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1. RESUMEN

El nimero de personas cuyo nivel de colesterol en sangre excede de los
niveles normales se ha incrementado considerablemente en los ultimos afios. Las
enfermedades cardiovasculares se consideran como la primera causa de muerte,
la Organizacion Mundial de la Salud reporta que 3.8 millones de hombres y 3.4
millones de mujeres mueren cada afio en todo el mundo debido a enfermedades
cardiovasculares. A pesar de los tratamientos existentes es una problematica que
ha ido en aumento, por eso nos propusimos con este estudio evaluar el efecto
hipocolesterolémico de plantas reportadas en la herbolaria tradicional, para que
sean utilizadas en combinacion con una dieta adecuada como una alternativa en
el tratamiento de ésta enfermedad. Las plantas utilizadas fueron Eryngium
heterophyllum y las hojas de Olea europaea, Taraxacum officinale y Cnidoscolus
chayamansa. Se obtuvieron extractos etandlico y metandlico por agitacion
durante 4 dias a temperatura ambiente y acuoso mediante la técnica de infusion,
después de evaporados los solventes organicos y liofilizado el extracto acuoso, se
pesaron para determinar el rendimiento. En total se obtuvieron 12 extractos los
cuales fueron evaluados mediante el Ensayo de Letalidad en Artemia salina
(BSLA) resultando solamente toxico el extracto metandlico de O. europaea con
una DLsp < 100 pg/mL. En el ensayo de la actividad hipocolesterolémica in vivo
se administraron los extractos crudos disueltos en agua o en una solucion tween
80/solucion salina a dos dosis 50 y 100 mg/Kg de peso a ratones
hipercolesterolémicos, esto se hizo durante 5 dias, al término de este periodo se
mantuvieron en ayuno de 12 horas; posteriormente se obtuvieron muestras de
sangre para determinar colesterol en suero. De los resultados obtenidos solamente
los extractos acuosos de E. heterophyllum a 100 mg/kg y de C. chayamansa a 50
y 100 mg/kg mostraron una reduccion del colesterol de 20.7, 279 y 31.1 %
respectivamente cuando se les comparé con el control hipercolesterolémico. Por
consiguiente estos dos extractos se evaluaron en un modelo in vitro utilizando
células Vero para determinar si la disminucion del colesterol se realiza de la
misma manera que los farmacos estatinas, es decir inhibiendo a la enzima HMG-
CoA reductasa; encontrando que en el extracto acuoso de C. chayamansa la
disminucion del colesterol no es por este mecanismo y con el extracto acuoso de
E. heterophyllum podemos concluir que el mecanismo es similar al de los
farmacos mencionados. Los resultados de las reacciones quimicas para la
deteccidn de metabolitos secundarios sugieren la presencia de los siguientes tipos
de compuestos en los extractos: alcaloides en los tres extractos de T. officinale,
en el acuoso de E. heterophyllum, en el acuoso y etanolico de C. chayamansa y
en el acuoso de Olea europaea, cumarinas solamente en el extracto acuoso y
metanolico de E. heterophyllum, esteroles en el extracto etandlico y metandlico
de T. officinale y en el metandlico de O. europaea, oxhidrilos fenolicos en todos
los extractos excepto el etandlico y metandlico de E. heterophyllum y acuoso de
C. chayamansa, cabe mencionar que todos estos metabolitos han sido reportados
con esta actividad para otras plantas.



1.1 Abstract

The number of people whose blood cholesterol level exceeds normal levels has
increased considerably in recent years. Cardiovascular diseases are considered
the leading cause of death; the World Health Organization reports that 3.8 million
men and 3.4 million women die each year worldwide due to cardiovascular
disease. Although existing treatments is a problem that has been growing, so we
proposed this study to evaluate the hypocholesterolemic effect of plants reported
in traditional herbal medicine, to be used in combination with a proper diet as an
alternative in the treatment of the disease. The plants used were Eryngium
heterophyllum and leaves of Olea europaea, Taraxacum officinale and
Cnidoscolus chayamansa. Extracts were obtained from ethanol and methanol by
stirring for 4 days at room temperature and aqueous using the technique of
infusion, after the organic solvents evaporated and freeze-dried aqueous extract,
were weighed to determine performance. In total, got 12 extracts were evaluated
by lethal tests in Artemia salina (BSLA) resulting toxic only the methanol extract
of O. europaea with an LDsy <100 pg / mL. In testing the in vivo
hypocholesterolemic activity of crude extracts were administered dissolved in
water or tween 80/saline solution, two doses, 50 and 100 mg / kg were tested in
hypercholesterolemic mice, this was done for 5 days, after of this period were
kept fasting for 12 hours thereafter blood samples were obtained to determine
serum cholesterol. From the results obtained only the aqueous extracts of E.
heterophyllum to 100 mg / kg and C. chayamansa at 50 and 100 mg / kg showed
a cholesterol reduction of 20.7, 27.9 and 31.1% respectively when compared with
the hypercholesterolemic control. Therefore these two extracts were evaluated in
an in vitro model using Vero cells to determine if the decrease of cholesterol
performed in the same way that statin drugs, that is inhibiting the enzyme HMG-
CoA reductase; finding that in the aqueous extract of C. chayamansa lowering
cholesterol is by this mechanism and with the aqueous extract of E.
heterophyllum we conclude that the mechanism is similar to the aforementioned
drugs. The results of chemical reactions for the detection of secondary
metabolites suggest the presence of the following types of compounds in the
extracts: alkaloids in all three extracts of T. officinale, in the aqueous E.
heterophyllum in the aqueous and ethanolic C. chayamansa and the aqueous Olea
europaea, coumarins only in the aqueous and methanol extract of E.
heterophyllum, sterols in ethanol and methanol extract of T. officinale and
methanolic of O. europaea, phenolic hydroxyl in all extracts except ethanolic and
methanolic extracts from E. heterophyllum and aqueous from C. chayamansa
worth mentioning that all these metabolites have been reported with this activity
to other plants.



2. INTRODUCCION

La fitoterapia es la utilizacién de plantas o partes de ellas con fines terapéuticos y
ha sido utilizada por los animales y el propio hombre desde la prehistoria. De hecho
la mayor parte de los farmacos actuales estan basados en los principios activos de las
plantas.

Se denomina principio activo a toda sustancia dotada de actividad farmacoldgica,
estos suelen ser metabolitos secundarios de la planta, es decir, que no son
fundamentales para ella (suele tratarse de sustancias de reserva, productos para
repeler o atraer a los insectos para la polinizacion).

Todo vegetal provisto de principios activos con una actividad farmacoldgica que
puede ser aprovechada desde el punto de vista terapéutico, es considerado como una
planta medicinal (DSalud, 2006).

Desde tiempos remotos es conocido que las plantas presentan propiedades
curativas para una infinidad de padecimientos, y aunque pareciera que la curacion a
base de plantas ha pasado a la historia, ésta sigue siendo una importante fuente de
salud en zonas rurales, especialmente en paises en desarrollo como México.

Por otro lado, el aumento de hierberias y comercios que expenden este tipo de
productos en las zonas urbanas nos hace preguntarnos si en realidad esta forma
tradicional de curacion estd pasando a la historia. Mas del 60 % de la poblacion
mundial sigue en nuestros dias dependiendo de esta forma de recuperacion de la

salud (Gonzalez, 1998).



De los farmacos oficiales de patente que se expenden actualmente, cerca del 50 %
proviene de productos vegetales, el resto lo constituyen productos sintéticos
(Gonzalez, 1998). Sin embargo, de muchas de las plantas solo se tiene un
conocimiento empirico por lo que su estudio contribuye grandemente al
conocimiento de su mecanismo de accion asi como también a especificar si el
beneficio atribuido es real.

La enfermedad coronaria continda siendo la principal causa de muerte en los
paises desarrollados, la reduccion de la concentracion de LDL-colesterol es la
estrategia primaria para disminuir el riesgo de enfermedad coronaria.

Las estatinas son farmacos que proporcionan una terapia efectiva para disminuir
el colesterol y son ampliamente utilizadas, pero son caras y causan efectos
secundarios, por esto se busca una estrategia en las cuales se recomiende la ingesta
de algunos componentes especificos de las plantas que son agentes efectivos en la
disminucion del colesterol (Carr et al.,2005).

La organizacion mundial de la salud reporta que 3.8 millones de hombres y 3.4
millones de mujeres mueren cada afio en todo el mundo debido a enfermedades
coronarias (Bose et al., 2007).

Dado que ésta es una problematica que ha ido en aumento a pesar de los
tratamientos oficiales ya establecidos, propusimos con este estudio evaluar la
actividad hipocolesterolémica de plantas reportadas en la herbolaria tradicional, para
que sean utilizadas en combinacion con una dieta adecuada como una alternativa en

el tratamiento de ésta enfermedad.



3. HIPOTESIS

Los extractos de Taraxacum officinale, Eryngium heterophyllum, Cnidoscolus

chayamansa y Olea europaea, presentan actividad hipocolesterolémica.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
» Determinar in vivo e in vitro la actividad hipocolesterolémica de extractos
obtenidos de Taraxacum officinale, Eryngium heterophyllum, Cnidoscolus
chayamansa y Olea europaea, reportadas en la literatura etnobotanica con

esta actividad.

4.2 Obijetivos particulares

» Obtener extractos acuosos, etanolicos y metandlicos de las plantas en estudio.

» Determinar la toxicidad de los extractos sobre Artemia salina.

» Evaluar la efectividad de los extractos para disminuir el colesterol en ratones
BALB/c machos (in vivo).

» Determinar la efectividad de los extractos para inhibir la HMG-CoA
reductasa en células Vero (in vitro).

» ldentificar parcialmente los grupos funcionales y metabolitos secundarios por

medio de reacciones quimicas especificas de los extractos.



5. ANTECEDENTES

5.1 Colesterol

Es el lipido natural mas conocido, su notoriedad es debida a la fuerte correlacion
entre sus niveles elevados en sangre y la incidencia de enfermedades
cardiovasculares en el ser humano. Es una molécula esencial en muchos animales,
incluido el hombre, pero no es necesario en la dieta de los mamiferos porque todas
las células pueden sintetizarlo a partir de precursores sencillos (DSalud, 2006;

Nelson et al., 2005).

Fig. 1 Colesterol

El colesterol es un compuesto aliciclico cuya estructura comprende:
» El nacleo del ciclopentanoperhidrofenantreno, con sus 4 anillos fusionados
» Un solo grupo hidroxilo en la posicion C-3

» Un centro insaturado entre los &tomos de carbono 5y 6



» Una cadena hidrocarbonada ramificada de ocho carbonos y unida al anillo D
en la posicién 17
» Un grupo metilo (designado C-19) unido a la posicion 10 y otro grupo metilo
(designado C-18) unido la posicién 13.

El colesterol es un lipido, muy poco soluble en agua: a 25 °C, el limite de solubilidad
es de aproximadamente 0.2 mg/100 mL. Su concentracion en el plasma de los
individuos sanos es normalmente de 150 a 200 mg/100 mL. La elevada solubilidad
del colesterol en la sangre se debe a la presencia de las lipoproteinas plasmaticas, que
tienen la capacidad de fijar y por lo tanto solubilizar, grandes cantidades de
colesterol. De hecho, solo aproximadamente un 30 % del colesterol plasmatico total
se encuentra libre, aproximadamente un 70 % del colesterol de las lipoproteinas
plasmaticas se encuentra en forma de ésteres del colesterol, en los que algun acido
graso de cadena larga, normalmente linoléico, se halla unido mediante un enlace
éster al grupo OH del carbono-3 del anillo A. La presencia del residuo de acido graso
de cadena larga incrementa la hidrofobicidad del colesterol (Campbell et al., 2004).

Ademas, es un esterol representativo y un componente de la estructura de las
membranas de todas las células de mamiferos asi como la sustancia principal del
cerebro y de las células nerviosas (Sang-Woo et al., 2003). También se encuentra en
altas concentraciones en las glandulas suprarrenales y en el higado; es necesario para
el crecimiento y la viabilidad de los organismos superiores. El colesterol es un
intermediario clave en la biosintesis de un numero importante de esteroides,
incluyendo los acidos biliares, hormonas adrenocorticales y hormonas sexuales
(estrogenos, testosterona y progesterona); su participacion en la fertilidad humana

esta en estudio (Mahan et al., 1998; Phil-Sun et al., 2006).



5.1.1 Sintesis del colesterol

El primer paso es la formacion de isopentenilpirofosfato a partir de acetil-CoA.
Este conjunto de reacciones se inician con la formacién de 3-hidroxi-3-metilglutaril-
Co-A a partir de Acetil-CoA vy acetoacetil-CoA. Uno de los destinos del 3-hidroxi-3-
metilglutaril-Co-A (HMG-CoA) es la reduccion a mevalonato, la sintesis de éste

ultimo es la etapa limitante en la formacion de colesterol, (Fig. 2).

ZNADPH 2Z2NADP+

0, C—CHz™ =CH~C—SCoA T -02C—CH§,—‘(IZ—CH§—C-0H

H3 HMG-CoA reductasa CH,
HMG-CoA Mevalonato

Fig. 2 Reaccion limitante en la sintesis del colesterol

La enzima que cataliza este paso irreversible, la 3-hidroxi-3-metilglutaril-Co-A
reductasa, es un importante punto de control en la biosintesis de colesterol.

El mevalonato posteriormente se convierte en isopentenilpirofosfato y éste a su
vez en escualeno y por Ultimo en colesterol. La cascada de reacciones se muestra a

continuacidén (Bioquimic, 2002; Nelson et al., 2005).
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» Fosforilacion del mevalonato 5-fosfato
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» Descarboxilacion del 3-fosfomevalonato 5-pirofosfato
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» Isomerizacion del isopentil pirofosfato
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» Condensacion de 3,3-dimetilalil pirofosfato (5C) e isopentil pirofosfato (5C)
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» Transformacion del lanosterol en colesterol, a través de diversos
intermediarios, entre los que destacan el zimosterol y el 7-deshidrocolesterol
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Cerca del 70 % del colesterol total en los individuos es de origen enddgeno, de
manera que una forma efectiva de disminuir los niveles de colesterol plasmatico es
inhibiendo la sintesis del mismo por un bloqueo selectivo de esta ruta biosintética,
(Menéndez et al., 2001). Los inhibidores de la HMG-CoA reductasa tales como
lovastatina, simvastatina, pravastatina, fluvastatina y atorvastatina han sido
introducidos como una nueva clase de medicamentos y han tenido una profunda

influencia sobre los lipidos plasméticos (Chang et al., 2001).

5.1.2 Transporte del colesterol (lipoproteinas)

Las lipoproteinas son particulas esféricas con los lipidos menos polares, como
triglicéridos y ésteres del colesteril contenidos en el centro hidréfobo; los lipidos méas
polares, como los fosfolipidos y el colesterol libre, forman una monocapa superficial
junto con las apolipoproteinas anfipaticas. Cada lipoproteina contiene una o0 mas
apolipoproteinas, que proporcionan estabilidad estructural, sirven como ligandos
para receptores celulares que determinan el destino metabolico de particulas
individuales, o actian como cofactores para enzimas comprendidas en el

metabolismo de las lipoproteinas. En la tabla I se enlistan las diferentes clases de
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lipoproteinas, que difieren entre si en cuanto a la densidad y composicion de lipidos
(Nelson et al., 2005). El contenido de apolipoproteinas se enlista en la tabla 11 (Gotto
et al., 2000).

Cada lipoproteina puede considerarse que posee una participacion en el transporte
de lipidos sintetizados de manera endogena o en el transporte de lipidos exdgenos.
Las lipoproteinas que contienen apoB-100 (de muy baja densidad, de densidad
intermedia, de baja densidad) transportan lipidos enddgenos desde el higado hacia
los tejidos no hepaticos, en tanto que los quilomicrones transportan lipidos de la dieta
desde el intestino hacia el tejido periférico y hepatico. Las lipoproteinas que
contienen apoA (de alta densidad) ayudan a la transferencia de lipidos entre
lipoproteinas y ayudan a transportar el colesterol de regreso al higado desde los

tejidos perifericos (Hardman et al., 1996).

Tabla I Propiedades de las principales clases de lipoproteinas plasmaticas humanas

Quilomicrones VLDL LDL HDL
Densidad (g/ml) <0.95 0.950-1.006 | 1.019-1.063 | 1.063-1.210
Proteinas 2 8 22 40-55
Triacilgliceroles 86 55 6 4
Colesterol libre 2 7 8 4
Esteres del 3 12 42 12-20
colesterol
Fosfolipidos 7 18 22 25-30




Tabla Il Contenido de apolipoproteinas asociado a las lipoproteinas

APO Lipoproteina Sitio de Funcion
asociada sintesis principal
Hidado Activador de LCAT,
A-l HDL intgstin1o transporte en reversa del
colesterol
B-48 Quilomicrones Intestino S_ecreC|on de quilomicrones,
ligando de receptores
E-2,4 8%‘:_0 T/IErE())rlies Higado Ligando de receptores
. Ligando de receptores,
B-100 VLDL, IDL, LDL [Higado secrecion de VLDL
C-1,Cll 3%':_0 r(]/lﬁr[())rlles Higado Cofactor de LCAT

5.2 Aterosclerosis

La arteriosclerosis (Fig. 3), término creado por Lobstein en 1829, comprende
cualquier lesion que afecte a las arterias, como son la aterosclerosis, el ateroma y la
arteriosclerosis.

La aterosclerosis fue definida por la OMS en el afio de 1957 como una afeccién
caracterizada por la asociacion variable de formaciones en la intima de las arterias
grandes y medianas, que consisten en una acumulacion focal de lipidos, gldcidos
complejos, sangre y productos sanguineos, tejido fibroso y depdsitos calcareos, todo
ello acompariado de modificaciones de la media (Cervera et al., 1999).

Refiriéndose a estos términos (arteriosclerosis y aterosclerosis) Balaguer Vintro
dice: actualmente se aceptan como sinonimos para la enfermedad arterial, y el
nombre de ateroma para cada lesion concreta. La principal complicacion de la

aterosclerosis es esencialmente la insuficiencia circulatoria, debida a un




estrechamiento de la luz arterial o también a que la circulacion se hace mas lenta, lo
que es debido a menudo a fendbmenos como la trombosis, que obstaculiza la luz
arterial; en la aorta pueden producirse aneurismas y hemorragias (Mahan et al.,

1998).

Desgarramiento de la pared arterial

I Macrofago
Depodsitos de colesterol
Glébulo rojo

Célula macréfago espuma

Depositos de grasa

Fig. 3 Aterosclerosis

Las enfermedades aterosclerosas son desde hace muchos afios el principal flagelo
epidémico que enfrentan los paises desarrollados y de crecimiento medio como
México, los cambios patoldgicos son de muy lenta evolucidn, pues comienzan en la
nifiez y pubertad, no dan lugar a sintomas durante largos afios y en general se
manifiestan después de los 40 afios. Las complicaciones finales de la enfermedad dan
lugar a catastrofes clinicas como el infarto del miocardio, el evento cerebro-vascular;
condiciones mortales o incapacitantes que afectan a muchos individuos en las etapas
mas productivas de la vida.

Conforme aumenta la prevalencia de los factores etiopatogénicos en una

comunidad, no sblo se observa un mayor nimero de personas con estos



padecimientos sino también una mayor proporcion de pacientes jovenes. En los
paises industrializados y a medida que el nivel de vida ha ido aumentando, se ha
podido comprobar un incremento considerable en la mortalidad por padecimientos
cardiovasculares debida principalmente a la lesion de las arterias coronarias.

Asimismo, se ha visto que la mortalidad es mucho mas elevada en algunos paises,
como el Reino Unido y Estados Unidos, de ahi que la excesiva cantidad de colesterol
de la dieta necesita ser reducida, ya que la minima cantidad que el cuerpo necesita es
elaborada por el mismo (Sang-Woo et al., 2003 ; Carr et al., 2005).

En la tabla Il se muestran las principales causas de mortalidad, en México las
enfermedades cardiovasculares se han consolidado como la primera causa de muerte
(INEGI, 2006) y es una problematica que ha incrementado a pesar de los

tratamientos oficiales establecidos.

Tabla Il Principales causas de mortalidad en México.

Orden de Clave Lista
Importancia Causas Mexicana Defunciones

TOTAL [01-E59] 18,655 a/

1 ENFERMEDADES DEL CORAZON b/ [26-29] 3,831
Enfermedades isquémicas del corazén [28] 2,821

2 TUMORES MALIGNOS [08-15] 2,831
De la trdquea, de los bronquios y del pulmén [10B] 424
De la mama [11D] 238
Del higado y de las vias biliares intrahepaticas [09F] 198
DIABETES MELLITUS [20D] 2,375
ENFERMEDADES CEREBROVASCULARES [30] 1,207

[ E49-E53, ES7-
5 ACCIDENTES E58] 1,207

5.2.1 Causas de la aterosclerosis
La enfermedad cardiovascular es una enfermedad compleja y multifactorial, los
estudios epidemioldgicos han demostrado que existen varias causas, entre las que

destacan:



e Causas genéticas, como son las enfermedades del metabolismo lipidico y la
capacidad de defensa de la pared de la arteria entre otras

e Patologias en las que la aterosclerosis es frecuente, como la diabetes,
hipertension, obesidad y otras.

e Factores ligados al medio y al modus vivendi , como el sedentarismo y el
estrés.

e El tabaquismo tiene un especial relieve como factor de riesgo

e Concentraciones elevadas de colesterol y (quiza) triglicéridos en sangre

e Factores dietéticos; existen dos factores causantes del desarrollo de la
aterosclerosis
a).- El aumento de colesterol, que es un factor aterogénico provocado por el
aumento de &cidos grasos saturados
b).- La disminucion de los factores protectores: acidos grasos poliinsaturados,
de la serie n-6 (linoléico), y los acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3
(linolénico), los &cidos grasos monoinsaturados, la fibra dietética y los

antioxidantes ( Cervera et al.,1999 ; Rahman et al., 2006; Lau ,2006).

5.3 Tratamiento para hipercolesterolemia

5.3.1 Farmacos de patente

Una vez que se ha determinado que la hipercolesterolemia se debe a incrementos
de lipoproteinas de baja densidad-colesterol, se intenta disminuir las cifras de éstas
ultimas mediante la modificacion del régimen nutricional con dieta baja en grasas y
acidos grasos saturados y rica en fibra (Saravanan et al.,, 2007). Si las
concentraciones de lipoproteinas de baja densidad-colesterol permanecen arriba de

130 mg/dL después de tres meses de dietoterapia, se instituye farmacoterapia.



Dado que la actividad de los receptores hepaticos de lipoproteinas de baja
densidad por lo general, es el principal factor que controla las concentraciones
plasmaticas de éstas ultimas, el objetivo del tratamiento es alcanzar la expresion
méaxima de actividad de dichos receptores. Tanto el colesterol como las grasas
saturadas en la dieta suprimen la actividad de receptores hepaticos de lipoproteinas
de baja densidad. El principio de la dietoterapia es reducir el consumo de alimentos
que contengan colesterol y grasas.

En la mayoria de los pacientes, ha de considerarse farmacoterapia después de un
intento de tres meses con dieta o0 quiza luego de seis meses cuando se nota progreso
de la disminucion de lipoproteina de baja densidad-colesterol si no hay otros factores
de riesgo. Un adulto joven o de edad media que ha consumido una dieta con
reduccion de colesterol durante tres meses y aun tiene cifras de lipoproteinas de baja
densidad-colesterol de mas de 190 mg/dL, es idéneo para recibir farmacoterapia
(Hardman et al., 1996).

Los individuos con ateropatia coronaria o aquellos con otros factores de riesgo y
concentraciones de lipoproteina de baja densidad-colesterol de méas de 160 mg/dL
son idoneos para farmacoterapia.

En la actualidad se dispone de varias opciones para tratar la hipercolesterolemia.
Los farmacos que suelen usarse con objeto de disminuir las cifras de lipoproteinas de
baja densidad comprenden secuestradores de &cidos biliares, acido nicotinico
(niacina), fibratos e inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima-A
reductasa. Estos ultimos inhibidores se han denominado estatinas o vastatinas y son

los farmacos mas eficaces disponibles (Liu et al., 2002).



Fig. 4. 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa

5.3.1.1. Inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa

La creacion de inhibidores competitivos especificos de la enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A reductasa, que cataliza el paso limitador de la tasa en
biosintesis del colesterol, marcé un avance sensacional en la habilidad para disminuir
con eficacia las cifras de lipoproteina de baja densidad-colesterol. En la actualidad,
se dispone de cuatro inhibidores de este tipo: la mevastatina la cual fue aislada de
cultivos de Penicillium, més tarde se aisl6 la lovastatina un analogo, en cultivos de
Aspergillus, que solo diferia por la presencia de un grupo metilo, ademas se cuenta

con la sinvastatina, pravastatina y fluvastatina.

HO

Lovastatina Pravastatina

Fig. 5 Inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa




Estos farmacos bloguean la sintesis de colesterol en higado al inhibir de manera
competitiva la actividad de dicha enzima, ademas todas las estatinas son bastante
eficaces para reducir las cifras de lipoproteinas de baja densidad un 25-45 % de una

manera dependiente de la dosis.

5.3.1.2 Efectos adversos e interacciones farmacolégicas

Como grupo, las estatinas parecen tener un registro sobresaliente de aceptacion
por parte de los enfermos, hasta la fecha, no parece haber diferencias importantes en
cuanto a efectos adversos entre distintas estatinas. Los efectos adversos de mayor
importancia comprenden miopatias e incrementos de las transaminasas hepaticas, en
sujetos que ademas ingieren &cido nicotinico y fibratos puede haber insuficiencia
renal y su uso esta restringido durante el embarazo (Hardman et al., 1996).

Sin embargo, algunos pacientes no pueden tolerar los efectos adversos de esos
farmacos y por lo tanto se requiere de investigacion continua para la busqueda de
nuevos productos, para eso es necesario el estudio de las plantas las cuales pueden
ser una buena opcion como substituto de los farmacos (Xie et al., 2007; Kouri et al.,

2007).

5.4 Plantas con actividad hipocolesterolémica

En 1995, Pakdee y colaboradores estudiaron las galactomananas extraidas de la
semilla de Leucaena leucocephala encontrando una disminucién significativa sobre
el colesterol sérico y la concentracion de colesterol total del higado en ratas.

En otros estudios se ha probado el extracto de cascara de la nuez, S. anacardium,

en conejos alimentados con dietas ricas en colesterol y se ha visto que este extracto



fue eficiente en la reduccion de colesterol sérico (-73.3 %) y en el LDL-colesterol (-
80 %), indicando que su uso puede prevenir los ateromas (Sharma et al., 1995).

Saraswathi y colaboradores en 1997, probaron plantas nativas de la India para
medir el efecto de ellas sobre la cristalizacion del colesterol, ya que una de las
calcificaciones menos deseables en el humano es el depdsito mineral en las placas de
colesterol, siendo éste deposito, cristales de colesterol monhidratado. Ellos
encontraron que los extractos tuvieron un efecto inhibitorio sobre la cristalizacion en
el orden siguiente: Commiphora mughul > Aegle marmelecos > Cynoden dactylon >
Musa paradisiaca > Polygala javana > Alpina officinarum > Solanum trilobatum >
Enicostemma lyssopifolium.

Entre las propiedades que se le atribuyen al ajo (Alium sativum) estd la de
disminuir el colesterol siempre y cuando se utilice con una dieta baja en grasas y
colesterol, como lo demuestran los estudios realizados por Spigelski y colaboradores
en el afio 2001 en Canada.

Los estudios realizados en Egipto por Ismail y colaboradores en 1997, han
demostrado que el ajo y el ginseng son Utiles para incrementar significativamente el
HDL-colesterol, mientras que las pectinas carecen de ésta actividad.

Kojuri y colaboradores en el 2007, estudiaron que cuando administraron tabletas
de ajo conteniendo 400 mg de ajo y 1 mg de alicina dos veces al dia en pacientes se
logré la disminucién del colesterol total y de LDL-colesterol y aumentd la
concentracion de lipoproteinas de alta densidad

Se ha asociado el consumo de leguminosas con la disminucion del colesterol, el
estudio de las leguminosas se ha realizado en ratas alimentadas con una dieta alta en

colesterol y se han obtenido resultados favorables en los cuales se logré una



disminucion del 50 % del colesterol total y una reduccion del 70 % en los
triglicéridos (Zulet et al., 1995).

En humanos, mediante estudios se ha determinado si las leguminosas son
realmente Utiles para éste propdsito y se ha observado que en efecto, el colesterol
sérico es reducido significantemente asi como también la excrecion del mismo
(Duane et al., 1997).

En América Latina, especialmente en Brasil, Rosa y colaboradores en 1998
probaron el uso de Phaseolus vulgaris en ratas hipercolesterolémicas notando que la
reduccidén no fue significativa en relacion con el control.

Otros estudios realizados por Wang en 1999 y su grupo de trabajo, han
demostrado que entre los derivados de plantas con actividad hipocolesterolémica
estan el B-caroteno, licopeno, cicloartenol, B-sitosterol, sitostanol, saponinas,
proteina de soya, indoles, mevinolina (un inhibidor de la B-hidroxi-pB-metilglutaril
Co-A reductasa) y polisacaridos.

En 1999 en Italia Galati y colaboradores probaron el efecto hipolipidémico del
tallo de Salvadora pérsica en ratas hipercolesterolémicas encontrando una
disminucion de los niveles de colesterol y LDL plasmaticos cuando administraron el
tratamiento por 30 dias.

Piyachaturawat y Charoenpiboonsin en 1999, observaron que los extractos de
Curcuma comosa Roxb. en hamsteres hipercolesterolémicos bajaban el colesterol
plasmatico e incrementaban el colesterol hepatico sugiriendo que los extractos de
esta planta ejercen accidn hipolipidémica acelerando la movilizacion de los lipidos
hacia el higado el cual subsecuentemente incrementa la excrecion de colesterol via

bilis.



En el 2000 Dwivedi y colaboradores estudiaron el efecto de 4 plantas medicinales
sobre la modificacion de factores de riesgo coronario, encontrando que las plantas
bajo estudio, Terminalia arjuna, Emblica officinalis, Ocimum sanctum y Withania
somnifera (todas ellas de la India) mostraron una reduccién importante en los niveles
de colesterol sanguineo entre otros factores que adicionalmente se midieron, cabe
mencionar que éste estudio se hizo en humanos.

Abe et. al. en el afio 2000, mediante estudios concluyeron que los ésteres gallolil
obtenidos de Rhei rizoma, tienen un potente efecto inhibitorio de la enzima escualeno
epoxidasa, la cual es limitante en la biogénesis del colesterol.

Asimismo en Alemania en el mismo afo, Berrada y colaboradores aportaron la
evidencia experimental de que el aceite de Argania sideroxylon administrado a ratas
indujo hipocolesterolemia y restauro la presion sanguinea.

En la India en el afio 2002, Subbiah y colaboradores probaron el efecto de la
planta conocida como “Justicia” la cual crece en la region de Karnataka, encontrando
que el extracto de la misma disminuyd el colesterol celular y la concentracion de
ésteres colesteril.

Los estudios realizados por Timothy y colaboradores han evidenciado la utilidad
del sorgo para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, ellos usaron el
extracto hexanico obtenido de granos de sorgo el cual es rico en compuestos
fendlicos, esteroles y policosanoles. Cuando alimentaron hamsteres con una dieta
suplementada con el extracto durante 3 semanas, los resultados demostraron una
disminucion de las lipoproteinas de baja densidad asi como también del colesterol
hepatico (Carr et.al., 2005).

La fibra soluble presente en los cereales como la avena ha sido objeto de estudio

por parte de investigadores, los estudios de Naumann ha demostrado que el R-



glucano obtenido de la fibra de la avena e incorporado a bebidas de frutas es efectivo
para disminuir las concentraciones de colesterol sérico reduciendo la absorcion del
mismo Yy favoreciendo su excrecién (Naumann et al., 2006).

Se ha asociado el consumo de alimentos que contienen antioxidantes con la
disminucion en los niveles de colesterol, tal es el caso del Kiwi, (Jung et al., 2005)
Tomate (Hsu et al., 2008; Bose et al., 2007) y pistache (Tohoku et al., 2007) los
cuales son de interés ya que evitan la oxidacion de las lipoproteinas y con ello el
depdsito de las mismas en las arterias evitando asi la ateropatia coronaria, ademas en
el caso del pistache se obtiene una elevacion de las lipoproteinas de alta densidad

consideradas como colesterol bueno.

5.4.1 Plantas que actuan sobre enzimas de la biosintesis del colesterol

Algunos de los estudios mencionados se han realizado in vivo utilizando ratas,
conejos, hamsteres o incluso el mismo hombre. Otros se han efectuado in vitro
midiendo la actividad de enzimas como la escualeno epoxidasa, la cual esta
involucrada en la biogénesis del colesterol (Abe et al., 2000).

Choi y colaboradores estudiaron el efecto de un compuesto fendlico (acido
clorogénico) obtenido de Prunnus mume sobre la inhibicion de la enzima escualeno
sintasa, una enzima involucrada en la biosintesis del colesterol, encontrando que el
acido clorogénico en efecto inhibe la actividad de la enzima y que puede ser un
potencial agente terapéutico para la hipercolesterolemia (Sun-Wong et al.,2007).

La formacion de mevalonato a partir de 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A
(HMG-CoA) es una reaccion catalizada por la enzima HMG-CoA reductasa, debido
a que el mevalonato constituye el metabolito clave en la biosintesis del colesterol, la

inhibicion de la HMG-CoA reductasa es el principal paso regulatorio de esta ruta



metabolica, la inhibicion de los pasos posteriores causa la acumulacion de esteroles y
esto origina efectos adversos (Wéchtershduser et al., 2001; Menéndez et al., 2001).
Menéndez y colaboradores estudiaron el efecto de policosanoles sobre la actividad de
ésta enzima encontrando que a dosis de 50 pg/mL se observé un marcado efecto
sobre la inhibicién de la HMG-CoA reductasa en cultivo de fibroblastos (Menéndez
etal., 2001).

El extracto etandlico de las hojas de Anana comosus, una planta nativa de china,
ha demostrado ser un efectivo agente natural hipolipemiante ya que ejerce accion
sobre la actividad de la HMG-Co-A reductasa disminuyendo de un 20-49 % su
actividad (Wiedong et al., 2007).

En el 2001, Chang y colaboradores midieron in vitro el efecto inhibitorio de
derivados de taninos sobre la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa
(HMG-CoA), una enzima limitante de la biosintesis del colesterol, utilizando para su
estudio células Vero las cuales provienen de rifibn de mono verde africano. Los
extractos crudos de Curcuma zedoaria y Poncirus trifoliata dos plantas utilizadas en
la medicina tradicional China han mostrado ser efectivas en la disminucion del
colesterol mediante la inhibicion de la enzima HMG-CoA reductasa cuando se
probaron en un cultivo de células Vero (Ju-Chiu-Lu et al., 2002).

De las flores de Pueraria thunbergiana se han aislado dos compuestos los cuales
demostraron ser potentes inhibidores de la HMG-CoA cuando se administraron en
forma oral a ratones hiperlipidémicos (Sung-Won et al., 2007).

De Guatteria gaumeri, una planta nativa de Yucatan México se ha aislado un
compuesto conocido como o-asarona el cual ha demostrado tener gran influencia
sobre el LDL-colesterol sin afectar las HDL, de tal manera que la relacion LDL/HDL

fue disminuido en un 74 % cuando se administré a ratas hipercolesterolémicas y



ademas se determin6 que el efecto hipolipemiante se debié a la inhibicion de la

enzima 3-hidroximetil-glutaril-Co-A reductasa (Rodriguez-Paéz et al., 2003).

5.4.2 Descripcion de las plantas utilizadas en este estudio

De la gran diversidad de plantas reportadas para el tratamiento del colesterol, en
nuestro Pais existen muchas que aun no tienen un soporte cientifico (INI, 1994), de
ahi que en la presente investigacion se pretenda estudiar algunas de las plantas
reportadas con actividad hipocolesterolémica y para ello se han elegido las

siguientes:



Diente de Ledn

Nombre cientifico: Taraxacum
officinale Weber

Familia: Compositae

Nombres comunes: diente de leon,
achicoria amarga, almirén, amargon,

pelosilla, taraxacén, corona de fraile,

achicoria amarilla, achicoria silvestre,
bufas de lobo, chinita de campo, flor de Fig. 6. Fotografia de T. officinale
macho, frango, lechiriega, taraxaco,

tatusia

Es una planta herbacea pequefia que mide no méas de 35 cm de altura caracterizada
por presentar un rizoma cénico, corto, ramificado y de sabor agridulce, con las hojas
de sabor amargo, profundamente dentadas, colocadas en la base del tallo en circulo.
Las flores se encuentran en la parte terminal de la planta semejando una cabeza
amarilla, los frutos secos estan formando un globito blanco que se desprende con el
viento (INI, 1994; Alonso, 2007).

Originaria de regiones templadas, presente en climas célido, semicélido,
semiseco, el diente de le6n, es una maleza nativa de Europa, pero actualmente
distribuida en todo el mundo, crece en suelos ricos en nitrégeno, muy comun en los
jardines, sobre el césped, praderas, terrenos baldios y a orillas de caminos (Gonzélez,
1998; Alonso, 2007).

Es una planta utilizada dentro de la medicina tradicional como colagogo,
colerético, diurético, se usa ademas como en padecimientos como colesterol alto,
salpullido, algodoncillo, ojos irritados, fuegos, dispepsia, estreflimiento, afecciones

de garganta, antirreumatico, etc. (INI, 1994; Alonso, 2007).



Se ha visto que el extracto hidroalcohdlico obtenido de las ramas presenta
actividad hipoglicémica en rata por via oral a la dosis de 250 mg/kg, ésta misma
actividad se demostré en conejos a otras dosis. El extracto acuoso y metandlico de
hoja y flores ejerce un débil efecto antiespasmddico en el intestino de conejos; la
tintura obtenida de las hojas presenta actividad antibiotica sobre Bacillus subtilis

Ha sido estudiada desde el punto de vista fitoquimico y se ha detectado la
presencia de terpenos, sesquiterpenos glucosidos de taraxacdlico y de los acidos 11-
13-dihidro-taraxinoico y 4-alfa-11-beta-13-15-tetrahidro-ridentin; los triterpenos
beta-amirina, taraxasterol, pseudotaraxasterol y su acetato, taraxerol y taraxol; los
esteroles daucosterol y beta-sitosterol; el politerpeno hule; los azlcares raros inulin y
levulin y los componentes taraxacin y taraxacdsido de estructura desconocida.

De las flores se han aislado los sesquiterpenos é&cido jasmonico y el
glucopirandsido del &cido taraxinico; los triterpenos beta-amirina y taraxasterol; el
beta-sitosterol; los carotenoides beta-caroteno, cis y trans-taraxantin, taraxien.

Es una fuente importante de vitaminas C, D, complejo B, colina y de minerales
como hierro, magnesio, sodio, potasio, zinc, manganeso, cobre y fosforo (Alonso,
2007).

El diente de le6n es una planta de uso muy antiguo y continuo, algunas de sus
aplicaciones se han validado experimentalmente, sin embargo no se ha realizado
investigacion experimental que corrobore cientificamente las variadas acciones

bioldgicas (INI, 1994).



Yerba del sapo

Nombre cientifico: Eryngium
heterophyllum Engelm
Familia: Umbelliferae
Nombres comunes: hierba del sapo,

huatatci, merengari (purépecha),

sawiwari (tarahumara), xukurhi kokiri

(purépecha), yerba del sapo.
Fig. 7. Fotografia de E. heterophyllum

Es una hierba de 40 cm a 1 m de altura, las hojas son asperas, rigidas, espinosas y
con los bordes y nervios de color blanco, las flores son en forma de esferillas verdes.
Originaria de Meéxico, presente en climas seco, semiseco y templado, crece en
terrenos de cultivo abandonados, de riego o de temporal. Se le ha utilizado con
frecuencia contra el “mal de orin” ingiriendo la infusidon con toda la planta, o cocida
con hojas de manzanita, se toma como agua de uso o mezclada con gobernadora, se
le agrega jugo de limén y se bebe cuando hay problemas en rifiones y afecciones en
higado, para contrarrestar la bilis, diarrea, dolor de estdbmago, fiebres, golpes,
tosferina, padecimientos pulmonares, padecimientos de vejiga y los célculos biliares,
también se ha utilizado contra la bronquitis y la bronconeumonia.

Es una planta originaria de México, carece de estudios experimentales que validen

sus atribuidas propiedades terapéuticas (INI, 1994).



Chaya

Nombre cientifico: Cnidoscolus
chayamansa Mc. Vaugh
Familia: Euphorbiaceae
Nombres comunes: chaya, espinacas,

kikilchay, chaykeken

Fig. 8. Fotografia de C. chayamansa

Es un arbusto de rapido crecimiento de hasta 3 m de altura, con los tallos
numerosos con latex abundante. Las hojas tienen 5 picos y pelillos irritantes al tacto,
las flores son blancas y en racimos. Se desarrolla en climas célido y semicélido,
asociada a vegetacion de bosques tropicales caducifolio y perennifolio.

Existen dos especies de chaya, Cnidoscolus chayamansa la cual se encuentra
distribuida desde la peninsula de Yucatan hasta Honduras y Cuba; Cnidoscolus
aconitifolius que se encuentra en el sur de México y Costa Rica (Kuti et.al., 1999).

Es un vegetal de hojas verdes el cual ha sido utilizado por su valor nutricional y
por sus propiedades etnomedicinales especialmente en el tratamiento de la diabetes
no dependiente de insulina, se recomienda hervir la planta antes de su uso para
eliminar algunos compuestos antinutricionales presentes (Kuti et. al., 2004).

La chaya ha sido cultivada desde la época prehispanica, se usaba como hasta hoy
como planta comestible, medicinal y ornamental por mas que 10 grupos Mayas y
también otros grupos Mexicanos y Mesoamericanos. Normalmente se encuentra
cultivada en huertos familiares o jardines y a menudo estd sembrada junto a otros

cultivos en una milpa o campo de cultivos. La hoja y a veces el peciolo y los brotes,



son cosechadas y cocidas para varios tipos de guisado o para uso medicinal (Ross-
Ibarra, 2003).

En Morelos y Tabasco el principal uso medicinal que se le da a esta planta es para
el dolor de rifiones, como tratamiento se preparan las hojas en coccion y se
administran en forma oral, también se ha utilizado de manera externa para granos
enterrados. Asimismo, se utiliza para tratar el colesterol en la sangre y como medio
para combatir el alcoholismo, también se le atribuyen propiedades laxantes y
diuréticas. Se ha reportado también su uso en la disolucion de célculos renales y

como tratamiento para la anemia (INI, 1994).



Olivo

Nombre cientifico: Olea europaea
Familia: Oleacea
Nombres comunes: Aceituno, olivera,

acebuche, oleastro, zambullo.

Fig. 9. Fotografia de O. europea

Es un arbol perennifolio de 8 metros de altura, con abundantes ramas, de corteza
grisacea, las hojas opuestas, enteras, lanceoladas u oblongas y parecen de cuero; en
el anverso son verde obscuro y en el reverso blanquecinas, las flores son pequefias,
fragantes, blanquecinas, numerosas, con cuatro pétalos, reunidas en pequefios
racimos axilares escondidas entre las hojas y los frutos globosos de color verde olivo
0 negruzco (INI, 1994; Alonso, 2007).

El olivo es originario de la region mediterranea, siendo posteriormente
introducido en otras latitudes. Este arbol por lo general es cultivado, existiendo
variedades silvestres. Se encuentra aclimatado en la region de California, Per, Chile
y sur de Australia.

La parte utilizada son las hojas y el aceite, en el caso del aceite se extrae por
presion en frio para preservar activamente todos sus ingredientes, especialmente los
antioxidantes, el producto obtenido presenta una coloracion amarilla y verdosa, con
olor y sabor frutado o picante (Alonso, 2007).

Se ha utilizado para padecimientos digestivos, especialmente hepaticos, de la
vesicula y problemas de estrefiimiento. Se encuentra bien documentada la actividad

hipotensora de los extractos acuosos, acetonicos, metandlicos, etandlicos e



hidroalcoholicos; asimismo en los extractos acuosos de las hojas secas su actividad
hipertensora.

Su actividad diurética ha sido probada en humanos utilizando una decoccién
administrada por via oral, se demostrado también que posee actividad citotoxica en
células tumorales (Sarcoma y carcinoma).

Se ha realizado numerosa investigacion quimica sobre el olivo, encontrando en las
hojas alcaloides como la colina, cinconidina y dihidrocinconidina; flavonoides como
apigenin, luteolin y su glucoésido, monoterpenos (elendlido, ligostrésido, etc.),
triterpenos (beta-amirina, uvaol). Del fruto se extrae aceite rico en triterpenos,
monoterpenos, esteroides, flavonoides, lignanos y alcaloides. El tallo contiene

cumarinas, flavonoides, monoterpenos y lignanos (INI, 1994).



6. METODOS

6.1 Material biologico

Taraxacum officinale (hojas)

Eryngium heterophyllum (parte aérea)

Cnidoscolus chayamansa (hojas)

Olea europaea (hojas)

Artemia salina

Linea celular Vero ATCC CCL-81 (rifion de mono verde africano)

Ratones machos Balb/c de 25-28 gramos de peso
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6.3 Colecta de plantas

» T. officinale: se colect6 en la zona urbana de la Cd. de San Nicolas de los
Garza Nuevo Ledn, se clasifico y asigné el voucher No. F024188

» E. heterophyllum: se comprd en el mercado de Sonora en la Ciudad de
México, se clasifico y se le asigno el voucher No. 15238

» C. chayamansa y O. europaea: se colectaron en Ciénega de Flores Nuevo
Leon, se clasificaron y se les asignaron los vouchers F.024187 y F.025129

respectivamente.

6.4 Obtencion de los extractos

Extracto metandlico y etandlico: 30 g del material vegetal seco y triturado se
colocaron en respectivos matraces de 500 mL con 250 mL de cada uno de los
solventes se sellaron con tapon de caucho y se sometieron a agitacion durante 4
dias en un agitador Dual Actino Shaker Lab-Line a temperatura ambiente,
posteriormente se filtraron en papel Whatman #1 y el filtrado obtenido se
evapor0 en una estufa a 38-40 °C. Se pesaron los extractos obtenidos para
calcular el rendimiento y se guardaron en refrigeracion (Dominguez, 1973,
1982).

» Extracto acuoso: 30 gramos de la planta se colocaron en un litro de agua
hirviendo, se retiré de la flama y se tapé el recipiente, se dejaron reposar 20
minutos y posteriormente se filtraron utilizando papel Whatman #1, el
filtrado obtenido se liofiliz6. Los extractos se pesaron para calcular el
rendimiento y se guardaron en congelacion.

>

6.5 Determinacion de la actividad toxica de los extractos con el ensayo BSLA

6.5.1. Eclosién de huevecillos de A. salina



Se prepararon 100 mL del medio (agua de mar) para A. salina con 40 g de una
mezcla de sal comercial (Instant Ocean, Aquarium Systems) y 6 mg/L de suplemento
alimenticio de levadura de cerveza (Mead Johnson). Se colocaron en un recipiente de
incubacion dividido en dos compartimentos (manteniendo siempre el volumen). Se
utiliz6 una bomba de aire y lampara de 60 Watts. Se colocaron 100 mg de
huevecillos de A. salina (PETMART, Brine Shrimp eggs, San Francisco Bay Brand.
Inc,) en uno de los compartimentos cubierto de la luz y el otro se dejo expuesto a la
luz, se incubaron por 24 h entre 22 y 29 °C; posteriormente se aspiraron los nauplios
del lado iluminado del recipiente de incubacion y se pasaron a otro recipiente de
cultivo con medio nuevo. Se incubaron 24 h méas a la misma temperatura en
presencia de luz y mismas condiciones de aereacion, antes de realizar el ensayo se

cambio el medio.

6.5.2 Ensayo de Letalidad de A. salina

Se realizo6 siguiendo la metodologia propuesta por Meyer, 1982. Se utiliz6 una
microplaca de 96 pozos y se adicionaron 100 pL del medio con nauplios (5-12) en
cada pozo. Se agregaron 100 pL de cada una de las diluciones del extracto a evaluar
(10, 100 y 1000 pg/mL) por triplicado. Se utiliz6 como control positivo K,Cr,0;
(400 ppm) vy la dilucién del solvente utilizado con las muestras (DMSO, agua de
mar). Se cubrid la microplaca y se incubo a temperatura ambiente en presencia de luz
por 24 h. Después de la incubacion se contaron los nauplios muertos en un
microscopio estereoscopico (8-10X). Se adicionaron 100 pL de etanol 70 % por 30
minutos para ocasionar la muerte de la totalidad de los nauplios y determinar el

numero de nauplios vivos por pozo.



6.6 Ensayo in vivo de la actividad hipocolesterolémica de los extractos

Este ensayo se realizd siguiendo la metodologia propuesta por Cruz et al., 2001.
Se utilizaron 3 grupos de 6 ratones machos BALB/c de un peso aproximado de 25-28
g, los cuales se alimentaron con una dieta de rica en colesterol (Rodent Laboratory
Chow més 1 % de colesterol) durante 5 dias mas el extracto a probar a 2 dosis
distintas, 50 y 100 mg/kg de peso, otro grupo se aliment6 con la misma dieta mas un
vehiculo (agua o tween 80/solucidén salina) que es el mismo solvente en el que se
disolvieron los extractos (grupo control positivo o grupo hipercolesterolémico) y un
tercer grupo se alimenté con la dieta basal no enriquecida en lipidos mas el vehiculo
(grupo control negativo).

Al final de los 5 dias los animales se dejaron en ayuno por 12 a 15 horas. Se
colectaron muestras de sangre de cada raton y se analizd el colesterol total en un
analizador automatizado Beckman Coulter Synchron C x 7 Clinical System. Los
resultados se analizaron estadisticamente mediante ANOVA utilizando el programa

SPSS.

6.7 Ensayo in vitro de la actividad hipocolesterolémica de los extractos.

6.7.1 Descongelacion de la linea celular Vero

Se descongelaron las células transfiriendo todo el contenido de células a un tubo
conico con 5 mL de medio M-199. Se centrifugaron a 1000 rpm, a una temperatura
de 25 °C por 5 min. Se retiré el sobrenadante y se adicionaron 2 mL de medio,
homogenizando suavemente, de aqui se tomaron 1 mL para cada una de las botellas
de cultivo previamente preparadas con 3 mL del medio anterior. Se incubaron las

células a una temperatura de 37 °C en una atmdésfera himeda y CO, al 5 %.



6.7.2 Mantenimiento de las lineas celulares

Los cultivos se mantuvieron en frascos de 25 cm® con 3 mL de medio M-199
suplementado con suero fetal bovino al 4 %, se le adiciond6 una mezcla de
antibioticos: penicilina (100 U/mL) y estreptomicina 100 mg/ml; se incubaron a 37
°C en atmosfera humeda y CO, al 5 %. Los cultivos se resembraron

aproximadamente cada 4-5 dias.

6.7.3 Resiembra de células

Las celulas se resembraron cuando la monocapa se observd al 85-95 % de
confluencia. En condiciones asépticas y con utilizacion de vacio, se eliminé el medio
de la botella de cultivo. Se lavo el cultivo suavemente, dos veces con buffer de
fosfatos salino (PBS) y se agregd tripsina al 0.25 % incubando aproximadamente 10-
15 min a las condiciones antes mencionadas, esperando que se despegaran las
células. Se neutralizé el efecto de la tripsina con 10 mL de medio, homogenizando
suavemente. Se pasaron 0.5 mL a botellas nuevas con 3.5 mL de medio, para ser

incubadas nuevamente y utilizarlas en los ensayos.

6.7.4 Determinacion de viabilidad celular

Este ensayo se realizo para determinar la toxicidad de los extractos, asumiendo
que aquellos que tuvieron un efecto citotoxico marcado se debian posiblemente al
bloqueo en la sintesis del colesterol el cual es necesario para la formacion de la
membrana celular. Para ello los cultivos se lavaron 2 veces con PBS, para despegar
la monocapa celular se utilizd6 una solucion de tripsina al 0.25 %. Después la
suspension de células se transfirié a tubos conicos graduados con tapon de rosca se

centrifugaron a 1000 rpm a una temperatura de 25 °C por 5 min. Se elimino el



sobrenadante hasta dejar 2 mL. Se contaron las células en un hemocitdmetro
utilizando un microscopio invertido (Iroscope/Mod. S1-PH). Se observo la viabilidad
con azul tripano. Se sembraron 3x10° cel/100 uL por cada pozo en una microplaca
grado cultivo celular de 96 pozos, fondo plano y se incubaron a 36 °C, en atmosfera
himeda con CO, al 5 % por 24 h. Se adicionaron 100 puL de cada una de las
diferentes diluciones de extractos por triplicado (125, 250, 500, 700 y 1000 pg/mL),
se incluyé el medio M-199 (p/v) como control que fue el solvente utilizado en la
dilucion de los extractos, se incubaron por 48 horas a las mismas condiciones.
Posteriormente se adicionaron 10 pl del reactivo WST-1 y se incubaron por una hora
y treinta minutos, se leyd la absorbancia a 450 nm en un lector para microplacas
(Sigma Diagnostics). Los resultados obtenidos se sometieron a anélisis estadistico

utilizando ANOVA.

6.7.5 Determinacion de la inhibicion de la HMG-CoA reductasa

Los extractos que tuvieron efecto citotdxico sobre la linea celular se evaluaron
nuevamente con el ensayo de viabilidad utilizando el reactivo WST-1 pero ahora con
la adicién de pravastatina como control positivo de inhibicion de la HMG-CoA
reductasa y mevalonato para observar la reversion del dafio celular causado por el
extracto, por lo que fue necesario primeramente determinar la concentracion de

pravastatina y mevalonato siguiendo el protocolo de viabilidad celular.

6.8 Pruebas quimicas coloridas para identificacion de metabolitos

6.8.1 Prueba del Br,/ CCl, (insaturaciones)
Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en 1 mL de CCl, y se agregd gota a gota una

solucién al 2 % de bromo en CCl,, si se observa decoloracién de la solucion, la

prueba es positiva para dobles enlaces.



6.8.2 Prueba del KMnQ, (insaturaciones)

Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en 1 mL de agua, acetona o metanol;
posteriormente se afiadié gota a gota una solucion de KMnO4 al 2 % en agua; la
prueba es positiva si se observa formacion de un precipitado cafe, resultado de la
formacion de bioxido de manganeso.

6.8.3 Prueba del FeCl; (oxhidrilos fenolicos)
Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en 1 mL de agua o etanol después se le

afiadieron unas gotas de cloruro férrico al 12.5 % en agua; la aparicion de un
precipitado rojo, azul violeta o verde se considera positivo. En algunas ocasiones,
para hacer mas sensible la determinacion, es necesario utilizar una solucién no
acuosa de cloruro férrico a la que se le afiade una base débil, como por ejemplo una
combinacidn de piridina - cloroformo.

6.8.4 Prueba de Liebermann-Burchard (esteroles y triterpenos)

Se disolvié una pequefia muestra en cloroformo a la cual se le afiade el reactivo que
se prepar0 agregando una gota de acido sulfirico en una mezcla de anhidrido acético
con 1 mL de cloroformo; la aparicién de cualquier color en el lapso de 1 hora
determina que la prueba es positiva.

6.8.5 Prueba para determinacion de coumarinas

Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en una solucion de NaOH al 10 %; si aparece
una coloracion amarilla que desaparece al acidular, la prueba es positiva.

6.8.6 Prueba de Baljet (sesquiterpenlactonas)

Se utilizaron dos soluciones que se mezclan en iguales volumenes antes de usarse.
Solucién A: 1g de écido picrico en 100 mL de etanol; solucion B: 10 g de hidroxido
de sodio en 100 mL de agua. Para la prueba se colocaron 2-3 mg de compuesto y de
3 a 4 gotas del reactivo, siendo positiva si se forma una coloracién naranja o roja

Ooscura.



6.8.7 Prueba de Shinoda (flavonoides)
La muestra disuelta en etanol, se trat6 con limaduras de magnesio se aplico calor (60

°C) y después unas gotas de acido clorhidrico concentrado, se considera positiva la
prueba si se presentan colores naranja, rojo, rosa-azul y violeta.

6.8.8 Prueba de Dragendorff (alcaloides)
El reactivo utilizado consta de dos soluciones: Solucion A: 5 mL de subnitrato de

bismuto al 1.6 % en acido acético al 20 %. Solucién B: 5 mL de yoduro de potasio al
40 % y 20 mL de acido acético aforando a 100 mL con agua destilada. Se disolvieron
1-2 mg de la muestra en etanol y se colocaron unas gotas en una placa de porcelana,
luego se le afadié unas gotas del reactivo de Dragendorff; la prueba se considera

positiva si aparece un precipitado naranja marron.



7.0. RESULTADOS

7.1 Obtencion de extractos

Se obtuvieron 12 extractos a partir de cuatro plantas reportadas en la literatura
popular con actividad hipocolesterolémica (T. officinale, E. heterophyllum, C.
chayamansa y O. europaea) como se observa en la Tabla IV, los extractos de mayor
rendimiento fueron el acuoso de C. chayamansa con 36.2 %, el extracto acuoso,
metanolico y etanolico de O. europaea con 25.72, 22 y 21 % respectivamente, siendo

el de menor rendimiento el extracto acuoso de T. officinale con 0.63 %

Tabla IV.- Rendimiento de los doce extractos obtenidos de plantas.

Parte de la planta Tipo de extracto Rendimiento (%)
T. officinale Hojas Acuoso 0.63
T. officinale Hojas Etandlico 2.76
T. officinale Hojas Metandlico 12.06
E. heterophyllum parte aérea Acuoso 17.3
E. heterophyllum parte aérea Etandlico 6.24
E. heterophyllum parte aérea Metandlico 7.13
C. chayamansa Hojas Acuoso 36.2
C. chayamansa Hojas Etandlico 8.43
C. chayamansa Hojas Metandlico 8.33
O. europaea Hojas Acuoso 25.72
O. europaea Hojas Etandlico 21
O. europaea Hojas Metandlico 22




7.2 Evaluacion de la toxicidad en A. salina (BSLA)

Todos los extractos se disolvieron en agua de mar. Los resultados se muestran en
la tabla V, donde podemos apreciar que solamente el extracto metanolico de O.
europaea mostro actividad sobre A. salina siendo esta toxicidad menor a 100

mg/mL, el resto de los extractos se consideran no toxicos a este organismo.

Tabla V. Toxicidad de los extractos evaluados
sobre A. salina.

Planta ‘ Extracto DLso (mg/mL)
T. officinale acuoso > 1000
etanolico > 1000
metandlico > 1000
E. heterophyllum acuoso > 1000
etanolico > 1000
metandlico > 1000
C. chayamansa acuoso > 1000
etanolico > 1000
metandlico > 1000
O. europaea acuoso > 1000
etanolico > 1000
metanolico <100

7.3 Ensayo in vivo de la actividad hipocolesterolémica de los extractos

7.3.1 Extractos disueltos en agua

En la figura 10 se muestra el efecto de la dieta sobre la concentracion de
colesterol en el suero de ratones normales e hipercolesterolémicos, estos resultados

demuestran que la dieta incrementa el colesterol aproximadamente un 53 %.



Negativo Hipercol.

Fig. 10. Concentracién de colesterol en grupos control,
vehiculo utilizado H,O (* p < 0.01, Tukey).

Los extractos acuosos de E. heterophyllum a 100 mg/Kg de peso y de C.
chayamansa a 50 y 100 mg/kg de peso mostraron actividad en este modelo cuando se
les comparé con el control hipercolesterolémico, siendo estadisticamente
significativos, el resto de los extractos no presentd dicha actividad. Los resultados se

muestran a continuacion en la figura 11.
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Fig. 11. Actividad hipocolesterolémica de extractos disueltos en agua, en mg/kg de peso

(T.o:  (T. officinale, E.h: E. heterophyllum, C.ch: C. chayamansa, O.e: O. europea) (* p <
0.01 vs control hipercolesterolémico, Tukey).



7.3.2 Extractos disueltos en Tween 80/solucion salina (1:9)

En la figura 12 se muestra el efecto de la dieta sobre la concentracion de
colesterol en el suero de ratones, estos resultados demuestran que la dieta incrementa
el colesterol independientemente del vehiculo utilizado.

Los resultados obtenidos para los extractos etandlico y metandlico de todas las
plantas estudiadas se presentan en la tabla VI, el extracto etanodlico de E.
heterophyllum a 50 mg/kg de peso y el extracto metandlico de C. chayamansa a 50 y
100 mg/kg de peso mostraron reduccion en los niveles de colesterol al compararlos

con el control hipercolesterolémico sin embargo esta diferencia no fue significativa.
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Negativo Hipercol.

Fig. 12. Concentracion de colesterol en grupos control,
vehiculo utilizado Tween/solucion salina ( * p < 0.01 Tukey).



Tabla VI Actividad hipocolesterolémica de extractos metanolicos
y etandlicos, disueltos en Tween 80.

Extracto Colesterol
Planta (ma/kg) Promedio % disminucion
9/%g (mg/dl)
Met-50 NR -
Taraxacum Met-100 NR -
officinale Eta-50 ND -
Eta-100 ND -
Met-50 121.3 5.9*
Eryngium Met-100 132.5 -2.8
heterophyllum Eta-50 103 20.1*
Eta-100 122 5.4*
Met-50 104 19.3*
chayamansa Eta-50 118 8.5%
Eta-100 130 -0.9
Met-50 126 2.2*
Olea Met-100 119 7.7*
europaea Eta-50 217 -68
Eta-100 129 -0.1

NR: no realizado por toxicidad del extracto en los ratones, ND: no determinado
por muerte de los ratones (* p>0.05, Tukey).

7.4 Ensayo in vitro de la actividad hipocolesterolémica de los extractos

Los resultados de los extractos activos en el modelo animal se muestran a
continuacion en las figuras 13 y 14 se observa que C. chayamansa no causO una
disminucion significativa en el crecimiento de las células Vero cuando se adicion6 a
5 dosis diferentes (1000, 700, 500, 250 y 125 ug/mL), por lo que se descarté para la
siguiente fase del estudio.

Por el contrario en la figura 15 y 16 podemos observar que el extracto acuoso de
E. heterophyllum cuando se aplicé a las dosis antes mencionadas tuvo un efecto
significativo sobre el crecimiento de las células Vero, es decir inhibiendo el

crecimiento debido tal vez al bloqueo de la sintesis del colesterol.
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Fig. 13. Efecto del extracto acuoso de C. chayamansa sobre el crecimiento de
celulas Vero, 5,000 cels/pozo (*p>0.05 vs control, Tukey).
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Fig. 14. Efecto del extracto acuoso de C. chayamansa sobre células Vero. Se indican las
concentraciones ensayadas en pg/mL.
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Fig 15. Efecto del extracto acuoso de E. heterophyllum sobre el crecimiento
de células Vero.5,000 cels/pozo (*p< 0.01 vs control, Tukey).

E.h. 1000

Fig. 16. Efecto del extracto acuoso de E. heterophyllum sobre células Vero 5,000 cels/ pozo



7.4.1 Determinacion de la inhibicion de la HMG-CoA reductasa

En la figura 17 se muestra los resultados obtenidos para la pravastatina 100 uM
sobre el crecimiento de las células Vero, podemos observar que causO una
disminucion en el crecimiento celular de aproximadamente 50 % y que este dafio fue

revertido al adicionar mevalonato 2.5 mM, un precursor de la sintesis del colesterol
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Fig. 17. Efecto de la pravastatina y del mevalonato sobre el crecimiento de
células Vero, 5000 cel/100uL. (*p < 0.01 vs control, **: p>0.05 vs control).

Fig. 18. Efecto citotoxico de la pravastatina 100 uM sobre el crecimiento células Vero asi
como la reversion del mismo al adicionar mevalonato.



El extracto de E. heterophyllum se ensay0 adicionando mevalonato para ver si
existia reversion del efecto que el extracto por si solo tenia y se colocé como control
positivo de inhibicion de la enzima la pravastatina a 100 uM.

Los resultados se muestran a continuacion en la figura 19 y nos indican que la
adicion de mevalonato revierte los efectos causados por el extracto de E.

heterophyllum a todas las dosis ensayadas.
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Fig. 19. Efecto de la combinacion de E. heterophyllum més mevalonato sobre crecimiento de
celulas Vero, 5000 cels/100 pL, M= mevalonato 2.5 mM (*p> 0.05 vs control neg.,
**p<0.01 vs control neg., Tukey).

7.5 Determinalcic’)n de grupos funcionales

Los resultados de las reacciones quimicas (Tabla V1I) sugieren la presencia de los
siguientes tipos de compuestos en los extractos: Los 3 extractos de T. officinale
(T.0.) mostraron la presencia de alcaloides, oxhidrilos fendlicos e insaturaciones, y la
presencia de esteroles solamente en los extractos etanolico y metandlico.

E. heterophyllum (E.h.) evidenci6 la presencia de alcaloides, cumarinas y

oxhidrilos fendlicos en el extracto acuoso y la presencia de cumarinas en el

metandélico.



Para C. chayamansa (C.ch.) se presentaron solamente alcaloides en el extracto
acuoso Yy etanolico y oxhidrilos fenolicos en el etandlico y metanolico.
O. europaea (O.e.) mostro la presencia de oxhidrilos fendlicos en los tres

extractos, alcaloides en el extracto acuoso y esteroles en el extracto metandlico.

Tabla VI1.- Grupos funcionales presentes en los doce extractos obtenidos

Insat.

Extr. Alcal. Cuma. Flavon. Sesqui. Esterol. Carboh Ox. Fen.

Acu + _ _ _ _ - + +
Eta + _ _ _ + + + +
T.0
Meta + _ _ _ + + + +
Acu + + _ _ _ _ + _
Eta _ _ _ _ _ + _ _
E. h.
Meta _ + _ _ _ + _ _
Acu + _ _ _ _ _ _ +
Eta + _ _ _ _ + + +
C.Ch.
Meta _ _ _ _ _ + + +
Acu + _ _ _ _ _ + +
Eta _ _ _ _ _ _ + +
O.e
Meta _ _ _ _ + + + +




8. DISCUSION

Las enfermedades cardiovasculares en México se han reportado como la primera
causa de muerte y es una problematica que ha ido en aumento a pesar de los
tratamientos oficiales establecidos (INEGI 2006), por lo que se investigd el efecto
hipocolesterolémico de plantas reportadas en la literatura popular con esta actividad
seleccionando cuatro de ellas. Se realizaron tres diferentes extractos utilizando la
parte de la planta que la literatura propone con tal efecto: a) extracto acuoso en forma
de infusién b) extractos metandlico y c) etandlico los cuales se obtuvieron por
agitacion constante a temperatura ambiente (Dominguez, 1973). En total se
obtuvieron 12 extractos con porcentajes de rendimiento muy variables; siendo los de
mayor rendimiento el acuoso de C. chayamansa con 36.2 %, el extracto acuoso,
metandlico y etandlico de O. europaea con 25.72, 22 y 21 % respectivamente, y el de

menor rendimiento el extracto acuoso de T. officinale con 0.63 %.

Para determinar la toxicidad de los extractos se realizé el ensayo de Letalidad en A.
salina, el cual se ha utilizado ampliamente como un bioensayo simple para la
seleccién de extractos crudos con potencial biolégico en muchos laboratorios, debido
a que se ha demostrado que este crustaceo (A. salina) es sensible a un amplio rango
de compuestos con actividad bioldgica (Couladis et al., 2002; Meyer et al.,1982;
Gonzaélez et al.,2007). Ademas Lagarto Parra y colaboradores en el 2001, realizaron
un estudio comparativo del ensayo de Letalidad en A. salina contra el ensayo in vivo

en ratones sobre la toxicidad de extractos crudos, encontrando una buena correlacién



entre los dos ensayos, por lo que ellos proponen este ensayo de letalidad como una
herramienta til para predecir la toxicidad oral aguda en ratones. Los resultados
obtenidos con las plantas probadas en este trabajo concuerdan con lo reportado por
estos autores en todos los extractos ensayados, excepto el de T. officinale ya que este
no mostro toxicidad en Artemia salina pero si presentd toxicidad en los ratones,
causando mortalidad, comportamiento anormal y efecto laxante; en consecuencia no
podemos asumir que el ensayo de letalidad sobre A. salina sea una prueba definitiva

para determinar la toxicidad oral aguda en ratones de extractos de plantas.

Con respecto a la evaluacion de la efectividad de los extractos para disminuir el
colesterol, se han reportado numerosos estudios utilizando distintos modelos como lo
demuestran los estudios de Yokozawa et al., (2003), Kuwabara et al., (2007), Aksoy
et al., (2007) y Chamorro et al., (1999) en los cuales se utilizaron ratas; Hao Li et al.,
(2007) utilizaron ratones; Piyachaturawat et al., (1999) y Carr et al.,(2005)
demostraron el efecto de plantas con actividad hipocolesterolémica en hamsteres. En
la presente investigacion se utilizo la técnica propuesta por Gardufio et al., en 1997 y
Cruz et al., en el 2001, para lo cual los extractos crudos obtenidos de las cuatro
plantas se administraron a ratones machos Balb/c, a los cuales se les indujo a un
cuadro de hipercolesterolemia mediante la ingestion de una dieta basal enriquecida
con lipidos y colesterol durante 5 dias. En 1990 el Dr. Estrada evaluo el efecto
hipocolesterolémico de E. heterophyllum en ratas Wistar normocolesterolémicas, el
encontro que el extracto acuoso disminuia el colesterol un 20 % y el metanolico un
27 % y que no habia diferencia significativa cuando lo administraron a las 24 horas y
a los 5 dias. En esta investigacion se determind que el extracto acuoso de E.

heterophyllum mostré disminucion en los niveles de colesterol en el suero semejante



a los resultados reportados por Estrada y col. (1990), utilizando una variante en la
técnica, ya que en este estudio el extracto se administr0 a ratones
hipercolesterolémicos y la dieta rica en colesterol no fue retirada durante los 5 dias
que duro el ensayo; sin embargo para el extracto metanolico nuestros resultados
difieren de los reportados por Estrada y colaboradores ya que solamente encontramos
un 5.9 % de disminucién de colesterol debido tal vez a la diferencia en la preparacion
de los extractos, ya que ellos refieren el extracto metandlico como una infusion, es
decir aplicando calor y en nuestro caso se prepard solamente por agitacion a
temperatura ambiente, ademas la dosis empleada por el equipo de Estrada fue de 10
mg/kg de peso y en el presente estudio se evaluaron las concentraciones de 50 y 100
mg/kg de peso, es decir una dosis mas elevada, pudiendo eso causar la diferencia
entre los dos ensayos. Ademas del extracto acuoso de E. heterophyllum, el extracto
acuoso de C. chayamansa fue efectivo para disminuir el colesterol, ya que se obtuvo
una disminucién de 27.9 % y 31.1 % en las dos dosis empleadas respectivamente. El
resto de los extractos de todas las plantas no presentaron la actividad buscada por lo

que se descartaron para la siguiente etapa del estudio.

En la actualidad se dispone de varias opciones para tratar la hipercolesterolemia; los
farmacos que suelen usarse con este objetivo comprenden secuestradores de acidos
biliares, acido nicotinico (niacina), fibratos e inhibidores de la 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa. Estos ultimos inhibidores se han
denominado estatinas o vastatinas y son los farmacos mas eficaces disponibles (Liu
et al., 2002), ya que la transformacion de HMG-CoA a mevalonato representa uno de
los pasos claves en la ruta metabolica de la sintesis de colesterol (Saravanan et al.,

2007). Basandose en los resultados obtenidos de actividad hipocolesterolémica,



solamente los extractos acuosos de E. heterophyllum y C. chayamansa se utilizaron
en el ensayo para determinar la efectividad de los mismos para inhibir a la enzima
HMG-CoA reductasa, a fin de definir el mecanismo de accidn de los extractos y
compararlo con el de las estatinas.

Para determinar la inhibicion de la HMG-CoA reductasa, se han reportado diferentes
métodos: 1) utilizando microsomas obtenidos de higado de ratas alimentadas con
dieta normal suplementada con 5 % de colestiramina, aislando la enzima HMG-CoA
reductasa para observar la inhibicién de la misma previa incubacién con el extracto
de prueba (Rodriguez Paez et al., (2003); Jung-Ah et al., (2005); Weidong et al.,
(2007); 2) midiendo la actividad de ésta enzima en cultivo de fibroblastos e
incorporando acetato de sodio y acido mevaldnico ambos marcados radiactivamente
para finalmente hacer una evaluacion de los esteroles radiactivos, lo que la hace ser
una técnica costosa y laboriosa (Menéndez et al., 2001); 3) determinando la
inhibicion de la HMG-CoA en cultivo de células Vero por un método
espectrofotométrico utilizando metilrosanilina al 0.5 % (Chang et al., 2001; Liu et

al., 2002).

En el presente estudio se siguid un protocolo similar al propuesto por Chang et al.,
solo que la determinacién de la proliferacién celular se realiz6 con el reactivo WST-
1, el cual es también un ensayo colorimétrico, no radiactivo, de cuantificacion
espectrofotométrica y que se basa en la degradacion de las sales de tetrazolium a
sales de formazan, mediante la accidn de las deshidrogenasas mitocondriales, que se
producen de forma natural cuando las células son viables (Roche, 2002). Esta técnica
ha sido ampliamente utilizada en la actualidad con éxito en la evaluacion de
compuestos con actividad citotoxica, debido a que es mas sensible, rapida y sencilla

cuando la comparamos con las técnicas antes mencionadas. Con respecto a los



controles utilizados en este ensayo, como control de crecimiento se utilizaron las
células solamente con medio de cultivo y como control positivo de inhibicion de la
enzima HMG-CoA se utilizo la pravastatina. Para seleccionar la concentracion de
pravastatina a utilizar, se mididé la proliferacion celular bajo diferentes dosis,
determinando DLs en 100 uM, por lo que se eligio esa concentracion para nuestros
ensayos. Este método presenta la ventaja de que este tipo de células muestra un buen
crecimiento en pocos dias y que podemos analizar varios extractos al mismo tiempo.
Los resultados obtenidos con esta técnica indicaron que el extracto acuoso de C.
chayamansa no tuvo efecto sobre el crecimiento celular a ninguna de las dosis
ensayadas al no haber diferencia significativa (p>0.05) contra el control negativo de
la inhibicion de la enzima, por lo que la disminucion del colesterol observada en el
modelo in vivo podria ser por alguno de los otros mecanismos reportados para otros
compuestos como son: disminuyendo la absorcion del colesterol (Sobolova et al.,
2006), inhibiendo otra enzima diferente a la HMG-CoA de la ruta metabdlica (Sung-
won et al., 2007), incrementando los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL)
(Ogawa et al., 2005), evitando la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) (Kempaiah et al., 2005), entre otras. Por el contrario el extracto acuoso de E.
heterophylum mostré una marcada citotoxicidad sobre las células cuando se
administré a las mismas dosis, siendo esta altamente significativa (p<0.01) al
compararla con el control negativo de la inhibicion de la enzima y no habiendo
diferencia significativa al compararla con la pravastatina 100 uM (control positivo de
la inhibicion de la enzima). Por lo tanto este extracto se analizd nuevamente con la
misma metodologia pero adicionando mevalonato, un precursor de la sintesis del
colesterol. Los resultados mostraron que hubo una reversion del dafio celular adin

cuando el extracto estaba presente, esto significa que el extracto inhibi¢ la actividad



de la enzima HMG-Co-A reductasa ya que al estar presente el mevalonato la sintesis

del colesterol se lleva a cabo y la proliferacion celular se recupera.

Adicionalmente se analizaron fitoquimicamente los extractos crudos de todas las
plantas, para lo cual se utilizaron reacciones coloridas a fin de determinar la
presencia de metabolitos de importancia biologica. Los extractos que resultaron
activos en el modelo in vivo, indican la presencia de compuestos como alcaloides,
cumarinas y oxhidrilos fendlicos en E. heterophyllum, y de alcaloides en el extracto
acuoso de C. chayamansa, cabe mencionar que estos metabolitos han sido reportados
con efecto hipocolesterolémico para otras plantas (Sobolova et al., 2006; Nagasako
et al., 2007; Choi et al., 2007; Hoult et al., 1996; Ogawa et al., 2005; Kempaiah et
al., 2005).

La actividad encontrada en el extracto acuoso de C. chayamansa y E. heterophyllum
nos permite considerarlas como plantas medicinales con potencial para disminuir la
concentracion de colesterol plasmatico, es necesario continuar los estudios para
identificar el o los compuestos responsables de dicha actividad para posteriormente

validar su utilizacion a nivel clinico en pacientes con problemas de este tipo.



9. CONCLUSIONES

De los extractos de Taraxacum officinale, Eryngium heterophyllum,
Cnidoscolus  chayamansa 'y Olea europea  probados como
hipocolesterolémicos, solo los extractos acuosos de E. heterophyllum a 100
mg/kg de peso y C. chayamansa a 50 y 100 mg/kg de peso fueron eficientes
para bajar significativamente el colesterol en un modelo de ratén Balb/c
hipercolesterolémico, con disminuciébn de 20.7, 279 y 311 %
respectivamente.

El mecanismo mediante el cual E. heterophyllum disminuye el colesterol es
similar al de los farmacos estatinas, es decir inhibiendo la HMG-Co-A
reductasa

La disminucion del colesterol por C. chayamansa es por un mecanismo
diferente al de las estatinas.

De las cuatro plantas seleccionadas para el estudio solamente el extracto
metanolico de O. europaea resulto ser toxico sobre Artemia salina

Los resultados obtenidos validan el uso de C. chayamansa y E. heterophyllum
en medicina tradicional en el tratamiento de la hipercolesterolemia

Los extractos activos presentaron alcaloides en el caso de C. chayamansa y

oxhidrilos fendlicos, alcaloides y cumarinas para E. heterophyllum.
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