto
de GGG. Valores expresados en medias + DE. **Diferencia significativa comparando grupo
experimental y grupo control (p<0.05).

4.9 Grasa Hepatica

Los resultados de acumulaciéon de grasa en higado (peso humedo, PH) se muestran en el
Cuadro Il. El grupo G tuvo un 43.9 % menos grasa que su control (CG) (F(6,27)=2.69 p=0.014),
mostrando una acumulacién grasa igual que C (p=0.286). Por su parte, el grupo A presentd un
11.4% vy el grupo O un 24.8 % menos grasa que su control (CA y CO, respectivamente), pero
estas diferencias no fueron significativas (p=0.656 y p=0.287). El andlisis ajustando las medias
de GH por consumo de alimento mostré6 que esta variable aporta informacion significativa al
modelo (p=0.026) y también la dieta suministrada (p=0.013) siendo esta Ultima la mas influyente.
Este analisis confirmd la diferencia en GH entre CG y G (p=0.001) y la igualdad entre los demas

grupos con sus respectivos controles (p>0.05).

4.10 Analisis de higado y testiculos

Los resultados del analisis histopatolégico en higado indican que el extracto de GGG tuvo un
efecto importante evitando el desarrollo de esteatosis en una dieta alta en grasa (G), (U=290.0,
p=0.005), (Figura 8 y 9). En los grupos tratados con dietas alta en azlicar (CA y A) y dieta
occidental (CO y O) no presentaron diferencia significativa con respecto a su control (p=0.710,

p=0.684 respectivamente).
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Figura 8. Esteatosis hepatica. Grado de lesién: 0 -nula, 1 —leve, 2 -moderada. C-dieta control,
CG-dieta control alta en grasa, G-dieta alta en grasa con extracto de GGG, CA-dieta control alta
en azucares, A-dieta alta en azlcares con extracto de GGG, CO-dieta control alta en grasa y
azlcares, O-dieta alta en grasa y azucares con extracto de GGG. *Diferencia significativa
p<0.05.

Figura 9. Esteatosis hepética 1) C-dieta control, 2) GC-dieta control alta en grasa, 3) G-dieta alto
en grasa con extracto de GGG (HE 40x).

Un andlisis de frecuencia (Figura 10), indicé que el grupo alimentado con una dieta alta en grasa
con (G) tuvo mayor incidencia de ratas sin lesion, en comparacion con el grupo control (CG), en
el cual se presentaron lesiones leves (+), moderadas (++) y severas (+++) (p<0.001). Por otra
parte, en una dieta alta en azlGcares se mantuvo constante la frecuencia de ratas sin lesion, pero
aumenté la severidad de la lesion, y finalmente en la dieta O se mantuvo la frecuencia de ratas

sin lesion y se identifico el desarrollo de esteatosis leve.
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Figura 10. Frecuencia de esteatosis hepética. Grado de esteatosis: 0 —nula,1- leve, 2-
moderada, 3-severa.C-dieta control, CG-dieta control alta en grasa, G-dieta alta en grasa con
extracto de GGG, CA-dieta control alta en azlcares, A-dieta alta en azlcares con extracto de
GGG, CO-dieta control alta en grasa y azlcares, O-dieta alta en grasa y azlcares con extracto

de GGG.

En este estudio, los resultados no indicaron la presencia de fibrosis hepatica en los grupos

experimentales y controles (K=4.74, p=0.577), lo que demuestra que el extracto de GGG no

promueve este tipo de lesion, mientras que en inflamacién todos los grupos, incluido C presentaron

una inflamacion leve (K=3.85, p=0.696) (Cuadro lll), no indicando signos de hepatotoxicidad.

Cuadro lll. Inflamacién Hepatica

Grupo Presencia Grado
C + Leve
CG + Leve
G + Leve
CO + Leve
0] + Leve
CA + Leve
A + Leve

Inflamacion: leve (+), moderada (++) y severa (+++).C-dieta control, CG-dieta control alta
en grasa, G-dieta alta en grasa con extracto de GGG, CA-dieta control alta en azucares, A-
dieta alta en azUcares con extracto de GGG, CO-dieta control alta en grasa y azlcares, O-
dieta alta en grasa y azUcares con extracto de GGG.



El examen histopatoldgico testicular (Cuadro 1V) mostré que no hubo diferencia significativa en la
presencia de espermatides (K=1.90, p=0.928), el grado de degeneracién hidréopica (K=0.77,
p=0.933) y la presencia de edema (K=2.42, p=0.877) entre grupos controles y experimentales

Cuadro IV. Examen histopatoldgico testicular

Grupo Espermatides DH Edema
C + + +
CG + + +
G + + +
co + + -
o] + + -
CA + + -
A + + -

DH-degeneracion hidrépica: leve (+), moderada (++) y severa (+++). C-dieta control, CG-
dieta control alta en grasa, G-dieta alta en grasa con extracto de GGG, CA-dieta control alta
en azlcares, A-dieta alta en azlcares con extracto de GGG, CO-dieta control alta en grasa y
azUcares, O-dieta alta en grasa y azUcares con extracto de GGG.

5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio se considera que el extracto de GGG
a una dosis de 5.9 % (con un estimado de 2.8 % de HCA) en deferentes dietas hiperenergéticas

administradas a ratas durante 11 semanas:

e Reduce el apetito en una dieta alta en grasa (G) y alta en azucar (A).

e Promueve la disminucién de peso corporal en dietas con alto contenido de grasa (G) y mixtas
©).

e Disminuye los niveles de glucosa plasmatica en dietas alta en grasa (G) y controla los niveles
de TAG en dietas altas en azlcar (A).

e Reduce la grasa corporal total, abdominal, en muslos y visceral en una dieta alta en grasa
(G), y la grasa abdominal en una dieta occidental (O).

e El consumo del extracto evitd el desarrollo de esteatosis en higado en una dieta alta en grasa
(G) y no mostré indicadores de toxicidad o atrofia testicular en ningan tratamiento.

Por lo anterior, se prueba la hipétesis de que el extracto del fruto GGG tiene un efecto anti-
lipégenico, de regulacion en el consumo de alimento, peso corporal, normoglucémico y
hepatoprotector en dietas hiperenergéticas y estos efectos varian dependiendo del tipo de dieta

gue se consume.
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