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RESUMEN

El sobrepeso y la obesidad son parte de los principales y actuales problemas de
salud en México. Debido a la limitada eficacia y seguridad de los farmacos que
existen para tratar este problema, la poblacion tiene poco apego y busca alternativas
para disminuir su masa corporal y evitar las enfermedades asociadas al sobrepeso
y la obesidad, entre ellas las del sistema nervioso central (SNC) y el reproductivo.
Bertholletia excelsa, conocida comunmente como “semilla de Brasil’, es una
alternativa natural de uso frecuente. En general, las personas afirman que es util
para controlar su peso corporal y que ademas disminuye la ansiedad y las ganas de
comer impulsivamente. Sin embargo, esta semilla no cuenta con suficientes
investigaciones preclinicas y/o clinicas que sustenten su eficacia y seguridad. De lo
anterior, es de interés para este proyecto obtener evidencia farmacolégica de la
actividad tipo ansiolitica del extracto hexanico de B. excelsa (SBHX) y sus efectos
en el peso corporal, asi como su influencia en el aparato reproductor masculino
(epididimo y testiculo) y en el metabolismo de lipidos en ratones. Por lo que para su
desarrollo se usaron ratones de la cepa SW con 25-30 g de peso corporal, los cuales
fueron alimentados con una dieta estandar (Purina 5001) y agua rica en
carbohidratos (sacarosa al 34%) como dieta hipercaldrica. El disefio experimental
constd de 5 grupos con nx5 animales, como sigue: vehiculo, farmaco de referencia
y diferentes dosis de SBHX (30, 100 y 300 mg/Kg, i.p). La administracion inicial fue
aguda y 30 min después se evaluo el efecto tipo ansiolitico en las pruebas de campo
abierto, tablero con orificios y cruz elevada. Adicionalmente se realizaron las
pruebas de potenciacién del efecto sedante-hipnético inducido con pentobarbital
sédico (PBS), del efecto nociceptivo inducido con formalina al 1% y de las
convulsiones tonico-clonicas inducidas con pentilentetrazol (PTZ). Posteriormente
se continué con una administracion cronica usando las mismas dosis para
determinar el peso, asi como la ingesta de agua y alimento, cada 5 dias durante 40
dias. Finalmente, los tejidos de testiculo, epididimo e higado se extrajeron para la
determinacion de peso y contenido de grasa, triglicéridos y colesterol, asi como el
analisis histolégico. Los resultados indican que SBHX produce efectos de tipo

ansiolitico, sedante y analgésico y disminuye significativamente el peso de los

( 1
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ratones en la dosis de 100 y 300 mg/Kg, sin alterar el consumo de agua y alimento.
Cambios en lipidos y en el peso de los ratones se asociaron con disminucién en el
tejido adiposo gonadal. La exploracion de la toxicidad aguda permitié el calculo de
la dosis letal media >2000 mg ubicandola en la clasificacion de toxicidad minima.
Por lo anterior se concluye que constituyentes de naturaleza no polar de la semilla
B. excelsa producen efectos depresores en el SNC y disminucion del peso corporal
dando evidencia del potencial de este producto natural para tratar el sobrepeso y la
obesidad, y reforzando el uso que se le da de manera comercial como alternativa
natural para este problema de salud mundial, sin que de manera aguda o cronica

se observara algun efecto toxico.
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I. MARCO TEORICO

I.1 Sobrepesoy obesidad

.1.1 Generalidades

Hoy en dia la obesidad representa uno de los problemas de salud méas graves a
nivel mundial. Esta se define como un desbalance energético que da como resultado
un aumento exacerbado del peso corporal que conlleva a alteraciones fisioldgicas
e incluso a la muerte. Segun la OMS, el sobrepeso y la obesidad se definen como
una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la
salud. La obesidad tiene ademéas un gran impacto a nivel psicologico, social,
econdmico, politico y educativo de tal manera que su tratamiento debe hacerse de
manera multidisciplinaria para contrarrestar las complicaciones derivadas de ella
(Dhurandhar & Keith, 2014; Volery et al., 2015).

La causa fundamental del sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio energético
entre las calorias consumidas y gastadas, aunque también existen factores
genéticos y ambientales que interactlan entre si, haciendo de esta enfermedad un
problema de salud complejo (Figura 1) (Casazza et al., 2015). En México y en el
resto del mundo prevalece un aumento en la ingesta de alimentos ricos en grasa,
sal y azucar, pero pobres en proteinas, vitaminas y minerales. El estilo de vida con
los modos de desplazamiento y la creciente urbanizacion promueven menor

actividad fisica y aumentan el sedentarismo (Daza, 2002).
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salud mental
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@
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Figura 1. Factores de riesgo asociados al sobrepeso y la obesidad. Imagenes tomadas de Google.

[.1.2 Epidemiologia

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion en México (ENSANUT) reporta la tasa
de crecimiento cada seis afios en donde se ve un incremento constante de la
prevalencia en la poblacién adulta de México (Figura 2.A); el sobrepeso es mas alto
en hombres que en mujeres, mientras que con respecto a la obesidad resulta lo
contrario. En tanto que la suma combinada es mas alta para las mujeres en todos
los afios evaluados (Figura 2.B). Del afio 1980 a la fecha, el niumero de casos en
nuestro pais se triplico, lo que refleja proporciones alarmantes, ya que 7 de cada 10
adultos lo padecen. Estas encuestas hacen incuestionable el aumento insidioso de

esta enfermedad (Avila et al., 2016) y han permitido concluir que el dafio en estos
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pacientes no solo es en la talla, sino que también existe un desgaste emocional,
psicoldgico y fisico que pueden desencadenar efectos dafinos en el SNC de las

personas.
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Figura 2. Porcentaje combinado de sobrepeso y obesidad en la poblacion mexicana (A) y por género
(B). Fuente: Encuestas Nacionales (Frausto-Gonzalez et al., 2019).

1.2 Comorbilidad

Algunas complicaciones del sobrepeso y la obesidad son el padecer alteraciones
metabdlicas, tales como: inflamacion, resistencia a la insulina, intolerancia a la
glucosa, esteatosis hepatica, dislipidemia, asi como afecciones hepaticas no
alcohdlicas, diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular, los cuales son
caracteristicos del sindrome metabdlico (De Ferranti & Mozaffarian, 2009). Asi como
alteraciones en el sistema 0seo, ya sea en las articulaciones o la llamada
osteoartrosis, modificaciones en la funcion del sistema reproductivo como
hipogonadismo e infertilidad, apnea obstructiva del suefio, estrés urinario,
incontinencia, ser causa de cancer como el gastrointestinal, entre otros (L6pez-
Alarcon et al., 2014). Finalmente, puede ser fuente de trastornos psicoldgicos y
psiquiatricos asociados con estrés, tales como la ansiedad, la depresion, o

desordenes de la alimentacion como el atracon (Bersh, 2006).
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Depresion, ansiedad

Enfermedad

Dislipidemia cardiovascular

EHNA
Esteatosis hepatica

Wnflamacién Prediabetes

Diabetes tipo 2

. Alteraciones reproductivas
Gonartrosis

SOBREPESO Y OBESIDAD

Figura 3. Principales comorbilidades asociadas al sobrepeso y la obesidad. Imagen modificada de
https://goo.gl/VBDKEj. EHNA: enfermedad hepatica no alcohdlica.

I.2.1 EIl Sistema Nervioso Central (SNC) en el sobrepeso y la obesidad

Una de las comorbilidades mas asociada con estas afecciones es la ansiedad, que
puede definirse como una anticipacion de un dafio o desgracia futuros, acompafiada
de un sentimiento de disforia (desagradable) y/o de sintomas somaticos de tensién
(Pichot et al., 1995). Es una sefial de alerta que advierte sobre un peligro inminente
y permite a la persona que adopte las medidas necesarias para enfrentarse a una
amenaza. Si ésta sobrepasa cierta intensidad o supera la capacidad adaptativa de
la persona es cuando se convierte en patologica, provocando malestar significativo
con sintomas que afectan tanto al plano fisico, como al psicolégico y el conductual
(Grupo de trabajo de la Guia de Practica Clinica para el manejo de pacientes con

trastornos de ansiedad en atencion primaria, 2008).
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A nivel fisiolégico, la ansiedad se caracteriza por la activacion de diferentes sistemas,
principalmente el Sistema Nervioso Autbnomo y el Sistema Nervioso Motor, aunque
también se activan otros, como el SNC, el Sistema Endocrino, o el Sistema Inmune.
De todos los cambios que se producen, el individuo sélo percibe algunos cambios
en respuestas tales como la tasa cardiaca, tasa respiratoria, sudoracion,
temperatura periférica, tension muscular, sensaciones gastricas, etc. La
persistencia de estos cambios fisioldgicos puede acarrear una serie de desordenes
psicofisiolégicos transitorios, tales como dolores de cabeza, insomnio, disfuncion

eréctil, contracturas musculares, disfunciones géstricas, etc. (SEAS, 2011).

Distintos estudios de investigacion clinica han asociado una estrecha relaciéon entre
la obesidad y la ansiedad, en las que los pacientes con obesidad presentan niveles
de ansiedad y depresién (Atlantis et al., 2009). Las dietas ricas en grasas refinadas
y azucares son un importante contribuyente al desarrollo de la obesidad, y sus
efectos. Al inducir dietas hipercaldricas sobre la funcién cerebral pueden contribuir
a la alta prevalencia de trastornos de ansiedad en personas con obesidad (Baker et
al., 2017). Las personas con obesidad tienen mayor dificultad para cambiar habitos
y estilo de vida, ademas son susceptibles a presentar problemas psicolégicos y
psiquiatricos, los cuales son fuente de estrés, frustracibn y trastornos de
alimentacion; conllevando a mayor ganancia de peso y mermando la realizacién de
sus metas (Scott et al., 2008). Estas personas tienden a ser desempleadas y
propensas a fumar y consumir bebidas alcohdlicas, a tener una vida sedentaria,
poco apoyo emocional y con un auto concepto pobre con respecto a su salud (Seijas
& Feuchtmann, 2018).

Lo anterior ha permitido analizar que el fracaso a los diferentes tratamientos y
alternativas que se tienen, probablemente se deban a estos cambios en la conducta.
Rios-Martinez et al. (2008) comparo los niveles de ansiedad, depresion y la calidad
de vida que perciben los pacientes con obesidad encontrando que si existen niveles
altos de todos estos parametros con respecto a las personas con normo peso,
ademas demostré que las mujeres tenian mayor grado de estos indices respecto a

los hombres. En relacion con este mismo estudio las mujeres revelaron tener menor

20

——
| —



satisfaccidn con su peso y menor gusto en el ambiente laboral dado a su condicion
(Rios-Martinez et al., 2008).

Por otro lado, la epilepsia y el dolor pueden ser comorbilidad del sobrepeso y
obesidad resultando un gran problema para el paciente, pues disminuye aun mas
su calidad de vida en comparacion con aquellos que solo padecen sobrepeso u
obesidad (Baxendale et al., 2015; Narouze & Souzdalnitski, 2015a). La correlacién
entre estas condiciones médicas y la enfermedad psiquiatrica sugiere la presencia
de un proceso inflamatorio subyacente generalizado que afecta al cerebro entre
otros 6rganos (Najjar et al., 2013). Con respecto al dolor, como el musculo
esquelético crénico, neuropatico, lumbar, cefalea, fibromialgia/dolor crénico
generalizado y abdominal (Okifuji & Hare, 2015), entre otros. Estos pueden ser por
un lado, un motivador que propicie la pérdida de peso por parte del paciente y por
otro pudiese ser mas bien una importante barrera que imposibilite al paciente llevar
un tratamiento adecuado para el sobrepeso u obesidad (Cooper et al., 2018). Existe
evidencia que muestra que la reduccion de peso puede aliviar el dolor y disminuir

el deterioro funcional relacionado con éste (Narouze & Souzdalnitski, 2015b).

Lo anterior demuestra la relacion estrecha entre sobrepeso/obesidad y comorbilidad
relacionada con el SNC que padecen las personas. Por lo que ésta no se debe ver
solamente como un problema de ingestion de comida con avidez y en cantidad

excesiva para generar una solucion eficaz (Chiprut et al., 2001).

[.2.2 Alteraciones en la funcién reproductiva debido al sobrepeso y la

obesidad

La funcion reproductiva alterada por el sobrepeso y la obesidad se ha comprobado
en distintos estudios donde se ha concluido que el hecho de presentar sobrepeso y
obesidad aumenta el riesgo de infertilidad en varones y la disminucién de la calidad
espermatica, asi como cambios morfométricos del tubulo seminifero, entre otros
(Rodriguez-Gonzalez et al.,, 2015). Estas alteraciones se han asociado con un

desequilibrio en el eje hipotdlamo-hipdfisis-testiculo, incremento en la liberacién de
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hormonas derivadas de tejido adiposo que pueden tener efecto sobre la
espermatogénesis y la funcibn espermatica, aumento de adipocinas
proinflamatorias e incremento en la temperatura escrotal debido a la mayor cantidad
de grasa en la zona genital, asi como la generacion de especies reactivas como
parte del estrés oxidante (Martini et al., 2012). La pérdida de peso natural es opcion
para pacientes con obesidad y ha mostrado resultados prometedores en la
restauracion de la fertilidad y los perfiles hormonales normales. Aunque de los
farmacos utilizados para la pérdida de peso no existen estudios sobre su influencia
en la funcion reproductiva, éstos pueden tener un efecto indirecto sobre la fertilidad
masculina por el hecho de ayudar a reducir el peso, normalizando asi la relacion de
los parametros bioquimicos y disminuyendo los efectos dafinos sobre el tejido
adiposo (El Salam, 2018).

I.3 Terapéutica para el sobrepeso y la obesidad

El tratamiento para el sobrepeso y la obesidad tiene como principal objetivo el
mejorar la calidad de vida del paciente a través del descenso de peso y su
mantenimiento a largo plazo (Diaz, 2005). A partir de esto, se deriva que el
tratamiento de base para el sobrepeso u obesidad consiste en el apego a un cambio
en el estilo de vida, la implementacion de una dieta hipocalérica, realizacion de
ejercicio fisico constante y cambios en la conducta para que se tenga éxito (Zhang
et al., 2014) .

La farmacoterapia solo esta indicada como un coadyuvante en la pérdida de peso y
es necesario considerarla para aquellos pacientes que hayan tenido fracaso en los

cambios del estilo de vida o en aquellos que cumplan lo siguiente:

v' Tener un indice de masa corporal (IMC) 2 30 Kg/m? para quienes no
presentan comorbilidades; o bien

v' Para los pacientes que tienen una o varias comorbilidades y que presenten
un IMC 2 27 Kg/m?2.
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En el tratamiento farmacolégico se deben considerar los factores etiolégicos, la
respuesta terapéutica (efectos farmacoldgicos y colaterales), dosis apropiadas,
interacciones farmacologicas, contraindicaciones médicas o psiquiatricas y, de
suma importancia verificar la aprobacién por los organismos competentes y
garantizar una eficacia a largo plazo que demuestren una pérdida de peso de al
menos 5% en 1 afio (Haslam, 2016). Ademas de que los efectos adversos

representen un riesgo menor que el de la propia enfermedad (Carrasco et al., 2009).

Diferentes reportes y guias clinicas han clasificado a los farmacos utilizados
actualmente para el tratamiento del sobrepeso y la obesidad en tres mecanismos
de accién (Tabla 1) (Garvey et al., 2016).

= Anorexigénicos o0 sacietdgenos. Disminuyen la ingesta de alimentos o
aumentan la saciedad, respectivamente.

= Termogénicos. Promueven el gasto energético y la oxidacién de lipidos.

» Inhibidores de lipasas. Limitan la absorcion intestinal de grasas.

Los efectos relacionados con el tratamiento farmacologico para el sobrepeso y la
obesidad mas frecuentes son los gastrointestinales (nausea, vomito, diarrea,
esteatorrea); ademas taquicardia, insomnio, inquietud, cefalea, alteraciones en el
estado de animo (ansiedad, depresion), aumento de ideas suicidas, alteraciones
hematolégicas, dafio pancreético, entre otros. Estos pueden ser factores para que
el paciente tenga poca adherencia terapéutica a su tratamiento, ademas de que los
efectos en la pérdida de peso son a largo plazo, por lo que los pacientes muchas
veces recurren a tratamientos no farmacoldgicos como la herbolaria por el hecho se

ser de origen natural.
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Tabla 1. Farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento del sobrepeso y la obesidad y los
efectos adversos asociados a su uso a largo plazo.*

Farmaco Mecanismo de accién Efecto farmacolégico Efectos adversos

- Esteatorrea
- Urgencia fecal
Inhibidor de lipasas Disminucion de la - Incontinencia
pancreéticas absorcion de grasas - Flatulencias
- Espasmos
- Cefalea

Orlistat

- Cefalea

- Nausea

- Mareo

- Fatiga

- Xerostomia
Lorcaserina Agonista de 5-HTzc Anorexigeno - Sequedad ocular

- Estrefiimiento

- Diarrea

- Dolor de espalda

- Hiperprolactinemia

- Nasofaringitis

- Cefalea

- Parestesia

- Insomnio

- Estrefimiento
- Ansiedad

- Depresion

- Mareo

- Nausea

Incremento del gasto
energético/anorexigeno
(Hernandez-Bastida, 2015)

Fentermina / Simpaticomimético /
Topiramato modulador de GABA

- Nausea
- Cefalea
Antagonista opioide / - Insomnio
inhibidor de la recaptura de Anorexigeno - Vomito
NE y DA - Estrefiimiento
- Diarrea
- Ansiedad

- Nausea
- Vomito
Anorexigeno y retrasa - Diarrea
Liraglutida Agonista de GLP-1 vaciamiento gastrico - Estrefiimiento
(Mehta et al., 2017) - Cefalea
- Dispepsia
- Taquicardia
*Informacion extraida y modificada del “AACE/ACE algorithm for the medical care of patients with obesity” de
American Association of Clinical Endocrinologists, 2016.

Naltrexona /
Bupripion

——
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[.3.1 Laherbolaria como alternativa para el control del peso corporal

La herbolaria es quizas el método mas antiguo para tratar las afecciones del ser
humano, y en parte la medicina moderna ha partido de la adaptacion de estos
conocimientos empiricos para llegar a lo que se conoce ahora (Rodriguez-Fragoso
et al., 2008). De hecho, hoy en dia existen gran variedad de productos herbolarios
gue se consideran Uutiles para la disminuciéon de peso. Entre los productos de
medicina herbolaria mas populares se encuentran el extracto de té verde, té Oolong,
Garcinia-atovidiris (Liu et al., 2017), y también algunas semillas y nueces como las
de girasol, la chia (Tavares-Toscano et al., 2014), entre otras, que también se usan
para la pérdida de peso (Alonso-Castro et al., 2015; Mohammadifard et al., 2015),
incluyendo la semilla de B. excelsa (Alonso-Castro et al., 2019). Todos estos
productos herbolarios han estado a prueba ya que pocos estudios han mostrado
qgue pueden o no ser efectivos en el control del peso, y en algunos casos hasta se
ha dudado en si pueden o no ser aplicados a la poblacion en general (Nieman et al.,
2009; Alonso-Castro et al., 2015).

1.4 ¢Es la semilla de B. excelsa una alternativa para tratar el sobrepeso y la

obesidad?

1.4.1 Antecedentes

La semilla de Bertholletia excelsa Humb. & Bonpl. (Figura 4), conocida cominmente
como Semilla de Brasil, es originaria de la Selva Amazdnica. Su distribucion se
extiende a Bolivia, Brasil, Peru, sudeste de Colombia, Guayanay sur de Venezuela
(Mori & Prance, 1990). A pesar de su ubicacion al sur de América, también es
reconocida en diversas partes del mundo por las diferentes propiedades y
aplicaciones que tiene a nivel alimenticio y farmacéutico (Ribeiro et al., 2014). El
género fue nombrado en honor del famoso quimico C.L. Berthollet (1748-1822), un
contemporaneo de Humboldt y Bonpland (Mori & Prance, 1990; Zuidema, 2003). En

el siglo XX comenzo a comercializarse después de su descripcion por los botanicos
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Humboldt y Bonpland en 1807. Actualmente, la venta de la semilla es parte de un
mercado internacional que exporta anualmente un valor de US$ 2.5 billones, de los
cuales so6lo 1.5% le pertenece especificamente a la semilla de B. excelsa (Zuidema,
2003).

Figura 4. Colectores de nueces de Peru. Foto: Marco Simola, Center for International Forestry
Research (CIFOR) (Frausto-Gonzéalez et al., 2018).

1.4.2 Fitoquimica de la semilla de B. excelsa

Hasta el momento se sabe que la semilla de B. excelsa es una buena fuente de
nutrientes, tales como proteinas, fibra y diferentes minerales, como el magnesio, el
calcio, el hierro, el potasio, el zinc, el cobre y el fésforo (Moodley et al., 2007; Yang,
2009). Ademas, contiene también vitaminas como la tiamina, la niacina, la vitamina
B6 y la vitamina E. Cerca del 70% del peso de la semilla corresponde a lipidos (Yang,
2009) convirtiéndola en una de las semillas comestibles con mayor contenido en
grasas insaturadas estando por debajo del coco y por arriba del cacahuate (Ryan et
al., 2006). En general, los acidos grasos mas abundantes son el linoleico (18:2 w-
6), el oleico (18:1 w-9), el palmitico (16:0) y el estearico (18:0) (Figura 5); en menor
cantidad se encuentran el araquidico (20:0), el erucico (22:1 w-9), el palmitoleico
(16:1 w-7), el margérico (17:0), el gadoleico (20:1 w-11), el a-linolénico (18:3 w-3),
el behénico (22:0) y el miristico (14:0).
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Figura 5. Acidos grasos mas abundantes de la semilla Bertholletia excelsa (Yang, 2009).

Con respecto a otros compuestos se han identificado tocoferoles (a-tocoferol, y-
tocoferol y &-tocoferol), escualeno, B-sitosterol, campesterol y estigmasterol (Figura
6) (Pefia Mufiz et al., 2015; Gomes & Torres, 2016). Ademas, contiene compuestos
fendlicos (Callisaya-A. & Alvarado-K., 2016) en concentraciones muy parecidas al
pifidn y la cantidad de flavonoides es similar a la avellana. Otro componente
abundante es el selenio (Chang et al., 1995; Vonderheide et al., 2002; Thomson et
al., 2008), un mineral esencial para el organismo. Este es importante para mantener
el buen funcionamiento del sistema inmune y la glandula tiroides (Stockler-Pinto et
al., 2015; Carvalho et al., 2015; Silva-Junior et al., 2017). Ademas, participa como
cofactor para algunas enzimas antioxidantes y es considerado como un posible
agente anticancerigeno (Patrick, 2004; Yang, 2009). Se considera que existe una
relacion entre la vitamina E (Meydani, 1992), antioxidantes y el selenio en modelos
animales de cancer y enfermedades cardiovasculares (Scott, 1970; Levander et al.,
1973).
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da-tocoferol y-tocoferol

B-sitosterol

&-tocoferol

Campesterol Estigmasterol

Figura 6. Compuestos organicos presentes en el aceite de la semilla Bertholletia excelsa (Yang,
2009).

1.4.3 Usos y efectos biologicos de la semilla de B. excelsa

A la semilla de B. excelsa se le atribuyen diversos efectos biolégicos y nutricionales
(Cardoso et al., 2017). Destaca el uso del aceite como nutricional para preparar
alimentos y como antioxidante (Callisaya & Alvarado, 2016). Cosmético en
acondicionadores para el cabello y en cremas para la piel (Augustyn et al., 2014).
Terapéutico para prevenir algunos problemas inflamatorios (Yang, 2009), atenuar
dafos renales (Anselmo et al., 2018), en afecciones cardiacas (Kris-Etherton et al.,
2001) como la hipertension; ello, en parte asociado al aumento en la
biodisponibilidad de éxido nitrico (Huguenin et al., 2015a; Huguenin et al., 2015b).
Disminuye el riesgo de padecer algunos tipos de cancer (Gonzéalez & Salas-Salvado,
2006), tal como el colorrectal (Hu et al., 2016). En 2014 se describié que el aceite

es efectivo para inhibir el crecimiento y la produccion de aflatoxinas por Aspergillus
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parasiticus, lo cual marca alternativas para utilizar compuestos naturales para
controlar el crecimiento de hongos en los cultivos de productos vegetales de

consumo humano (Martins et al., 2014).

1.4.4 Efectos adversos del uso de la semilla de B. excelsa

De acuerdo con la exploraciéon en distintas bases de datos, las publicaciones
referidas a B. excelsa y obesidad son escasas (Figura 7), la mayoria estan
relacionadas con el aceite que se extrae de su semilla y algunas hacen referencia
a la posible toxicidad que se puede tener por influencia del contenido de selenio
(Mazokopakis & Liontiris, 2018). Al igual que otros alimentos, la posibilidad de
reacciones alérgicas o complicaciones en el sistema digestivo como dolor
abdominal, nduseas, vomito y diarrea no son la excepcion (Hesse, 1955; Senna et
al., 2005; Bansal et al., 2007).

600 -
mmmm Bertholletia excelsa
— Bertholletia excelsa and obesity
500 +
400 -
300 +
200 -
100 - I I I
o 1

PubMed PMC DOAJ PLOS SC|enceD|rect

7

Figura 7. Nimero de publicaciones al buscar el término “Bertholletia excelsa” y “Bertholletia excelsa
and obesity” en diferentes bases de datos (Frausto-Gonzélez et al., 2018).
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Figura 8. A) Bertholletia excelsa Humb. & Bonpl. B) Aleurites moluccanus L.; C) Thevetia peruviana
P., D) Anacardium occidentale L. Imagenes recuperadas de Google (Frausto-Gonzalez et al., 2018).

Si bien no hay evidencias de la seguridad o toxicidad del uso de la semilla de B.
excelsa para el sobrepeso y la obesidad, algunos casos clinicos mencionan que el
consumo deliberado de ésta para bajar de peso puede ser de riesgo para la salud.
El hecho es que existe informacion sobre la toxicidad producida por otras semillas
gue se comercializan para bajar de peso y son nombradas indistintamente como
semilla de Brasil, sin que la gente sepa distinguir entre la especie original y las que
generan efectos cardiotdxicos, entre otros. De entre las llamadas semillas de Brasil
se encuentran: A) B. excelsa Humb. & Bonpl., B) Aleurites moluccanus L. (Candle
nut) (Orellana-Cuéllar et al., 2014; Ubeda et al., 2017), C) Thevetia peruviana P.
(Codo de fraile) (De la Rosa-Torres et al., 2005; Aguilar-Garcia & Maycotte-Luna,




2013), D) Anacardium occidentale L. (nuez de la India comestible) (Lafont & Portacio,
2011). T. peruviana o Codo de fraile es una de las que poseen potencial toxicidad y
son de riesgo para la salud sin que se conozca su potencial utilidad para el

sobrepeso o la obesidad (Figura 8).

Por lo anterior se enfatiza que es importante conocer las caracteristicas botanicas
de las especies, situacion que es dificil ya que no siempre se venden como el fruto
completo sino como pequefas hojuelas, ello impide la adecuada identificacién del
producto. Habra que conocer que el arbol de la semilla de Brasil tiene una altura de
40 a 60 m, puede llegar a vivir cerca de 600 afios (Figura 9, panel izquierdo). Este
se caracteriza por tener ramas lisas con hojas simples y alternas cuyas flores
constan de seis pétalos de color amarillo palido a blanco. Los frutos son redondos,
a menudo de forma y tamafo variado (Figura 9, panel central y derecho), y cada
fruto posee de 10 a 25 semillas de 3.5-5 x 2 cm aproximadamente (Figura 9, panel
central y derecho) (Mori & Prance, 1990; Zuidema, 2003; Augustyn et al., 2014).

Figura 9. Arbol de la semilla de Brasil (Bertholletia excelsa). Foto de Marco Simola for Center for
International Forestry Research (CIFOR). Flor, hojas y semilla (Mori and Prance, 1990; Frausto-
Gonzélez et al., 2018).
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La tabla 2 sintetiza informacion sobre los usos atribuidos a diferentes especies

denominadas semilla de Brasil, sus compuestos bioactivos identificados y las

evidencias farmacoldgicas y toxicoldgicas reportadas.

Tabla 2. Comparacion de las diferentes semillas conocidas como Semilla de Brasil utilizadas como
adelgazante (Frausto-Gonzalez et al., 2018).

Semilla L.JS.OS Compuestos Farmacologia Toxicologia
medicinales*
Diarrea
Bradicardia
Desmayos
. Reduccion de peso No hay diferencias en Nauseas y vomito
Aleurites : h :
moluccana L. y obesidad, asi _ masa cprporal nien _ Mareo _
como de la acidez, Diterpenos como grasa visceral en un Epistaxis, hemorragia
Antigripal, ésteres de forbol estudio con ratas. glomerular y dafio
(Orellana- - L . e
Cuéllar et al. Astringente, Traza,s Qe Hipolipemiante en ratas hepat[co en ratas.
2014: Ubeda ét _ Purgante, _ toxoalbuminas No hay datos que Apatla,_apc_artu_ra
' Hipercolesterolemia, sustenten su uso en ocular disminuida,
al., 2017) S . S
ictiotoxico humanos. reflejos disminuidos,
piloereccién y caida
de pelaje en ratas.
Posible muerte
Thevetia
peruviana Glucésidos cardoténicos
(Persoon) K. flavonoides
Schum triterpenos Efectos inotrépicos Cardiotoxicidad,
Laxante, Febrifugo, esteroides positivos desequilibrio
(De la Rosa- Emeético, Purgativo acido cianhidrico Actividad antibacteriana hidroelectrolitico,
Torres et al., acidos grasos (oleico, (aceite) convulsiones, muerte
2005; Aguilar- palmitico, linoleico,
Garcia & Luna, estearico, araquidico)
2013)
Compuestos fendlicos
Acidos grasos (oleico,
linoleico, palmitico, Actividad depresora
Anacardium estedrico) central y antibacteriana
a-pineno antiinflamatorio P
El cardol es caustico

occidentale L. Aperitivo, Diurético,

(Lafont & Antihelmintico

Portacio, 2011)

levoepicatequina
Acido anacardico y
derivados
Anacardeina
B-sitosterol
Campesterol

Actividades
molusquecida e
hipoglucemiante
Antihipertensivo

y vesicante

Bertholletia Adelgazante y como
excelsa Humb. tratamiento en
& Bonpl. cancer

Acidos grasos (linoleico,
oleico, palmitico,
estearico),
Selenio, Vitamina E,
Compuestos fenolicos,
Flavonoides,
Tocoferoles,
Fitosteroles,

No existe como tal
evidencia como
adelgazante, pero
modifica el perfil de
lipidos y la funcién de la
microvasculatura
Previene enfermedades
cardiovasculares y posee
actividad antioxidante

No existen datos de
toxicidad

*Usos tradicionales que se utilizan en la poblacion.
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[I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido al incremento acelerado de casos de sobrepeso y obesidad en México y a
las pocas opciones de tratamiento farmacoldgico que se tienen; el investigar nuevas
alternativas de terapéutica resulta ser imperante. Si bien la semilla B. excelsa podria
ser de potencial uso para tratar el sobrepeso y la obesidad, ya que se dice que no
sélo disminuye la masa corporal, sino que ademas genera efectos tranquilizantes
gue evitan que la gente coma compulsivamente; la limitante en su uso es que no
existen estudios cientificos preclinicos o clinicos bien establecidos que avalen la
eficacia y seguridad de su uso, por lo cual es de interés para este proyecto obtener
evidencia neurofarmacolégica de la actividad del extracto hexanico de la semilla de
B. excelsa, sus efectos en el peso corporal y su influencia en el metabolismo de
lipidos en ratones, ya que es importante demostrar e investigar las controversias
generadas alrededor de estos productos para evaluar los efectos terapéuticos sobre

los efectos tdxicos o no deseados.

1. HIPOTESIS

El extracto hexanico de B. excelsa produce efectos sobre el SNC y disminuye el
peso en ratones mediado por su accion en el metabolismo de lipidos en higado,

testiculo y epididimo.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto neurofarmacolégico de la semilla de B. excelsa y su influencia en

el metabolismo de lipidos en ratones.
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4.2 Objetivos particulares

» Obtener el extracto hexanico de la semilla B. excelsa (SBHX).

» Evaluar el perfil neurofarmacolégico del SBHX en las pruebas de potenciacion
del efecto sedante-hipnoético inducido con pentobarbital sédico (PBS), del efecto
nociceptivo inducido con formalina y de las convulsiones tdnico-clonicas
inducidas con pentilentetrazol (PTZ), asi como la actividad tipo ansiolitica en las
pruebas de campo abierto, tablero con orificios y cruz elevada en ratones macho
de la cepa SW.

= Medir el incremento del peso corporal en un curso temporal de al menos 40 dias
en ratones machos SW con dieta hipercalorica.

»= Determinar si hay una asociacién en la ingesta de agua y de alimento sobre el
peso corporal durante la administracion del SBHX en ratones macho de la cepa
SW.

» Evaluar los efectos bioquimicos del SBHX sobre los valores de lipidos,
triacilglicéridos y colesterol en higado, epididimo y testiculo en ratones SW.

* Analizar los efectos de SBHX sobre la morfologia del epididimo y del testiculo,
asi como su contenido de grasa.

= Determinar la influencia de SBHX sobre los lipidos al evaluar el area de los
adipocitos del tejido adiposo gonadal y sobre el area de los tubulos seminiferos
de corte transversal en ratones macho SW.

V. MATERIALES Y METODOS
V.1 Modelo biolégico

Ratones macho y hembra de la cepa Swiss-Webster (SW) con peso corporal entre
25 y 30 g mantenidos a una temperatura controlada de 22 £ 1 °C, con ciclos de
luz/oscuridad de 12 h fueron utilizados en grupos de 5-8 animales. Los experimentos
realizados siguieron las especificaciones de uso, manejo y cuidado de animales de
laboratorio contenidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-062-Z00-1999 y las
observadas por el Comité de Etica Institucional (NC17073.0).
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V.2 Reactivos y farmacos

Diazepam (DZP) (Psicopharma®), Etosuximida (ETX) (Sigma-Aldrich®),
Pentobarbital sédico (PBS) (Sedalpharma®), Pentilentetrazol (PTZ) (Sigma-
Aldrich®), tramadol (Griinenthal México, S.A. de C.V.), extracto hexanico de semilla
de B. excelsa (SBHX) (SdB, Guadalajara), Hexano (High Purity de México, S.A. de
C.V.), alcohol etilico absoluto (DECON laboratorios® y REPROQUIFIN®), Solucién
salina isoténica 0.9%, Tween 80, Paraformaldehido (Sigma-Aldrich®) preparado al
4%, Formaldehido (JT Baker®) preparado al 10%, Xileno (FISHER SCIENTIFIC®),
Parafina para histologia (Leica BIOSYSTEMS®), Poli-L-lisina (Sigma), hematoxilina
(Thermo Scientific™ Shandon™), eosina (Sigma-Aldrich®), cloroformo:metanol
preparada 2:1, solucion salina 0.7%, triton en isopropanol preparado 10%, reactivo
CHOL (RANDOX®), y reactivo TG (RANDOX®).

V.3 Preparaciéon del extracto hexéanico de la semilla de B. excelsa

(SBHX)

Para la preparacion de los extractos de la semilla de B. excelsa se hizo una
maceracion de tres lotes diferentes. El extracto hexanico (SBHX) se prepar6 con 3
extracciones de 25 mL de hexano cada unay se dejaron a evaporacion para obtener
un aceite traslicido. El extracto etandlico (SBEtOH) se llevé a cabo con 3
extracciones de 25 mL de etanol absoluto cada una y se dejaron evaporar para
obtener cristales de color café claro. Cada extracto se peso y se relacioné con la
masa total de la semilla para obtener el rendimiento de cada uno (Figura 10). El

SBEtOH se reservo para futuros estudios.
Rendimiento (%) = 100(M/T)

M = masa del extracto (g)
T = masa total de la semilla (g)
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35

'



Extractos de la Semilla de Brasil
Semilla de Brasil (SB)

1 Maceracion

Extraccion con hexano
(25 mL, 3 veces)

\ 4 v
Residuo Recuperacion del
macerado
1 Maceracioén 1 Evaporacién
Extraccién con etanol Extracto hexanico
(25 mL, 3 veces) (SBHX)

| !

Recuperacion del
macerado

1 Evaporacion

Extracto etandlico
(SBEtOH)

Residuo

Figura 10. Método de extraccion de la semilla de Bertholletia excelsa.

V.4 Disefio experimental

Cuatro grupos de ratones macho se formaron como sigue: 1 grupo control (VH,
tween 80 al 0.2-0.5% en solucién salina 0.9%) y 3 administrados con diferentes
dosis de SBHX (30, 100 y 300 mg/kg, i.p.). Para las pruebas farmacoldgicas se

adiciond un grupo control positivo administrado via i.p. con el farmaco de referencia.

Durante el desarrollo del modelo bioldgico, los ratones consumieron alimento
comercial LabDiet® Rodent 5001 formulado con 5%mm de grasa vegetal y contenido
energético de 3.36 Kcal/g. Adicionalmente, los 4 grupos bebieron agua de manera

voluntaria (ad libitum) la que consistié en sacarosa al 34%mnw. (Figura 11).
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Adicionalmente, 2 grupos de ratones hembra se evaluaron como: 1 grupo control y

1 grupo tratado con SBHX (300 mg/Kg, i.p.) para comparar Su respuesta

neurofarmacolégica.

Machos Hembras

o W] e
l

Vehiculo ip. | |  Vehiculo ip.

= >
-

| 30 mg/Kg de SBHX i.p. |

100 >
. -

1 100 mg/Kg de SBHX i.p |

+

Bebida azucarada 34% | 300 mg/Kg de SBHX i.p | | 300 mg/Kg de SBHX ip |
en tratamiento cronico

Figura 11. Composicion nutricional de la dieta utilizada para los grupos de ratones.

Inicialmente se determind la dosis letal 50 de SBHX. Posteriormente se realizé la
evaluacion del perfil neurofarmacolégico evaluando los efectos de tipo ansiolitico,
sedante-hipnético, antinociceptivo y en las convulsiones ténico-clénicas inducidas
con pentilentetrazol (PTZ). Al finalizar las pruebas del efecto tipo ansiolitico se
continué con la administracién cronica mediante el registro del peso, la ingesta de
agua y de alimento cada 5 dias durante 40 dias. Finalmente, los tejidos de testiculo,
epididimo e higado se extrajeron para la determinacion de su peso y contenido de
grasa, triacilglicéridos y colesterol, asi como para el analisis histologico.
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Evaluacion del
efecto tipo ansiolitico

0 dias 40
*Determinacién de la DL, I
«Potenciacion del efecto sedante-hipnético. e T =

inducido por PBS. [ Administracion diaria de SBHX [30, 100 y 300 mg/Kg; i.p] I
*Prueba Qe la formallna. _ ' ) Medicién de la ingesta de agua y alimento y del peso corporal
+Convulsiones tonico-clénicas inducidas por PTZ. cada 5 dias durante 40 dias
h ee——
— o 5 horas de ayuno

Obtencién de higado, epididimo y

] Peso de epididimo, / testiculo
’ higado y testiculo *
Procesamiento de

- muestras o
o—— * Determinacion de

lipidos,
Tincion triacilglicéridos y

- . colesterol
/ hematoxilina-eosina

Anadlisis histolégico
Area de tubulos seminiferos (um2)
Numero de tubulos por campo (25 campos por grupo)
Area de adipocitos (um?)
Porcentaje de grasa (%area) en higado

Figura 12. Disefio experimental para la evaluacion farmacoldgica y bioquimica de SBHX.

V.5 Determinacion de la dosis letal media (DLso) del extracto
hexanico de la semilla de B. excelsa

Antes de las pruebas farmacolégicas se evalud la DLso, via i.p. Para ello se emple6
el método de Lorke (1983) modificado por la norma de OECD (2001). El célculo
corresponde a DLso= V(A) (B), donde A es la dosis més alta administrada en la que
se observo 100% de mortalidad, mientras que la B es la dosis minima en la que no
hubo muerte (0% mortalidad). Una vez que los ratones fueron administrados, se
mantuvieron en observaciéon durante 14 dias, registrando su peso y el ultimo dia se
hizo un analisis macroscopico de los 6rganos. La dosis mas alta que se empleo fue
la de 2000 mg/kg siendo ésta permitida por los comités de ética y recomendada por
la OECD a diferencia de la reportada por Lorke (1983) como 5000 mg/kg (Lorke,
1983; OECD, 2001).
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V.6 Evaluacion del perfil neurofarmacoldgico del extracto hexanico

de la semilla de B. excelsa

V.6.1 Efecto tipo ansiolitico en las pruebas de campo abierto, tablero con

orificios y cruz elevada

Grupos de cinco ratones macho recibieron administracion aguda (volumen de
administracion de 0.1 mL por cada 10 g de peso) via intraperitoneal (i.p.) de las
dosis de 30, 100 y 300 mg/Kg de SBHX, farmaco de referencia diacepam (DZP) (1
mg/Kg, i.p.) y el grupo vehiculo (VH) (solucién salina isotonica (0.9%) + tween 80 al
0.2-0.5%). Treinta minutos después de la administracion, los ratones fueron
evaluados en secuencia en las pruebas conductuales de exploracién como sigue:
campo abierto por 2 minutos, tablero con orificios por 3 minutos y cruz elevada por
5 minutos (Martinez et al., 2006).

Administracion

i.p.
Campo abierto Tablero con orificios Cruz elevada
0 min 30 min 32 min 35 min ’ 40 min
® > o e g
® . ® ©
S

Vehiculo y SBHX
(30, 100 y 300
mg/Kg)

Figura 13. Desarrollo experimental de la evaluacidon farmacolégica del efecto tipo ansiolitico del
extracto hexanico de la semilla de B. excelsa en ratones.
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V.6.2 Potenciacion del efecto sedante-hipnético inducido por
pentobarbital sddico

Esta prueba consiste en administrar a los roedores una dosis de 42 mg/kg de PBS
(Gonzalez-Trujano et al., 1998). Previamente, los animales recibieron los
tratamientos (SBHX 3y 10 mg/Kg, i.p.), el farmaco de referencia (DZP 1 mg/kg, i.p.)
o el vehiculo, y 30 min después se administré el PBS para enseguida registrar la
latencia a la incoordinacion motora o fase de sedacién, la latencia a la pérdida del
reflejo del enderezamiento o fase de hipnosis y, la duracion de la hipnosis o tiempo
desde que inicia la pérdida del reflejo de enderezamiento y su recuperacion (Lopez-
Rubalcava et al., 2006).

V.6.3 Efecto tipo analgésico en la prueba de la formalina

Esta prueba se asocia con un modelo de dolor nociceptivo que permite registrar la
conducta nociceptiva en dos fases. Una temprana y breve que refiere actividad a
nivel SNC. La otra persistente y tardia que permite observar la actividad periférico-
central y refiere dolor asociado a inflamacion. Lo anterior a través del registro del
namero de sacudidas y tiempo invertido en lamer la extremidad que recibe un
estimulo nocivo inducido con 20 pL de formalina al 1% intraplantar (Martinez-
Gonzalez et al., 2017; Hunskaar et al., 1985). Los datos se grafican en un curso
temporal que posteriormente se describe como area bajo la curva para el andlisis
entre grupos control (vehiculo o analgésico de referencia) y tratamiento (dosis del
SBHX) administrados via i.p. 30 min antes de la induccion nociceptiva. El farmaco

tramadol fue utilizado como analgésico de referencia.

40

——
| —



V.6.4 Efecto en las convulsiones ténico-clénicas inducidas con PTZ

Treinta min después de la administracion de los tratamientos antes mencionados,
los ratones recibieron la inyeccion de 80 mg/kg, i.p. de PTZ para la induccién de
convulsiones (Swinyard et al., 1989). Para esta prueba se registr6 la latencia al
primer mioclonus, a la crisis convulsiva generalizada, a la crisis tonica y, finalmente
muerte por la toxicidad del PTZ. Si no se presentaba alguna de estas al término de
30 min, los animales se consideraban protegidos (Cardenas-Rodriguez et al., 2014).

El antiepiléptico ETX y DZP fueron utilizados como farmacos de referencia.

V.7 Medicion de peso corporal e ingesta de agua y alimento

La medicién del peso corporal y la ingesta de agua y alimento de los ratones
evaluados se registré individualmente por dia registrando los promedios cada 5 dias
durante 40 dias, comenzando como dia cero o basal el dia que se realiz6 la
evaluacion del efecto tipo ansiolitico. Para la medicién del peso corporal, los ratones
fueron pesados en una balanza granataria OHAUS® con capacidad de 610 g y
sensibilidad de 0.05 g. Con respecto a la ingesta de alimento y de agua, una
cantidad de agua y de alimento fijo se les colocé y se registré diariamente al dia
siguiente midiendo la cantidad restante de aguay alimento, y reponiendo la cantidad
consumida. Para calcular el consumo de agua y de alimento se utilizé la siguiente

formula:
lagua = (Bagua - Ragua) mL
lalimento = (Balimento - Ralimento) g

B: cantidad de alimento o agua fijo un dia antes de la determinacion.

R: cantidad de agua o de alimento restante al dia de la determinacion.

41

——
| —



V.8 Obtencidon y procesamiento de las muestras bioldgicas

Al cabo de 40 dias de administracion diaria de SBHX, los ratones se dejaron en
ayuno por 5 horas y entonces se les practico la eutanasia mediante sobredosis de
pentobarbital (0.4 mL/ratdn, i.p). Seguido de esto, se les realizé una incision
abdominal para la extraccion del higado, epididimo y testiculo. Cada tejido se pesé
en una balanza analitica BP 310S SARTORIUS® (cap. max = 320 g; sensibilidad =
0.001 g) y enseguida fue refrigerado a una temperatura de -20°C para su

procesamiento histoldgico.

Para la histologia de los tejidos se realizé un corte en el I6bulo inferior derecho del
higado para obtener una muestra de 5x5 mm. En el caso del epididimo y del
testiculo se ocup6 el derecho. Posteriormente se colocaron en un casete y se
almacenaron en un frasco con paraformaldehido al 4% o formaldehido al 10%
durante 24 h para su fijado. El testiculo y epididimo izquierdo, al igual que el restante
de higado se reservaron para la determinacion de lipidos, triacilglicéridos y
colesterol. Los tejidos fijados se deshidrataron con soluciones crecientes de etanol
(50, 75, 95y 100%) y después fueron puestos en xilol, posteriormente se incluyeron
en parafina histolégica y se formaron los bloques que fueron cortados con
microtomo Leica® (RM2125 RTS) en secciones de 5 pum de grosor. Cada seccion

cortada se colocé en laminillas previamente tratadas con poli-L-lisina.

V.9 Andlisis histolégico del tejido adiposo gonadal, testicular y

hepatico

Las muestras colocadas previamente en laminillas se ubicaron en racks y fueron
llevadas al horno durante 20 min a una temperatura de 60°C para ser
desparafinadas. Después se continud su desparafinado colocandolas en xileno tres
veces por 10 min cada una. Enseguida se colocaron en etanol a diferentes

concentraciones, comenzando con etanol al 100% tres veces por 5 min cada una,
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después por etanol al 95% dos veces por 3 min cada una, etanol al 70% por 3 min
y terminando con etanol al 50% por 3 min. Posteriormente, fueron tefiidas con
hematoxilina y eosina (H&E) y se reservaron para su analisis morfométrico

(Rodriguez-Gonzélez et al., 2015).

V.9.1 Medicion del area del adipocito

Cinco campos del tejido adiposo gonadal correspondientes a un ratén fueron
capturados aleatoriamente para cada grupo utilizando un microscopio Optico de
campo claro y procesados con el programa Leica Q 500W para obtener un total de
25 microfotografias de cada grupo con un aumento de 40X. La medicion del area
del adipocito se llevd a cabo con el software AxioVision SE64, version 4.9.1,
delimitando los bordes de cada adipocito y cuantificando las areas en um? (Ibafiez
et al., 2018). Finalmente, la distribucion relativa de la poblacién de adipocitos en el
tejido adiposo gonadal fue determinada para ser graficada utilizando el software
Excel 365.

V.9.2 Mediciéon de los tubulos seminiferos

Cinco campos de tejido testicular correspondientes a un ratdén fueron capturados
aleatoriamente para cada grupo utilizando un microscopio Optico de campo claro y
procesados con el programa Leica Q 500W. Fueron obtenidas un total de 25
microfotografias de cada grupo con un aumento de 40X. Para la medicién del area
de los tubulos seminiferos se consideraron aquellos que se mostraban redondos y
de corte transversa. Esta medicion se llevo a cabo con el software AxioVision SE64,
version 4.9.1, delimitando los bordes de cada tubulo seminifero y cuantificando las

areas en um? (Rodriguez-Gonzélez et al., 2015).
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V.10Determinacion del perfil bioquimico en higado, epididimo y testiculo

V.10.1Extraccién de lipidos

Para la extraccion de lipidos se emple6 el método de Folch modificado, el cual se
fundamenta en un método gravimétrico con una extraccion previa en dos fases
(Folch et al., 1957). En un tubo de 16 X 120 se colocaron 100 mg de tejido y se
adicionaron 5.4 mL de cloroformo-metanol en relacién (2:1) y 1.8 mL de solucién
salina al 0.7%, seguido de esto se homogeneizaron con vortex y se centrifugaron a
1500 rpm durante 15 min. Al término de la centrifugacion se desecho la fase acuosa
y se recolectd la fase organica en un tubo de 16 X 120 mm previamente puesto a
peso constante en un horno a 60°C y pesado. La fase organica se dej6é a
evaporacion durante 48 h dentro de una campana de extraccion. Al finalizar este
tiempo, los tubos fueron pesados en la balanza analitica BP 310S SARTORIUS®
(cap. max = 320 g; sensibilidad = 0.001 g). El célculo para determinar el contenido

de lipidos fue el siguiente:

Cantidad de lipidos (%) = 100(M — N)/T

M: masa del tubo con grasa (Q)
N: masa del tubo limpio, seco y a peso constante (Q)

T: masa del tejido muestra (g)
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V.10.2Determinacién de colesterol total

Para la determinacion de colesterol (CHOL), de manera preliminar se realiz6 el
tratamiento de los lipidos extraidos de cada tejido, a los cuales se le adicionaron
500 pL de tritdn en isopropanol al 10%. Posteriormente se utilizé un método de
punto final a tiempo fijo empleando el reactivo CHOL (RANDOX®) que se compone
de 4-aminoantipirina (4-AAP) 0.28 mM, fenol 8.06 mM, colesterol esterasa (CE) 211
UI/L, colesterol oxidasa (CO) 216 UI/L, peroxidasa 6.667 Ul/L., entre otras
sustancias no reactivas pero necesarias para el funcionamiento 6ptimo del sistema
de reaccioén. Este reactivo fue dispensado en tubos de 12 X 75 mm a los cuales se
les afiadi6 el estandar de CHOL, asi como las diferentes muestras de cada tejido
por duplicado en una proporcion de 1 parte de muestra por cada 100 partes de
reactivo y se dejaron incubar durante 10 min a 20-25°C. Enseguida se tomaron 200
pL de cada muestra, incluyendo el estandar y el blanco de reactivo, y se pusieron
por duplicado en una placa de 96 pozos. La lectura se efectud en el lector de placas
Multiskan 352 para determinar un cambio de absorbancia a una longitud de onda
de 546 nm. Una vez obtenidos los valores del equipo, los calculos necesarios se
realizaron para tomar en cuenta las diluciones empleadas, los datos se expresan
como la concentracién en gramos de CHOL por cada gramo de tejido (g/g de tejido)
(Torre-Villalvazo et al., 2008).

V.10.3Determinacion de triacilglicéridos

La determinacion de triacilglicéridos (TG) se llevé a cabo empleando la solucion de
lipidos utilizada para la determinacién de CHOL (apartado 1.5.4.2) y el reactivo TG
(RANDOX®) empleando el método de punto final a tiempo fijo. Este reactivo se
compone de: lipasa 68 U/L, ATP 2.56 mM, glicerol cinasa (GK) 4 KUI/L,
glicerofosfato oxidasa (GPO) 1.1 KUI/L, 4-AAP 0.71 mM, acido 3,5-dicloro-2-
hidroxibenzenosulfénico (DHBS) 1.56 mM, peroxidasa de rabano (HPO) 9KUI/L,
entre otras sustancias no reactivas pero necesarias para el sistema de reaccion.
Este reactivo fue dispensado en tubos de 12 X 75 mm a los cuales se les afiadio el

estandar de TG, asi como las diferentes muestras de cada tejido por duplicado en
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una proporcién de 1 parte de muestra por cada 100 partes de reactivo y se dejaron
incubar durante 10 min a 20-25°C. Al término de la incubacion se tomaron alicuotas
de 200 pL de cada tubo de reaccion y se colocaron en una placa de 96 pozos para
ser leida en el lector de placas Multiskan 352 para determinar un cambio de
absorbancia a una longitud de onda de 546 nm. Una vez obtenidos los valores del
equipo, los calculos necesarios se realizaron para tomar en cuenta las diluciones
empleadas, los datos se expresan como la concentracion en gramos de TG por

cada gramo de tejido (g/g de tejido).

V.11 Anaélisis estadistico

Los datos obtenidos se expresan como la media + error estandar (EE). El andlisis
estadistico se realizo con el software SigmaPlot, versién 11.0 y SigmaStat, version
3.5, utilizando un intervalo de confianza del 95%. Las pruebas estadisticas fueron
ANADEVA de una y dos vias, dependiendo del numero de factores, seguida de la
prueba post-hoc de Tukey o de Dunnett, asi como la prueba t-student para datos no

pareados.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Rendimiento de los extractos

El rendimiento del SBHX fue en promedio 56%, mientras que se obtuvo un 12%
para el SBEtOH.

Tabla 3. Rendimiento de los extractos de la semilla de B. excelsa obtenidos mediante maceracién
en solventes organicos.

Masa total de

. SBEtOH SBHX
semilla (mg)
rendimiento (%)
1602.0 9.2 51.5
1601.8 8.2 53.8
1093.8 13.8 61.7
1627.5 15.7 61.0

SBHX: Extracto hexanico de B. excelsa. SBEtOH: Extracto etanélico de B. Excelsa.

V1.2 Efecto de tipo ansiolitico de SBHX

VI.2.1 Prueba de campo abierto

Se observé que la exploracion disminuyd en el grupo que recibi6 la dosis de 30
mg/Kg respecto al control (p<0.01) (Figura 14). Al comparar esta respuesta en las
hembras (300 mg/Kg) se observé disminucion significativa vs el grupo VH, asi como

menor exploracién en comparacion con los machos.
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Figura 14. Actividad exploradora de ratones administrados con diferentes dosis de SBHX via i.p. y
grupo vehiculo (VH) en la prueba de campo abierto. Letras minusculas diferentes denotan diferencias
significativas. ANADEVA seguida de la prueba de Tukey. Barras en rojo identifican a grupos de
hembras. #p<0.05, t-student.

VI.2.2 Tablero con orificios
De manera similar, en la prueba de tablero con orificios en ratones administrados
con las diferentes dosis de SBHX mostrd diferencia significativa en todas las dosis
de los tratamientos (p<0.05) en comparacion con el VH (Figura 15). El tratamiento
en hembras también produjo diferencia significativa comparada con el VH y con el

grupo 300 mg/Kg en los machos.
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Figura 15. Evaluacion de la actividad exploradora de ratones administrados con diferentes dosis del
SBHX via i.p. y grupo vehiculo (VH) observados en el tablero con orificios. Letras minUsculas
diferentes denotan diferencias significativas. ANADEVA seguida de la prueba de Tukey. Barras en
rojo identifican a grupos de hembras. #p<0.05, t-student.
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VI.2.3 Cruz elevada
En la prueba de cruz elevada hubo respuesta significativa (p<0.05) al incrementar
la permanencia en brazos abiertos, principalmente con la dosis de 300 mg/Kg
(Figura 16.A). El andlisis del nimero de cruces entre brazos en la dosis de 300
mg/Kg se mantuvo igual que el VH y solamente la dosis de 30 mg/Kg redujo
significativamente los cruces (p<0.05) en comparacion con el grupo VH (Figura
16.B). Los ratones hembras administradas con SBHX (300 mg/Kg) mostraron
incremento significativo en la permanencia en brazos abiertos al ser comparadas
con su grupo control, sin presentar diferencias con el grupo 300 mg/Kg en machos
(p<0.051). ElI nimero de cruces entre brazos disminuyé en este grupo y hubo

diferencias significativas con los controles.

250 b

- - N
[=] o o
o (=] (=]

(5]
o

a

a
mlll =
VH DZP 30 100 300 VH DZP 30 100 300

SBHX SBHX

Figura 16. Evaluacion de la actividad de tipo ansiolitica en la prueba de cruz elevada. A)
Permanencia en brazos abiertos (s) y B) nUmero de entradas y salidas en ratones administrados con
diferente dosis de SBHX via i.p. y grupo vehiculo (VH). Letras minusculas diferentes denotan
significancia. ANADEVA seguida de la prueba de Tukey. #p<0.05, t-student en machos. Barras en
rojo identifican a grupos de hembras. #p<0.05, t-student.

Tiempo en brazos
abiertos (s/5 min)
#

# entradas y salidas
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VI.3 Efecto sedante-hipnético de SBHX en presencia de pentobarbital
sodico

Los ratones administrados con SBHX (3 y 10 mg/Kg) no cambiaron la latencia de

sedacion y de hipnosis. La duracion de la hipnosis en SBHX para ambas dosis se

vio aumentada significativamente con respecto al grupo VH y se comporté de

manera similar al DZP utilizado como farmaco de referencia (Tabla 4).

Tabla 4. Interaccion sedante e hipnética entre el pentobarbital sédico (PBS) y el extracto hexanico
de la semilla de B. excelsa (SBHX) en ratones.

Latencia (min)

Tratamiento Dosis (mg/K Duracion de hipnosis (min
(mg/kg) Sedacién Hipnosis P (min)
PBS + VH - 1.22 +0.04 3.19+0.21 17.92 +4.19
PBS + DZP 1 0.95 + 0.03# 2.97 £ 0.29 51.94 + 6.09*
3 1.23+0.14 3.32+0.25 64.32 £ 6.47*
PBS + SBHX
10 1.05 +0.09 2.65+0.22 74.04 £ 17.91*

*p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett. #p<0.05, t-student.
PBS:pentobarbital sédico. VH: vehiculo. DZP: diacepam. SBHX: extracto hexanico de B. excelsa.
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VIi.4 Efecto tipo analgésico de SBHX en las fases neurogénica e
inflamatoria

En las curvas de curso temporal que representan la respuesta tipo dolorosa se
observé que hubo una disminucion tanto a nivel central en la fase neurogénica entre
el minuto 3 al 5y, posteriormente en la fase inflamatoria a partir del minuto 10 en
los grupos tratados con SBHX y el farmaco de referencia. Este efecto se incremento
en presencia del antagonista a receptores de tipo opioide (Naloxona, 1 mg/Kg, i.p.)
(Figura 17).

-O- VH -@- Naxolona

- SBHX 100 - Naloxona+SBHX 300
-+ SBHX 300

—— SBHX 1000 —*- Tramadol 17.2 mg/Kg

Nocicepcion (s)

Tiempo (min)

Figura 17. Evaluacion del efecto antinociceptivo del extracto hexanico de B. excelsa (SBHX 100, 300
y 1000 mg/Kg, i.p.) en comparacién con el vehiculo (VH) y el farmaco de referencia tramadol (TRM),
asi como en presencia del antagonista opioide naloxona (NX). Los datos se presentan como la media
+ EEM, n=6.
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La descripcion del &rea bajo la curva obtenida de los cursos temporales anteriores
permitid observar las respuestas en la fase neurogénica e inflamatoria donde se
observé una disminucién en la respuesta dolorosa desde la dosis de 100 mg/Kg de
SBHX tanto a nivel central como periférica con respecto al VH (Figura 18.A). La
combinacion del antagonista y el SBHX de 300 mg/Kg evité el efecto antinociceptivo

en la fase neurogénica (Figura 18.B), pero no en la fase inflamatoria (Figura 18.C).
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Figura 18. Evaluacion del efecto antinociceptivo del extracto hexanico de B. excelsa (SBHX 100, 300
y 1000 mg/Kg, i.p.) en comparacién con el vehiculo (VH) y el farmaco de referencia tramadol (TRM
17.2 mg/Kg), asi como en presencia del antagonista opioide naloxona (NX) (A). En la fase
neurogénica (B) y en la fase inflamatoria (C). Los datos se presentan como la media + EEM, n=6.
*p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett.

52

——
| —



VI.5 Efecto de SBHX en las convulsiones inducidas por PTZ

El agente convulsivante PTZ produjo mioclonias (0.89 + 0.03 min), crisis convulsiva
generalizada (1.12 £ 0.05 min) y no se alcanzo el umbral para la presencia de crisis
ténicas en el grupo control (VH) durante el tiempo de evaluacién (30.00 = 0.00 min).
Los farmacos de referencia (ETX y DZP) retardaron significativamente la latencia al
inicio de estas conductas y el tiempo entre la presencia de la primer mioclonia y la
crisis generalizada también se incrementd (5.58 + 0.93 min y 5.60 = 2.15 min)
comparado con el VH (0.23 £ 0.03 min). Las diferentes dosis de SBHX no retardaron
ni previnieron ninguna de las crisis convulsivas inducidas por PTZ. Por el contrario,
éstas facilitaron la presencia de la crisis tonica aumentando la toxicidad del PTZ en

cuanto a mortalidad (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto del SBHX en las crisis convulsivas clénico-tonicas inducidas con PTZ (80 mg/Kg,
i.p.) en ratones.

) Dosis Latencia al inicio (min) Tiempo entre crisis (min) Mortalidad
Tratamiento (mg/Kg) (%)
9’Kg Mioclonia Generalizada Ténica M-G G-T °
VH - 0.89 £0.03 1.12+0.05 30.00+0.00 0.23+0.03 - 0
DzP 1 1.85+0.28* 18.68 +5.09* 30.00+0.00 5.58+0.93* - 0
ETX 150 6.60 + 1.38* 30.00 + 0.00* 30.00 + 0.00* - - 0
30 0.83 +0.04 146+044 1280+5.65* 0.63+0.41 6.92+4.45 40
SBHX 100 0.86 +0.06 1.11+0.15 1558+4.69* 0.25+0.09 7.42+1.43 33
300 0.89 +0.07 1.24+0.13 18.12+5.44™ 0.34+0.11 49+1.72 50

Media + EEM. *p < 0.05, ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett. #p < 0.05, t-Student.
M-G: mioclonia-generalizada, G-T: generalizada-ténica.

V1.6 Influencia de SBHX sobre el peso y consumo de agua y alimento

Los ratones administrados durante 40 dias con SBHX, via i.p, en las dosis de 100 y

300 mg/Kg disminuyeron su peso corporal con respecto al grupo VH, a partir del dia
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5y 15, respectivamente (Figura 19.A). No se observaron cambios en la ingesta de
alimento entre el VH y los tratamientos (Figura 19.B). Sin embargo, se obtuvieron
diferencias significativas en la ingesta de agua en los dias 15 y 30 para el grupo que

recibié 300 mg/kg, y en el dia 25 para el grupo 30 mg/kg (Figura 19.C).
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Figura 19. Peso corporal (A), ingesta de alimento (B) y agua (C) de ratones administrados con
vehiculo (VH) y diferente dosis de SBHX (30, 100 y 300 mg/Kg, i.p.). Los datos se expresan como la
media + EEM, n=5. *p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett.

V1.7 Efecto del SBHX en el tejido adiposo gonadal

Los resultados del tejido adiposo gonadal de los tratamientos con SBHX (Figura
20.D) mostraron reduccion en el peso en los tres grupos comparados con el VH
(p<0.05) (Figura 20.A). Ademas, se redujo el porcentaje de grasa (%) en los grupos
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100 y 300 con respecto al VH (p<0.001) (Figura 20.B) y el area del adipocito (um?)
también disminuyo con todos los tratamientos vs VH (p<0.005) (Figuras 20.C y 20.E).
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Figura 20. Peso del epididimo (g) (A), porcentaje de grasa en el epididimo (%) (B), rea del adipocito
(x1000 pm3). Los datos se expresan como la mediana de un campo de adipocitos obtenido a partir
de 5 microfotografias por ratén (n=5) (C). Fotos representativas de los epididimos después de ser
extraidos (D). Microfotografias representativas del tejido adiposo gonadal tomadas en microscopio
de campo claro con aumento de 40x (E). Vehiculo (VH) y dosis de SBHX (30, 100 y 300 mg/Kg, i.p.).
Letras minasculas diferentes indican diferencia significativa. p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba
de Tukey.

En cuanto a la distribucion acumulada de la poblacion de adipocitos del tejido
adiposo gonadal (Figura 21) se encontré un desplazamiento hacia la izquierda de

los grupos tratados con SBHX.




120

100

80

B0

40 —H
m— S HHX-30
SBHX-100

e SEH X300

Frecuencia acumulada (%)

20

0 2000 4000 G000 8000 10000
Area (pm?)

Figura 21. Frecuencia acumulada de la grasa gonadal de ratones macho administrados con vehiculo
(VH) y diferente dosis de SBHX (30, 100 y 300 mg/Kg).

VI.8 Efecto de SBHX en el tejido testicular

El peso del testiculo no presenté cambios entre el grupo VH y los tratamientos con
SBHX (Figura 22.A). El contenido de grasa (%) disminuy6 en los grupos 30 (p<0.01)
y 300 mg/kg (p<0.001) con respecto al VH (Figura 22.B). El area de los tubulos
seminiferos del grupo con 100 mg/kg fue menor vs VH (p<0.01) (Figuras 22.C y
22.E) sin presentarse cambios en el nimero de tubulos por campo (Figura 22.D).
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Figura 22. Peso del testiculo (A); porcentaje de grasa en el testiculo determinada por el método de
Folch (B); area del tibulo seminifero (x1000 um?2) de corte transversal (C); nimero de tabulos por
campo, 25 campos observados por tratamiento (D); microfotografias representativas de tubulos
seminiferos tomadas en microscopio de campo claro con aumento de 40x (E). Vehiculo (VH) y SBHX
(30, 100 y 300 mg/Kg, i.p.). Se expresa media + EE, n=5. Letras minUsculas diferentes denotan
diferencia significativa. p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba de Tukey.

VI.9 Efecto de SBHX en el tejido hepatico

En el analisis correspondiente al higado de los ratones que recibieron una
administracion diaria de SBHX en distinta dosis se observo que el peso del higado
se mantiene sin cambios en comparacion con el grupo VH (Figura 23.A). Del mismo
modo, el contenido de grasa (%) no presentd cambios en ninguna dosis al

compararla con el grupo VH (Figura 23.B).

——

57

'



-
v e

S 2.0 . 8
S 6] e | I ]
S T o g "
D 13 1 2%
< o D4
% 08 | E%
8 04 S c ?]
) o O
o o
VH 30 100 300 VH 30 100 300
SBHX SBHX

Figura 23. Peso y contenido de grasa del higado de los ratones administrados con distintas dosis de
SBHX (30, 100 y 300 mg/Kg) y grupo vehiculo (VH).

VI.10 Efecto de SBHX sobre el perfil bioquimico

VI.10.1 Triacilglicéridos

La cantidad de TGs determinados en epididimo (Figura 24.A) y en higado (Figura
24.C) disminuyeron significativamente en la dosis de 300 y de 30 mg/Kg,
respectivamente respecto al VH. El contenido de TGs en el testiculo no tuvo
cambios significativos en las distintas dosis de SBHX comparadas con VH (Figura
24.B).

A B c
0.16 16
2% a ab ab b 2 = a
2 §OB Bow 2L
5% : :
S 0 = 008 o 08
= 004 2 ©
(S o] o
I o oo S04
= 50 =) =2
VH 30 100 300 VH 30 100 300 VH 30 100 300
SBHX SBHX SBHX

Figura 24. Triacilglicéridos (g/g de tejido) en epididimo (A), testiculo (B) e higado (C) de ratones
administrados con SBHX (30, 100 y 300 mg/Kg, i.p.) durante 40 dias y vehiculo (VH). Las letras
diferentes denotan diferencia significativa. p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba de Tukey.
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VI.10.2 Colesterol

El CHOL determinado en higado (Figura 25.C) y testiculo (Figura 25.B) no mostr6
diferencias significativas en los grupos administrados con las distintas dosis de
SBHX (30, 100 y 300 mg/Kg) al ser comparadas con el grupo VH. En cambio, el
CHOL presente en epididimo (Figura 25.A) aumento significativamente en las dosis
de 100 y 300 mg/Kg con respecto al VH (p<0.05 y p<0.01, respectivamente).
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Figura 25. Colesterol (g/g de tejido) en epididimo (A), testiculo (B) e higado (C) de ratones
administrados con SBHX (30, 100 y 300 mg/Kg, i.p.) durante 40 dias y vehiculo (VH). Las letras
minUsculas diferentes denotan diferencia significativa. p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba de
Tukey.
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VIl. DISCUSION

En este proyecto se evalud el perfil neurofarmacol6gico de la semilla B. excelsa con
la finalidad de conocer sus efectos benéficos y/o adversos sobre el SNC. En general,
es una semilla a la que se le atribuyen diversos efectos biologicos y nutricionales
(Yang, 2009; Cardoso et al., 2017). En México, esta semilla se ha consumido en
gran demanda como remedio para bajar de peso y resulta interesante el hecho de
gue las personas afirman que al consumirla les genera tranquilidad y les reduce las
ganas de comer de manera compulsiva, ademas de disminuir su talla y peso. Sin
embargo, datos preclinicos o clinicos que corroboren estos hechos son escasos en

la literatura cientifica.

Por lo anterior, en este trabajo de tesis se obtienen evidencias de la eficacia de esta
semilla sobre la conducta tipo ansiedad en donde al ser un posible depresor del
SNC se explor6 de manera preliminar su actividad como analgésico y/o
anticonvulsivo en un perfil neurofarmacolégico. Ademas, sus efectos sobre la
pérdida de peso y su influencia en el metabolismo de lipidos se exploraron en
ratones con dieta hipercaldrica. Adicionalmente se evalué su posible toxicidad
mediante administracidon aguda y cronica; asi como sus efectos en el higado,
testiculo y tejido adiposo gonadal, ya que se ha reportado que el sobrepeso y la
obesidad se relacionan con alteraciones en el SNC y en padecimientos del sistema
reproductivo (Arteaga, 2012).

Al conocer que las semillas son en general de consistencia grasa se inicié con la
preparacion de un extracto de naturaleza no polar como el hexanico, el cual permite
la extraccibn de componentes no polares o 4cidos grasos que son en su mayoria
principales en la composicion de la semilla en estudio. De esta manera, el SBHX se
pudo administrar a los ratones para conocer sus efectos. El rendimiento promedio
gue se obtuvo del extracto no polar fue del 57%, mientras que también se obtuvo
un extracto polar cuyo rendimiento fue del 12%. Cabe sefialar que estos valores
variaron en funcion del nimero de extracciones realizadas con el disolvente hexano,

ya que en el primer lote procesado solo se hicieron dos extracciones con el
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disolvente, mientras que en otros lotes se realizaron 3 extracciones. Con respecto
al rendimiento del aceite, Yang (2009) menciona que el contenido explorado en esta
especie esta entre el 60-70%, el cual fue equivalente a lo obtenido en nuestro

estudio.

La evaluacion de la toxicidad aguda como DLso indicé un valor mayor a 2000 mg/Kg
clasificandola como nivel 5 o de toxicidad minima (OECD, 2001). A partir de este
dato, el SBHX se consider6 para la evaluacion neurofarmacoldgica probando
diferentes dosis en los animales. Esto con el fin de evidenciar su potencial efecto
depresor del SNC. Posteriormente se trabajo con los animales en una
administracion crénica que al finalizar permitio la obtencion de los tejidos de interés

y su procesamiento para la determinacion del perfil bioquimico de lipidos.

El dato obtenido sobre la toxicidad aguda es importante, ya que Bertholletia excelsa
se confunde con otras semillas denominadas también “semilla de Brasil” de las que
si se ha reportado toxicidad, tales como Thevetia peruviana (Aguilar-Garcia &
Maycotte-Luna, 2013; Gonzalez-Stuart & Ortiz Rivera, 2018) que de acuerdo con un
estudio de toxicidad oral aguda de esta semilla en ratones se obtuvo una DLso de
447 mg/Kg, ademas de producir taquipnea, hipotermia severa, relajacion muscular,
convulsiones generalizadas y muerte (Martinez-Enriquez et al., 2002) y Aleurites

moluccanus (Orellana-Cuéllar et al., 2014).

De los tres ensayos para evaluar efecto tipo ansiolitico, la prueba de campo abierto
nos permitié evaluar la actividad exploradora de los ratones como conducta tipo
ansiedad. Nuestros datos mostraron significancia no dependiente de las dosis de
SBHX. Cabe sefialar que la respuesta fue mas homogénea cuando se evalu6 en
hembras en comparacion con la respuesta en machos. Esto es importante en el
sentido de que se sabe que la incidencia de la ansiedad es mayor en mujeres en
comparacion con los hombres en una proporcion de 2 a 1 (Caraveo-Anduaga et al.,
1999). Para reforzar el efecto tipo ansiolitico del SBHX se realizé ademas la prueba
del tablero con orificios, en la cual se confirmo disminucion significativa en el nUmero

de orificios explorados, y por lo tanto una actividad tranquilizante en los ratones.
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Finalmente se incluy6 el ensayo de la prueba de cruz elevada, en ésta se obtuvo
que los ratones que recibieron el SBHX presentaron tendencia a pasar mas tiempo
en los brazos abiertos. Esta Ultima prueba se reconoce como una herramienta ideal
para la evaluacion de sustancias con actividad ansiolitica, donde se utilizan ya sea
ratones o ratas que debido a su naturaleza exploradora les permite decidir por
permanecer y preferir los lugares cerrados a los espacios abiertos y elevados que
se representan en el plus-maze o cruz elevada. Para demostrar si la conducta
ansiolitica se asocia con sedacion, en esta prueba se registré también el nimero de
cruces entre brazos abiertos y cerrados que realizan los roedores. Si este valor es
pequefio en comparacion con el control, entonces refiere sedacion. Por el contrario,
un roedor con efecto ansiolitico explorara mas ambos brazos, tanto cerrados como
abiertos, y permaneceré preferentemente en los abiertos (Lister, 1987). En nuestro
estudio hubo un aumento significativo en el tiempo de permanencia en brazos
abiertos confirmando un efecto ansiolitico y, por otro lado, el nimero de cruces entre
brazos disminuy6 de manera significativa para la dosis de 30 mg/Kg sugiriendo su

posible efecto sedante que se evitdé al aumentar la dosis.

Para complementar el espectro depresor del SNC del SBHX, en este perfil
neurofarmacolégico se realizaron pruebas de sedacion, nociceptiva y de crisis
convulsivas. Con ellos se confirmé efecto de tipo tranquilizante y ademas analgésico
en el dolor nociceptivo inducido en la prueba de la formalina, el cual fue significativo
desde la dosis de 100 mg/Kg, tanto a nivel central en la fase neurogénica como a
nivel periférico en la fase inflamatoria. La presencia de NX como antagonista de
receptores inhibitorios de tipo opioide previno la respuesta tipo analgésica del
extracto en la fase neurogénica sugiriendo la participacion de éstos en el efecto
central de SBHX.

Adicionalmente, la administracion del SBHX en combinacion con un agente
convulsivante como el PTZ (bloqueador del sitio alostérico del receptor GABAA)
promovioé la facilitacion sobre las crisis tonicas inducidas por este antagonista no
competitivo del principal aminoacido inhibidor del SNC (Swinyard et al., 1989). Lo

anterior en conjunto indica que efectivamente hay componentes de B. excelsa que
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actuan a nivel del SNC con efectos inhibidores, en parte asociados al sistema de
neurotransmision GABAérgica y de opioides. Respecto al sistema GABAérgico, la
combinacion de SBHX (3 y 10 mg/kg) con el sedante-hipnético pentobarbital sodico
promovio la potenciacion de la duracion de la hipnosis en los ratones reforzando su
interaccion en el receptor GABAA. se sabe que sustancias que actlan como
agonistas alostéricos del receptor GABA pueden potenciar las accion depresora de

este aminoacido inhibidor (Sieghart, 2015).

Sibien es cierto que los datos observados en modelos experimentales no se pueden
extrapolar en su totalidad a lo que sucede en los humanos, éstos son una
herramienta fundamental para comprender diferentes procesos fisiopatolégicos que
pueden padecer los humanos, asi como en la busqueda de nuevos farmacos
comparando su eficacia y presencia de los efectos adversos con los ya
comercializados. En este sentido, se busca asociar conductas propias de la biologia
animal que responden de forma similar como conducta analoga en el ser humano.
Tal ha sido el caso para estudios sobre el miedo y la ansiedad (Rohra & Qazi, 2008).
Por lo que se asume que en los humanos la ansiedad es equivalente a la respuesta
de miedo en los animales (Cruz-Morales et al., 2003). Asi como la respuesta ante
un estimulo nocivo como el dolor o la generacién de actividad paroxistica como

sucede en las convulsiones.

El hallazgo sobre el efecto ansiolitico de B. excelsa es relevante de considerar para
el tratamiento del sobrepeso y obesidad por dos importantes razones: la primera
basada en que el sobrepeso y obesidad constituye un sindrome con una alta
prevalencia de comorbilidad psiquiatrica tal como los trastornos de ansiedad,
depresion, conductas adictivas, trastornos de alimentacion, entre otros. Es
considerada como uno de los principales “estigmas sociales” que desencadena en
alteraciones psicoldgicas que aumentan per se la ansiedad, afectando la calidad de
vida del individuo (Seijas & Feuchtmann, 2018). Se ha reportado que existe un
aumento de aproximadamente un 25% de probabilidad de desarrollar trastornos del
estado del animo y ansiedad en personas con sobrepeso y obesidad, asociado
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también a la gravedad de la enfermedad que crece a la par del IMC (Scott et al.,
2008; Baker et al., 2017).

En segundo término, los medicamentos aprobados para el sobrepeso y obesidad
se enfocan principalmente a la pérdida de peso y de acuerdo con Londofio-Lemos
(2012) menciona que: “el doctor Jason Halford, lider en obesidad y apetito de la
Universidad de Liverpool precisa que los fabricantes de medicamentos anti-
obesidad se enfocan sobre todo en la pérdida de peso como su principal objetivo y
no toman en cuenta los factores motivacionales y comportamientos mentales que
comunmente causan la obesidad” (Londofio-Lemos, 2012). Muchos medicamentos
tienen como efecto adverso la propiedad de ser algunas veces ansiogénicos, por
ejemplo: fentermina/topiramato y naltrexona/bupropién (Garvey et al., 2016),
aumentando alin mas la probabilidad de presentarse esta comorbilidad y con ello la

interaccidbn medicamentosa que complica el tratamiento.

Como se habia planteado anteriormente, los modelos experimentales en animales
tratan de considerar tanto los efectos fisiopatolégicos que existen en un
padecimiento en el humano mediante las conductas de los animales, estableciendo
asi bases para una mayor confiabilidad en la eficacia y seguridad de los farmacos.
Por lo que el efecto tipo ansiolitico de la semilla de B. excelsa podria servir como
adyuvante en el tratamiento del sobrepeso y la obesidad. No obstante, ya que en
los resultados se observé significancia estadistica en la potenciacion del suefio
inducido con el sedante-hipnético pentobarbital s6dico, es importante no combinar
alternativas de terapéutica que, si bien por una parte podrian aumentar la propiedad
tranquilizante, por otra parte, podrian potenciar los efectos depresores del SNC

generando posible toxicidad en su combinacion con otros depresores.

Con respecto a los efectos producidos con la administracion repetida del SBHX
sobre el peso corporal y la ingesta de agua y alimento se encontré que reduccion
en el peso corporal sin que exista alteracion en la ingesta de agua y de alimento. Es
importante recordar que la bebida rica en carbohidratos se utilizo en el disefio
experimental para generar el aumento de peso. Lo anterior basados en que se sabe

gue los niveles altos de sacarosa promueven, a partir de la fructosa la produccion
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de triacilglicerol y por ende el aumento en los niveles de acidos grasos (Ayala et al.,
2008). Con lo anterior, se obtuvo que los ratones que recibieron el VH estuvieron
por arriba del peso corporal de los tratados con SBHX sugiriendo un efecto positivo

de la semilla de B. excelsa sobre la movilizacion de lipidos para la pérdida de peso.

Se ha reportado que la pérdida de peso en pacientes con sobrepeso y obesidad es
eficaz no sélo para disminuir el exceso de grasa sino que también mejora las
comorbilidades asociadas a ella, ya que por ejemplo, la pérdida modesta de
peso puede mejorar el control glucémico, reducir la presion arterial, y reducir los
niveles de CHOL, ademéas de aumentar la longevidad en individuos con obesidad
(Goldstein, 1992). Al observar la disminucion en la ganancia de peso que produce
la semilla de B. excelsa se tuvo el interés de evaluar también sus efectos sobre la
grasa del sistema reproductivo (tejido adiposo gonadal y testiculo) y la funcién del
higado, por ser el principal tejido implicado en el metabolismo de lipidos. De manera
interesante, el tejido adiposo gonadal presenté cambios tanto a nivel celular como
en sus parametros bioquimicos, destacando que la disminucion de peso estuvo
asociada a la pérdida de grasa y de TG que se correlaciona con la disminucion del
tamafo de los adipocitos en estos tejidos.

Si bien no se realizaron estudios fitoquimicos en esta etapa del estudio, es
importante mencionar que ya se han descrito la naturaleza y composicién de éstos
en la literatura. Por lo anterior, los efectos sobre la conducta y los cambios
bioquimicos que se encontraron tras la administracion de SBHX en los ratones se
podrian asociar a los diferentes componentes que contiene la semilla B. excelsa

como se explica a continuacion.

Con respecto al efecto tipo ansiolitico observado, se ha reportado que acidos grasos
promueven la reduccion de los comportamientos de tipo ansiedad en ratas jovenes
asociado en parte al mecanismo molecular del receptor GABAAa (Bernal-Morales et
al., 2017). En particular, el SBHX contiene terpenos como f3-sitosterol, el cual se ha
probado de manera individual demostrando su efecto tipo ansiolitico (Aguirre-
Hernandez et al., 2007).
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Recientemente, la asociacion de obesidad con respuestas de tipo ansiolitico se
reportd6 en ratones INK-ATTAC. En este estudio se eliminaron las células
senescentes que expresan pl6ink4a en cerebros de estos ratones como lo
observado en los medicamentos senoliticos dasatinib y quercetina. Se encontré que
la obesidad provoca acumulacion de células gliales senescentes en la proximidad
del ventriculo lateral. Estas células presentaron mayor cantidad de grasa en ratones
con obesidad y al eliminarse dichas células se restaurd la neurogénesis y se inhibio
el comportamiento relacionado con la ansiedad. Se concluy6é que las células
senescentes son contribuyentes a la ansiedad inducida por la obesidad y que los
senoliticos podrian ser una nueva via terapéutica con potencial para tratar los

trastornos neuropsiquiatricos (Ogrodnik et al., 2019).

En cuanto a nuestro estudio, la reduccion de la grasa influencid la disminucién en el
peso corporal. Se ha reportado que el acido linoleico (18:2 w-6) es el acido graso
polinsaturado mas abundante (43%) en la semilla de B. excelsa (Yang, 2009) y
comprobado en este trabajo (Anexo 1), el cual proporciona a este aceite algunas
caracteristicas dietéticas interesantes (Chunhieng et al., 2008). Este en conjunto
con sus isémeros produce efectos como anti-inflamatorio, anti-carcinogénico y
estimulador del sistema inmune (Viladomiu et al., 2016). En cuanto al problema que
nos enfocamos del sobrepeso y la obesidad, el acido linoleico se ha asociado con
una accién reductora sobre la grasa corporal, ya que se considera que disminuye la
incorporacion de lipidos en diferentes tejidos, en especial, el adiposo (Shen et al.,
2013). En este sentido, se ha reportado la inhibicion de la proliferacion y el retardo
en la agrupacion de células adiposas (3T3-L1) debido a la reduccion de los niveles
del PPARYy-2, un receptor nuclear que regula la formacion del tejido adiposo (Kliewer
et al., 1997; Wahli et al., 1999).

En el caso de la vitamina E y los compuestos fendlicos que contiene la semilla de
B. excelsa, éstos le dan un valor como antioxidante y se ha demostrado que
disminuyen el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares debido a la
inhibicion de la oxidacién del CHOL de baja densidad (c-LDL) (Meydani, 2000a;
Meydani, 2000b; Yang, 2009). Ademas, la vitamina E protege a lipoproteinas, acidos
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grasos poliinsaturados, membranas celulares e intracelulares de los dafios que
pueden sufrir (Raederstorff et al., 2015) evitando asi el estrés oxidante, el cual juega
un papel importante en la patogenia del sobrepeso y obesidad. Se sabe que el
estrés oxidante puede aumentar la deposicion de preadipocitos, la diferenciacion de
los adipocitos y el tamafo de los adipocitos maduros (Manna & Jain, 2015). El
contenido de acido linoleico y los tocoferoles contenidos en el SBHX podrian
participar en conjunto para evitar el estrés oxidante y regular los niveles de

adipocitos.

Se sabe que los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) inhiben la lipogénesis
mediante la disminucion de la cantidad de factores de transcripcién (por ej. SREBP-
1c activa) que regulan la sintesis de AG, TG y fosfolipidos (Yahagi et al., 1999;
Shimano, 2000). Ademas, los AGPI w-3 también participan aumentando la
expresion de PPAR-a favoreciendo oxidacion de AG y estimulando la actividad de
lipoproteinlipasa (LPL) que desencadena una mayor depuracion de VLDL, asi como
una disminucién en la produccién de VLDL que da como resultado la reduccion de
los TG (Figura 26) (Ros, 2007). De acuerdo con lo observado en nuestros resultados
con el SBHX, es posible que en la reduccién en la masa de adipocitos se encuentren
participando parte de estos mecanismos que sera interesante explorar en futuros

estudios.
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Figura 26. Esquema de los mecanismos moleculares por los que los acidos grasos (AG) n-3 reducen
los triglicéridos circulantes. Imagen tomada de Ros (2007).

Por su parte los fitoesteroles estan asociados a un efecto reductor de CHOL
mediante 3 mecanismos complementarios. El primero evita la absorcién del CHOL
dietético debida a la competencia de los fitoesteroles por ser absorbidos a nivel
intestinal; el segundo inhibe la acil-CoA:colesterol aciltransferasa (ACAT) por lo que
el CHOL no puede ser esterificado para ser almacenado y por ultimo, aumenta el
eflujo de CHOL no esterificado hacia el intestino mediante la estimulacion del
transportador ABC (Figura 27) (Valenzuela & Ronco, 2004). En este sentido, los
resultados obtenidos en el tejido gonadal con respecto al aumento de CHOL podrian

ser apoyados y explicados en parte por estos mecanismos.
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Figura 27. Niveles de accion de los fitoesteroles en la absorcion, esterificacidn y eflujo del colesterol.
Imagen modificada de Valenzuela & Ronco (2004).

Es importante mencionar que nuestros resultados asociados a la alteracion en el
metabolismo de lipidos de la semilla de B. excelsa también se relacionan con
estudios clinicos; por ejemplo, una investigacion en mujeres brasilefias
adolescentes obesas (n=17) reportd que el consumo de esta semilla mejoré el perfil
de lipidos y la funcién de la microvasculatura asociada a su alto nivel de &cidos
grasos insaturados y otras posibles sustancias bioactivas (Maranhao et al., 2011).
Otro estudio reportdé que también mejora el perfil lipidico en voluntarios sanos al
consumir altas cantidades (20-50 g) de la semilla B. excelsa en una sola dosis sin
presentarse modificaciones en los parametros bioquimicos de la funcién hepatica y
renal (Colpo et al, 2014). En un estudio controlado de pacientes con
hipercolesterolemia que consumieron harina desengrasada de la semilla de B.

excelsa mostré una reduccion del CHOL sérico (Carvalho et al., 2015).
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VII.  CONCLUSION

El perfil neurofarmacolégico del extracto hexanico de la semilla de B. excelsa
muestra que ésta produce efectos de tipo ansiolitico, sedante y analgésico y
disminuye el peso de ratones asociado a la pérdida de grasa sin modificar su ingesta
de alimento y agua en dieta hipercal6rica. Lo anterior da evidencia de los efectos
atribuidos a la semilla de B. excelsa para su consumo humano en el control del
sobrepeso. No se observaron efectos de toxicidad en ninguna de las dosis
evaluadas, aunque si se observo que potencio el efecto hipnético del pentobarbital
y facilité las crisis tonicas en presencia del agente convulsivo pentilentetrazol. Por
lo que es necesario realizar ain mas estudios sobre su eficacia y seguridad, asi

como el establecer regulacién en su uso.

IX. PERSPECTIVAS

Partiendo de los resultados obtenidos de este trabajo se proponen los siguientes

estudios para su seguimiento:

+ Analizar los componentes de SBHX e identificar aquellos que tengan accion
bioldgica para su posterior aislamiento y dilucidacion, asi como la busqueda
del mecanismo de accién tales como la expresion de SREBP-1c, PPAR-q,
PPAR-y y LPL asociados al metabolismo de lipidos.

+ Evaluar los efectos de SBHX sobre modelos con obesidad en ratones

+ Evaluar los efectos de los componentes del extracto polar de B. excelsa.
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ANEXO
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# t. ret. (min) Altura Area Area%  Norm% Nombre comun (dcido)
1 21.684 8,633,335 304,551.4 0.123 0.14 Acido palmitoleico
2 21.864 1,733,362,176 47,217,220.0 19.023 21.42 Acido palmitico
3 23.485 1,072,250,240 24,294,802.0 9.788 11.02 Acido linoleico
4 23.537 4,376,094,720 132,174,528.0 53.250 59.97 Acido oleico
5 23.732 571,715,712 16,402,386.0 6.608 7.44 Acido estedrico

Anexo 1. Principales componentes de SBHX identificados mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. t. ret.: tiempo de retencién, norm: normalizada.
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PUBLICACIONES

LA SEMILLA DE Bertholletia excelsa: RIESGO O BENEFICIO
COMO OPCION TERAPEUTICA PARA EL SOBREPESOQ Y
LA OBESIDAD

OswaLpo FrausTo-GonzALEZ*E S, FERNANDO NarvAEZ-GonzALEZ?, CLaumia J. BaumisTar,
Maria Eva GonzALEZ-TRUJANOY

ABSTRACT

Overweight and obesity are currently one of the most important public health
challenges. Its incidence increases becoming a global epidemic with complications
that dimirish the quality of life of people who suffer it. In Mexico, more than 70%
of adult population is overweight; however, its treatment is imited. The low efficacy
and safety in available treatment generates little attachment of the patients, who
resort to other easily accessible alternatives to reduce their weight and awoid the
complications and adverse effects. Bertholletia excelsa, known as Brazil seed, is used
as a natural product to control weight and reduce amsaety or desire to eat impulsoeely.
Despite the benefits verbally reported by users, little has been described in scientific
literature about its properties to treat thiz health problem. The cobjective of the
present review is to give general information about B. excelsa reporting its chemical
composition, uses and kiclogical effects, and the possible risks and benefits in their
consurmnption. Although it is a natural product, it does not have studies to support
itz safe recommendation for health The above is added to the lack of specificity in
the use of the term seed of Brazl which iz applied to recognized towic species.

Keywords: overweight, obesity, Brazil nut, Bertholletia excelsa.
RESUMEN

El sobrepeso v la obesidad son actualmente un reto importante de la Salud Pablica.
Suincidencia aumenta convirtiéndose en una epidemia rmundial con complicaciones
gque disminuyen la calidad de vida de las personas. En México, mas del 70% de 1a
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