Universidad Michoacana de San Nicolés de Hidalgo

Programa Institucional de Maestria en Ciencias Biologicas

Facultad de Biologia

Area teméatica: Biotecnologia alimentaria

Determinacion y caracterizacion de los compuestos con actividad inhibitoria
de la lipasa pancreética presentes en las hojas de Hibiscus rosa-sinensis

TESIS

Que como requisito para obtener el grado de:

Maestro en Ciencias Bioldgicas

Presenta:

Bidl. Oscar Fernando Gallegos Torres

Asesora de tesis:

D.C. Patricia Rios Chavez

Morelia, Michoacan. Julio de 2024



El PRESENTE TRABAJO SE REALIZO EN EL
LABORATORIO DE FITOBIOQUIMICA, UBICADO EN EL
EDIFICIO B-4 ADSCRITO A LA FACULTAD DE BIOLOGIA
DE LA UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS
DE HIDALGO BAJO LA DIRECCION DE LA D.C. PATRICIA
RIOS CHAVEZ




Agradecimientos

Agradezco al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia
(CONAHCYT) por el otorgamiento de la beca brindada para llevar a cabo mis

estudios a nivel maestria.

También quiero agradecer a mi alma mater, la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo y a la Facultad de Biologia, institucion donde me formé como
bidlogo, por permitirme tener una solida formacion a nivel profesional, tanto a nivel
licenciatura, como a nivel de posgrado en el Programa Institucional de Maestria en
Ciencias Biologicas, con enfoque a Biotecnologia Alimentaria.

No sin mas agradecer a mi asesora, la Doctora en Ciencias Patricia Rios Chavez,
por ser una excelente guia y profesora, ademas de mostrarme su vision sobre los
productos naturales y su apoyo para iniciar y ahora culminar mis estudios de

maestria, asi como sus aportes para la realizacion del presente proyecto.

De igual manera, agradezco a mi comité sinodal, conformado por el Dr. Asdrubal
Aguilera Méndez, la Dra. Berenice Yahuaca Juarez, Dra. Irene Avila Diaz y Dra.
Judit Araceli Avifia Verduzco, junto con mi asesora (miembro del comité) por
asesorarme y aportar su profundo conocimiento de sus respectivos campos en la
investigacion cientifica, sus observaciones y su tiempo dedicado en revisar el

presente trabajo.

Finalmente, y no menos importante, agradezco el compafierismo, apoyo Yy
disponibilidad de mis compafieros de laboratorio y de la maestria (Gera, Luis, Aram,
Charly, Mora, Jhon, Juan, Gus, Belén y Oli) por los buenos momentos compartidos.



indice

RESUMEN . ... e ttttetee ettt et e e e e e e ettt et e e e e e e s e sttt b et e aaeeeeaasssbbeeeaeeeeaaannssbaneeaaeens 6
A B ST RA CT ittt e e e e et e e e e e e e e e ————aae e e e e e —————taaaeaaaaaarararaaaeeaaaan 8
1. INTRODUCCION .....cooiitiitiiieete ettt ettt et e ettt e ete s e eneeeaearesreaneas 10
1.1 LA liPaS@ PANCIEALICA......cevieuiieiirieiirietrie ettt ettt ettt ebe e 10
1.2 0ODESIAAA Y SAIUA ...ttt 11
1.3 Ladieta como factor importante en la obesidad...........ccoccevvvveciieevineccececeeee, 14
1.4 El uso de plantas medicinales para el tratamiento del sobrepeso y la obesidad
....................................................................................................................................................... 15
1.5 ANTECEUBNTES ..ottt b s bt sttt b et ne e 16
1.5.1 HiDISCUS FOS@-SINENSIS ...oeiiiieeieeseeeseetete ettt sttt s ae e naeeas 16
1.6 Caracteristicas de HibDiSCUS rOS@-SiNESIS......ccocevriririnieiinieirieerieerese e 22
2. JUSTIFICACION. ... .ocueieeecee ettt ettt et e et eeteste e e e etesresreaneas 23
T o 11 =10 =] 1 TS 23
4. OBUJETIVOS .ottt ettt e e e e e e e e et a e e e e e e e e et aaaaaaeaaaan 23
4.1 ODJELVO QENEIAL......ocueeiiceeeecteeeeee ettt ettt e st e s te e e e besteenaesreensesteesnentens 23
4.2 ODbjJetiVOS ESPECITICOS ....oveeeiiiiceeciceeete ettt st ae e esaesbeesnente s 23
5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ..ovtttiiieiiiiiiiiiee e e et e e e e e e e s snsaaneeeaa e e e e s annnnenes 24
6. MATERIALES Y METODOS .....oiiiiei ettt ettt en e 25
6.1 MELOUO dE EXITACCION ....c.viveiiieiiieiete ettt ettt b et nes 25

6.2 Separaciéon de los compuestos por cromatografia en capa fina (TLC) y columna. .. 25

6.3 Determinacién de la actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica............cccccceeueenene. 25
6.4 Caracterizacion quimica de las fracciones obtenidas del extracto hexanico............. 25
6.5 MOAEIO MUIINO ...ttt 26
6.6 Estimacion de la asimilacién de los triacilgliceroles en el modelo murino.................. 26
6.7 ANALISIS ©SATISTICO .....eeviiviieieieieieeee ettt st ne e 27
7. RESULTADOS ... e e e e e et et eeaaaas 28
7.1 Determinacion in vitro del porcentaje de inhibicion de la lipasa pancreética frente a
tres extractos diferentes (etanol, acetato de etilo y hexano). ........ccoccevevireevenceieneeiennne 28

7.2 Separacion de fracciones presentes en el extracto hexanico mediante un sistema de
SOIVENTES PO TLC ..ottt ettt ettt et a et estesae et e ebeeneenbesaeeneesneenseseeeneensens 29

7.3 Determinacion in vitro del porcentaje de inhibicion de la lipasa pancreética frente a
nueve fracciones provenientes del extracto heXanICo. ..........cccocvevevieceririenenenereeee 30

7.4 Determinacion in vitro del porcentaje de inhibicion de la lipasa pancreética frente a
nueve sub-fracciones provenientes de la fracCion 5 (F5). ....ccooveveveeeriniinenerereeeeee 36



8. DISCUSION ..ottt ettt ettt ettt et e et et e reeaeeaeete s e e ereeaens 39

8.1 Analisis quimico del extracto hexanico, sus compuestos con mayor porcentaje de
abundancia y su actividad biologica presentes en las hojas de H. rosa-sinensis............ 43

8.2 Analisis quimico de la fraccion 5 (F5) y sus compuestos con actividad biolégica .... 45

8.3 Analisis quimico de la sub-fraccion 5 A (F5-A) y sus compuestos con actividad

o] 0] [0 o T ToT= TSR 45
9. CONCLUSION ... .ottt ettt ettt ettt e ettt e et e ste e e e teeaeateareaneas 46
10. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES. ......ccoo oo, 46
11, REFERENCIAS ... oottt e e e e e ettt e e e e e e e e st e e e e e e e e e e nnnnnnenes 48



RESUMEN

Introduccion. El sobrepeso y la obesidad en la poblacibn mexicana se incrementa
afo con afo, siendo tratados con orlistat, un farmaco que inhibe la actividad de la
lipasa pancreatica, enzima clave en la asimilacion de los lipidos dietarios. Sin
embargo, presenta efectos secundarios, por esto, es de uso restringido. Por lo que
el objetivo del presente trabajo fue el aislamiento y la caracterizacién del compuesto
0 compuestos inhibitorios de la lipasa pancreatica que estdn presentes en el

extracto de hoja de Hibiscus rosa-sinensis.

Métodos. Se obtuvieron tres extractos en etanol, acetato de etilo y hexano de las
hojas secas de H. rosa-sinensis en una relacién 1:10 (p/v). Cada uno se someti6 a
la prueba in vitro de la actividad inhibitoria de la lipasa. Después, se realizaron TLC
y cromatografia en columna del extracto que tuviera la mayor actividad inhibitoria.
A cada una de las fracciones obtenidas se les realizO nuevamente la prueba
inhibitoria in vitro y se analizaron por cromatografia de gases acoplada a masas
para conocer los compuestos presentes en ellas. De la fraccion que presento el
mayor porcentaje de inhibicion se someti6 a TLC analitica y preparativa para
separarla en sub-fracciones y a cada una de ellas se sometieron nuevamente a la
prueba de la lipasa in vitro. Posteriormente se llevaron a andlisis por CG/EM la sub-
fraccion de la F5 que presentd mayor porcentaje de inhibicion de la lipasa.
Finalmente, se llevo a cabo la administracion en un modelo murino de ocho grupos,
todos suministrados con una emulsion lipidica, donde el grupo 1 solo se le dio la
emulsion; el 2, emulsion + orlistat a 50mg/kg de peso; el 3, 4 y 5 la emulsion + F5 a
50, 25y 12.5 mg/kg de peso; y el 6, 7 y 8 emulsion y a las mismas dosis, pero del

extracto hexanico.

Resultados. El extracto hexanico presentd un 74% de inhibicion de la enzima, a
diferencia del 41% del orlistat. A partir de este extracto se aislo la fraccién 5 (F5) la
cual present6 un porcentaje de inhibicion del 98%. De esta fraccion se obtuvieron
nueve sub-fracciones, siendo la F5-A aquella que obtuvo el mayor porcentaje de
inhibicion frente a la enzima, con 64%. Finalmente, en un modelo murino, la F5 a
una concentracion de 50 y 25 mg/kg de peso inhibieron a la lipasa pancreatica,

mayor que el orlistat (control). El andlisis de la F5 y F5-A por cromatografia de gases
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acoplada a gases masa present6 tres compuestos en comun B-Sitosterol, acido

linolénico y a-Amirina.

Conclusion. Este trabajo es el primer informe sobre la actividad inhibidora de la
lipasa pancreatica del extracto hexanico de hojas secas de Hibiscus rosa-sinensis.
Ademas, la fraccion 5 (F5) aislada de este extracto tiene una inhibicion del 98% de
la enzima. Su constitucion fitoquimica consiste en alcoholes ciclicos, triterpenos,
acidos grasos e hidrocarburos, de los cuales el acido palmitico, el acido a-linolénico,
el acido 9,12-octadecadienoico, el B-sitosterol y el fitol han tenido informes en la
literatura con actividad supresora de esta enzima. Sin embargo, se desconocen los

mecanismos de inhibicién de estos compuestos.

Palabras clave: Hibiscus rosa-sinensis, obesidad, lipasa, cromatografia, modelo
murino



ABSTRACT

Introduction. Overweight and obesity in the Mexican population increases year after
year, being treated with orlistat, a drug that inhibits the activity of pancreatic lipase,
a key enzyme in the assimilation of dietary lipids. Orlistat cannot be used for a long
period because of its side effects. The objective of the present work was the isolation
and characterization of the pancreatic lipase inhibitory compound(s) present in

Hibiscus rosa-sinensis leaf extract.

Methods. Ethanol, ethyl acetate, and hexane extracts of the dried leaves of H. rosa-
sinensis in a 1:10 (w/v) ratio, were tested in vitro for pancreatic lipase inhibitory
activity. Then, TLC and column chromatography were performed of the extract with
the highest inhibitory activity. Each of the fractions obtained was again subjected to
the in vitro inhibitory test and analyzed by gas chromatography coupled to mass to
determine the compounds present in them. The highest anti-lipase activity fraction
was chromatographed in column using a gradient of hexane-ethyl acetate (6:4) to
yield nine fractions (F1 -F9). Subsequently, the F5 subfraction that presented the
highest percentage of lipase inhibition was subjected to GC/MS analysis. Finally, the
oral lipid tolerance test was carried out in a murine model with eight groups, all
supplied with a lipid emulsion, where group 1 was given only the emulsion; group 2,
emulsion + orlistat at 50mg/kg of weight; groups 3, 4 and 5 the emulsion + F5 at 50,
25 and 12.5 mg/kg of weight; and groups 6, 7 and 8 emulsion with the hexane extract

at the same doses.

Results. The hexane extract presented 74% inhibition of the enzyme, as opposed
to 41% for orlistat. From this extract, fraction 5 (F5) was isolated, which showed an
inhibition percentage of 98%. Nine sub-fractions were obtained from this fraction,
F5-A being the one that obtained the highest percentage of inhibition against the
enzyme, with 64%. Finally, in a murine model, F5 at a concentration of 50 and 25
mg/kg body weight inhibited pancreatic lipase, more than orlistat (control). The
analysis of F5 and F5-A by gas chromatography coupled to gas mass presented

three compounds in common B-sitosterol, linolenic acid and a-Amyrin.



Conclusion. This is the first report of pancreatic lipase inhibitory activity of hexane
extract of dried leaves of Hibiscus rosa-sinensis. Also, fraction 5 (F5) isolated from
this extract have a 98% inhibition of the enzyme. Its phytochemical constitution
consists of cyclic alcohols, triterpenes, fatty acids, and hydrocarbons, of which
palmitic acid, a-linolenic acid, 9,12-octadecadienoic acid, B-sitosterol and phytol
have had reports in the literature with suppressive activity of this enzyme. However,

the mechanisms of inhibition of these compounds are not known.

Keywords: Hibiscus rosa-sinensis, obesity, lipase, chromatography, murine model



1. INTRODUCCION
Actualmente, la obesidad es una de las enfermedades mas importantes en todo el

mundo, se puede definir como una acumulaciéon anormal y excesiva de tejido
adiposo (OMS, 2021). Esto desencadena una gran acumulacion energética aunada
a la falta del uso de esta. Lo que conlleva a que los adipocitos aumentan de tamarfio,
produciendo la caracteristica patoldgica. El crecimiento patoldgico de los adipocitos,
sucesivamente, producen una alteracion en las sefiales nutricionales que son
responsables de la enfermedad conocida como obesidad (Magafia-Rodriguez,
2021). Para poder tratar la pérdida de peso efectivamente, existen varias estrategias
en la prevencion de la obesidad tales como el uso de anorexigenos, como la
fentermina y el dietilpropion, los cuales promueven la alta produccién de
catecolaminas que, en altas concentraciones, tienden a suprimir el apetito. Otro
tratamiento es el promover la actividad fisica acompafiada de una dieta balanceada.
Por dltimo, un tratamiento que consiste en alterar el metabolismo de los lipidos por
la inhibicibn de la absorcibn de las grasas (Singh, M. et al, 2020). La
tetrahidrolipostatina (Orlistat TM), derivado de lipostatina, obtenida de Streptomyces
toxytricini, es el Unico inhibidor de la lipasa pancreatica aprobado actualmente para
el tratamiento de la obesidad a largo plazo. Los resultados de su empleo pueden
llegar a un 10% de pérdida de peso acompafiado de una dieta balanceada y
actividad fisica (Castillo-Celis, 2018). Sin embargo, este farmaco puede ocasionar
efectos adversos, tales como dolor de cabezay, algo bastante caracteristico son la
incontinencia fecal y la consistencia de heces grasosas (Xiguanj Q, 2018). No
obstante, una alternativa para el tratamiento en la pérdida de peso efectiva son las
plantas, que comprenden una reserva diversa de metabolitos secundarios, muchos
de estos con propiedades farmacoldgicas importantes por lo cual podrian ser

usadas para disminuir la absorcion de los lipidos de la dieta.

1.1 Lalipasa pancreatica
La lipasa pancreatica (triacilglicerol acilhidrolasa) es una enzima gastrointestinal

gue tiene como papel fundamental hidrolizar los enlaces de éster de los triglicéridos
a diglicéridos, después monoglicéridos y finalmente a acidos grasos libres, lo cual

va a ayudar al ingreso de lipidos en el metabolismo, lo que la involucra en el
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desarrollo de enfermedades tales como la obesidad. Las sales biliares, como agente
emulsificante en el proceso de la digestion, tienden a interponerse entre la lipasa y
su sustrato, por lo que es necesario un cofactor que permita actuar a la lipasa, la
colipasa. En un pH de 6 (el 6ptimo para esta enzima) y en presencia de la colipasa,
la lipasa libera acidos grasos y monoglicéridos de una manera rapida y eficiente. Al
ser la enzima responsable de la hidrolisis de los triacilgliceroles, se ha vuelto un foco
en la investigacion para el tratamiento del sobrepeso y la obesidad. Los tratamientos
para tratar dicha condicién han sido empleados desde 1960, tal es el caso del
dietilpropion, ademas de la fentermina, ambos inhibidores del apetito. Estos
farmacos empleados para el tratamiento del sobrepeso y la obesidad se
categorizaron como anorexigenos, que se caracterizan por actuar liberando
catecolaminas, neurotransmisores tales como la noradrenalina y dopamina en altas
concentraciones, lo que provoca que se inhiba la sensacion de hambre y apetito.
Un tercer farmaco que se emplea hoy en dia es el Orlistat, un farmaco utilizado para
el mismo fin que los anteriores, su principal funcién es prevenir la absorcién de
lipidos consumidos en la dieta, reduciendo asi la ingesta cal6rica (Londofio-Lemos,
2012).

1.2 Obesidad y salud
La obesidad se caracteriza por la deposicién excesiva de tejido adiposo. Este tejido

es el encargado de llevar a cabo el almacén de energia corporal en forma de
triacilgliceroles. Sin embargo, el desbalance energético es una de las causas de la
obesidad, ya que una cantidad excesiva de energia ocasiona que las células
preadipociticas se conviertan en adipocitos (hiperplasia) y se acumulen
triacilgliceroles en los adipocitos maduros (hipertrofia) (Ortega-Pérez, 2020). Para
medir la obesidad se emplea el indice de masa corporal (IMC), el cual consiste en
el peso de una persona (en kilogramos) dividido por el cuadrado de su altura (en
metros). Una persona con un IMC igual o superior a 25 se considera con sobrepeso.
Sin embargo, cuando presenta un IMC de 30 o mas generalmente se considera
obeso. Esta enfermedad se consider6 como un problema que solamente se

presentaba en los paises economicamente desarrollados. Actualmente, el
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sobrepeso y la obesidad estdn aumentando drasticamente en los paises de ingresos
bajos y medianos, en particular los entornos urbanos. Esta condicidn tiene niveles
epidémicos a nivel mundial, razén por la que la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) la considera la epidemia del siglo XXI. De hecho, el aumento excesivo de
peso corporal desencadena una serie de enfermedades crénicas, por lo cual, es el
sexto factor principal de riesgo de defuncién en el mundo. Cada afio fallecen
millones de adultos a consecuencia del sobrepeso o la obesidad, es por esto por lo
que la primera causa de muerte por el exceso de peso son las enfermedades
cardiovasculares (cardiopatias y accidentes cerebrovasculares), seguido de la
diabetes y, por ultimo, riesgos de padecer algunos canceres (mama, ovarios,
préstata, higado, rifiones y colon) que son atribuidos a esta condicion patoldgica
(OMS, 2017). De acuerdo con el Boletin Electronico de Obesidad desde una
Perspectiva Cognitivo Conductual, en el afio 2021, el sobrepeso y obesidad se
reconocen como uno de los retos mas importantes de la Salud Publica a nivel
mundial debido a su magnitud, la rapidez de su incremento y el efecto negativo que
ejerce sobre la salud de la poblacibn que la padece. Ademas, incrementan
significativamente el riesgo de padecer enfermedades crénicas degenerativas no
transmisibles, la mortalidad prematura y el costo social de la salud. Se estima que
el 90 % de los casos de diabetes mellitus tipo 2 se atribuyen al sobrepeso y la
obesidad. México ocupa uno de los primeros lugares en la prevalencia mundial de
obesidad en poblacion adulta, la cual es diez veces mayor que en paises como
Japon y Corea. En nuestro pais, mas del 70 % de la poblacion adulta tiene exceso
de peso. La prevalencia de sobrepeso es mas alta en hombres que en mujeres,
mientras que la prevalencia de obesidad es mayor en las mujeres que en los
hombres. Respecto a la poblacién infantil, México ocupa el cuarto lugar de
prevalencia mundial de obesidad, superado por Grecia, Estados Unidos e Italia. Por
lo anterior, es necesario planear e implementar estrategias de accion efectivas,
dirigidas a la prevencion y control de la obesidad del nifio, el adolescente y el adulto.
La experiencia global indica que la atencion correcta de la obesidad y el sobrepeso
requiere coordinar estrategias multisectoriales eficientes, las que permiten potenciar

los factores de protecciéon hacia la salud, particularmente con la modificacion del
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comportamiento de los individuos, y de los &mbitos familiar y comunitario. De
acuerdo con los datos mas actualizados del INEGI y la Encuesta Nacional de Salud
y Nutricion en el 2020, la prevalencia de sobrepeso en la poblacion mexicana
dividido en subpoblaciones tres rangos de edad que son 5-11 afios, 12-19 afios y
20 o0 mas afios, el primer grupo presenta datos similares entre hombres y mujeres;
el segundo grupo, las mujeres presentan una mayor prevalencia en condicién de
sobrepeso y; en el tercer grupo, los hombres llegan a mostrar mayor cifra que las
mujeres. Esto sigue posicionando a México entre los primeros lugares en obesidad
infantil a nivel mundial, problema que se presenta mas a menudo en los estados del
norte (Baja California Norte y Baja California Sur) y en comunidades urbanas con el
39.7% y en menor proporcion en estados del sur del pais (Oaxaca y Chiapas) en
comunidades rurales con el 34.6%. Con respecto a los adultos, los resultados de la
ENSANUT de 2020 indican que México es el segundo lugar mundial en personas
adultas con 7 de cada 10 adultos (72.6% de poblacion adulta en México) de ellos
tienen sobrepeso u obesidad. Esta prevalencia es mayor en mujeres que en
hombres y es similar entre los grupos de 30 a 79 afios. En la ultima encuesta del
2018 del INEGI en colaboracion con la ENSANUT, la cifra de personas con
sobrepeso y obesidad aumento en adultos a un porcentaje de 75.2% (39.1%
sobrepeso y 36.1% obesidad) en donde la mayor prevalencia en sobrepeso es para
hombres y en obesidad para mujeres.

La obesidad esta estrechamente asociada con el deterioro de la salud, ya que es
un factor de riesgo en el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias,
enfermedades cardiovasculares, enfermedad osteoarticular, varios tipos de cancer
como de colon, préstata y mama, ademas de apnea de suefio entre otros (Mnafgui
et al., 2014).
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1.3 La dieta como factor importante en la obesidad
Una dieta se define como los habitos alimenticios que se tienen determinados en la

vida cotidiana de una persona. Este habito se define por cuestiones geograficas,

culturales y econémicas (OMS, 2018).

La dieta debe ser completa, es decir, que contenga todos los nutrimentos que el ser
humano requiere (hidratos de carbono, proteinas, grasas, vitaminas, minerales y
agua); que exista un equilibrio entre los nutrimentos; en cantidades suficientes para
permitir el crecimiento y desarrollo adecuados y mantener el peso dentro de los
limites aconsejables en el adulto, evitando los excesos que causarian la obesidad y
la deficiencia que daria por resultado la desnutricion. Otro requisito de la dieta es
gue sea variada, esto es que haya diversidad de alimentos. Sin olvidar que sea
inocua, tanto por no contener sustancias perjudiciales, como por no poseer
gérmenes que nos ocasionan dafio, lo cual exige una preparacion higiénica. Asi
como adecuada a la edad, sexo, tamafio corporal, actividad fisica y al estado de

salud de quien la consume (Capsulas para la vida, DGSM-UNAM, 2011).

En las dltimas décadas ha incrementado el consumo de dietas de tipo occidental
(Western Diet, WD) en las sociedades occidentalizadas, incluyendo la comida
procesada, los bocadillos y los refrescos azucarados, y dejando de lado la fibra, las
vitaminas y los minerales. La dieta occidental se caracteriza por ser rica en azucares
refinados, sal, carnes procesadas, grasas saturadas y aditivos alimentarios, y baja
en fibras, vitaminas, minerales, frutas y verduras. Se trata de una dieta rica en
energia, pero pobre en nutrientes. Ademas, presenta altos indices glucémicos por
lo que los niveles de glucosa en sangre aumentan rapidamente. Por tanto, supone
una elevada absorcién de calorias proveniente de carbohidratos refinados y picos
de glucosa e insulina en plasma en cortos periodos de tiempo y termina con una
absorcion de nutrientes en el tejido adiposo, lo que conlleva un rapido aumento de
peso (Christ et.al., 2019). Seguir una WD no solo supone un aumento de peso,
también cambios patologicos en los lipidos, un metabolismo energético y una
activacion del sistema inmune. Como modifica cualitativa y cuantitativamente el
ecosistema microbiano intestinal, y por tanto altera el equilibrio inmuno-metabdlico,

incrementa la tendencia a desarrollar trastornos metabdlicos cronicos como la

14



obesidad, la diabetes de tipo 2, enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas y autoinmunes, los cuales estan asociados con inflamacién
sistémica de bajo grado atribuida a la endotoxemia (Statovci et.al., 2017; Christ
et.al., 2019).

1.4 El uso de plantas medicinales para el tratamiento del sobrepeso y
la obesidad
Existe mucha evidencia acerca del uso de productos naturales para tratar la

obesidad, como es el caso del té verde y el ginseng por mencionar algunos. Dentro
de sus propiedades esta la de inhibir a la lipasa gastrica y pancreéatica, asi como la
estimulacién de la termogénesis reportada para él té verde (Chantre y Lairon, 2002).
Por otro lado, Panax ginseng, perteneciente a la familia de las araliaceas, ha
demostrado que tiene muchos beneficios fisiologicos y farmacologicos, como
antidiabético, anticancerigeno, antiobesidad, anti-hiperglicemica y ayudan a la
reduccion del colesterol (Attele et al., 2002). Los principales componentes activos
de esta planta son las saponinas y los polisacaridos del ginseng y el principal
componente activo responsable de su efecto contra la obesidad, que son los
ginsenadsidos. Segun los informes, el ginseng influye en los niveles de hormonas
como la leptina, la grelina y la adiponectina, asi como en el apetito. Otra de las
plantas usadas como tratamiento son Hibiscus sabdariffa, que tiene propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antiobesidad y antidiabéticas. Los principales
compuestos bioactivos, como antocianinas, flavonoides y acidos organicos, son
responsables de la actividad antiobesidad de la planta. Finalmente, Hibiscus rosa-
sinensis. Esta planta ha sido ampliamente estudiada principalmente por paises del
medio oriente por sus efectos benéficos como anticonvulsionante, antipirético,

antidiabético, entre otras propiedades que se le atribuyen (Jena et al., 2023)

La H. rosa-sinensis se encuentra dentro de la familia Malvaceae, y de esta especie,
la flor se usa en la India como infusidn o bebida refrescante para bajar la fiebre. Otra
actividad reportada es la antihiperlipidémica o hipolipemiante (Sachdewa vy
Khemani, 2003). Dentro de los compuestos reportados en las flores de H. rosa

sinensis estan la tiamina, riboflavina y acido ascorbico (Agarwal y Prakash, 2013).
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El equipo de trabajo de Rios-Chéavez et al., (2019) reporta que las hojas y flores
frescas de H. rosa-sinensis tiene propiedad antimicrobiana y no presenta
citotoxicidad ademas reporta la composicion fitoquimica de ambos tejidos siendo el
acido linolénico y linoleico los componentes mayoritarios. Magafia-Rodriguez (2021)
reporta que el extracto etandlico de las hojas fresca y secas presentan una actividad
inhibitoria de la lipasa pancreética in vitro, asi como inhibe la asimilacion de una
emulsion lipidica en ratas Wistar igual que el orlistat, pero sin los efectos
indeseables de este farmaco. Sin embargo, se desconoce cual es el compuesto que
aporta esta actividad. Por esta razon, el objetivo del presente trabajo es la
determinacién y caracterizacion del compuesto o compuestos inhibitorios de la

lipasa pancreética presentes en las hojas de H. rosa-sinensis.

1.5 Antecedentes
Se sabe que una dieta alta en grasas llega a inducir hipercolesterolemia,

hiperlipidemia, diabetes, hipertension, obesidad, entre otras patologias. Existen dos
tipos de grasas la de origen animal y vegetal cada una de ella con diferentes
composiciones de acidos grasos saturados, monoinsaturados, poliinsaturados vy,
por ultimo, los acidos grasos trans. Existen diferentes estudios de como el tipo de
grasa y su composicién pueden ser benéficos o perjudiciales para la salud (Vaca
Navarrete, L. A., 2020)

Dentro de los mecanismos para perder peso, estan la activacion de la B-oxidacion,
inducir la saciedad, estimular que se gaste la energia, inhibicion de la diferenciacion
de los adipocitos, promoviendo la apoptosis de los adipocitos, incrementando la
lipolisis, y mejorar el metabolismo de los lipidos, como seria el caso de retardar la
absorcion de los &cidos grasos por medio de inhibir a la lipasa (Singh, M. et al,
2020).

1.5.1 Hibiscus rosa-sinensis
En el afio 2003, la autora Ross reporto un estudio sobre algunos aspectos como su

descripcion botanica, origen y distribucion, usos en medicina tradicional en algunos
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paises. Por ejemplo, en Bangladesh donde usan una decoccion de sus flores como
regulador del ciclo menstrual; en China hacen extracto con agua caliente de sus
flores y lo usan como ténico y estimulante de la circulacion sanguinea; en México
reportd que las personas lo usan como tratamiento para la inflamacion del colon,
que ayuda con la diarrea grave acompanada de heces con sangre o mucosa.
Ademas de esto, habla sobre su constitucion fitoquimica y las actividades
farmacoldgicas y aplicaciones en tratamientos clinicos, como, por ejemplo,
antiestrogénico, anticonvulsivo, ayuda con la infertilidad, antifingico,

antiinflamatorio, antiovulatorio, entre otros mas (Ross, 2003).

Jadhav et al., en el afio 2009 habla sobre los usos en medicina tradicional de H.
rosa-sinensis, que se ha usado como estimulante en el crecimiento del cabello, asi
como tratamiento en Ulceras. En una evaluacién terapéutica en 30 personas que
sufren de hipertension e hipercolesterolemia se trataron con la droga Siddha, siendo
uno de sus constituyentes H. rosa-sinensis, demostrando que es eficaz en la

reduccion de los niveles de colesterol y triglicéridos (Jadhav et al., 2009)

Por otro lado, existe un estudio donde fraccionaron en 5 partes el extracto etandlico
de las hojas de H. rosa-sinensis y registraron la actividad antidiabética en las ratas
no obesas con esta condicién. Encontraron dos fracciones F3 y F5 que demostraron
la naturaleza insulinotropica y el efecto protector en los ratones NOD, sugiriendo
gue estas fracciones pueden contener un potencial agente hipoglucemiante oral
(Moqgbel et al., 2011).

En el afo 2013, los investigadores Mamun y colaboradores realizaron un estudio
sobre los efectos del extracto etandlico de las hojas de H. rosa-sinensis en ratas
diabéticas inducidas por alloxan para averiguar sus efectos afiadiendo una
comparacion con la metformina (un farmaco usado como tratamiento antidiabético).
Los resultados sefialaron que las hojas de la planta, en comparacion con la
metformina, tenian una profunda actividad hipoglucemiante e hipolipidémica,
ademas de que no se presentaron efectos secundarios del extracto foliar (Mamun
et al., 2013).
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Otro estudio fue el de Nwibo et al., (2016) sobre los efectos de los productos de las
hojas de H. rosa-sinensis en indices hematoldgicos, el perfil lipidico y los parametros
hepaticos de ratas hiperlipidémicas para demostrar como acttan los metabolitos
secundarios de las hojas y este estudio resultd en que las hojas ayudaron a
disminuir los niveles de LDL, asi como de colesterol total. Sugiriendo que pueden
ser empleadas para el tratamiento de enfermedades relacionadas con sindromes

metabdlicos (Nwibo et al., 2016)

En el estudio de Sahu (2016), se demostrd que el extracto etandélico de hojas de H.
rosa-sinensis tuvo capacidad de actuar contra los efectos hepatotéxicos del farmaco
piroxicam el cual es usado principalmente como un tratamiento antiinflamatorio,
analgésico y antipirético. Incluso como un antitumoral y contra canceres de vejiga y
colorrectales invasivos. Sin embargo, ha llamado la atencién debido a su toxicidad

producida por un consumo prolongado (Sahu, 2016).

En otro estudio a manera de revisién se habla sobre esta planta, donde mencionan
gue tiene varios usos medicinales importantes para tratar heridas, inflamaciones,
fiebre y tos, diabetes, infecciones causadas por bacterias y hongos, caida del
cabello y Ulceras gastricas en varios paises tropicales. Se realiz6 un andlisis
fitoquimico que documento que los principales compuestos bioactivos responsables
de sus efectos medicinales son los flavonoides, taninos, terpenoides, saponinas y
alcaloides. Los experimentos de estudios recientes mostraron que varios tipos de
extractos de todas las partes de H. rosa sinensis exhibian una amplia gama de
efectos  beneficiosos, como actividades hipotensoras, antipiréticas,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antioxidantes, antibacterianas, antidiabéticas,
cicatrizantes y abortivas. Sin embargo, hay muy pocos estudios sobre toxicidad. No
obstante, estos estudios mostraron que la mayoria de los extractos de todas las
partes de esta planta no presentaban signos de toxicidad a dosis elevadas segun el
analisis histologico (Missoum, A., 2018).
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En otro estudio realizado por Priya et al., en el afio 2021, su objetivo era averiguar
la actividad antibacteriana y el analisis fitoquimico de los extractos de la planta
entera (raiz, flor y hojas) de H- rosa-sinensis. Realizaron andlisis fitoquimicos de
varias partes de las plantas, que mostraron la presencia de los siguientes
fitoquimicos: alcaloides, terpenoides, taninos, flavonoides, saponinas, compuestos
fendlicos, carbohidratos, azlcares reductores y triterpenoides. Los estudios
actuales han demostrado que la planta H. rosa-sinensis contiene actividades
antimicrobianas significativas en los extractos de MeOH. Las actividades
antibacterianas de la planta pueden deberse a la presencia de saponina, taninos y

flavonoides (Priya et al., 2021).

Otro estudio realizado por Olayiwola et al., en 2021 nos habla sobre el aislamiento,
la identificacion y las actividades biologicas de H. rosa-sinensis. En este estudio, se
investigo el contenido fendlico total, el contenido total de flavonoides, el potencial
antioxidante, la inhibicion de la acetilcolinesterasa y las actividades antibacterianas
del extracto de hoja de esta planta. Los resultados demostraron que presenta una
alta capacidad antioxidante y antimicrobiana. Ademas de que su contenido de
fenoles, a partir de un extracto metandlico crudo, fue alto, alrededor de un 86.14 mg
(Olayiwola et al., 2021).

Segun Sanadheera et al., en el afio 2021 reportaron en su articulo de revisién que
los pétalos de flores de H. rosa-sinensis como "té" son eficaces para pacientes
diabéticos e hipercolesterolémicos. Se realizaron busquedas en las siguientes
bases de datos médicas. Evaluaron los datos obtenidos criticamente para evaluar
si las dosis efectivas de los estudios de investigacién coincidian con las dosis
presentes en las infusiones de esta planta. Se categorizaron y extrajeron los datos
sobre los usos de H. rosa-sinensis, los efectos antidiabéticos, los efectos
antiinflamatorios, los efectos antihipercolesterolémicos y sus fitoquimicos. La
revision reveld que la dosis de pétalos de H. rosa-sinensis presente en un té de
hibisco casero es tedricamente suficiente para provocar efectos antihiperglucémicos

y antihiperlipidémicos. La infusién casera de hibisco es eficaz para controlar la
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diabetes y la hipercolesterolemia sin causar toxicidad aguda (Sanadheera et al.,
2021).

Asimismo, existe un estudio que habla sobre la importancia etnofarmacolégica de
las especies de Hibiscus que conforman a la familia Malvaceae, donde reportan que
las dosis suministradas de estas plantas optimizaron los niveles de glucosa,

triglicéridos, colesterol total y mejoraron la hipertension (Jeffery y Richardson, 2021).

Savale et al., en 2022 realiz6 una revision que resume la fitoquimica, la farmacologia
y los usos medicinales de esta flor con el propésito de encontrar lagunas exigentes
para futuras investigaciones e investigar su potencial terapéutico mediante ensayos
clinicos. Document6 que el analisis fitoquimico de H. rosa-sinensis presenta los
siguientes compuestos bioactivos principales como responsables de sus efectos
medicinales: flavonoides, taninos, terpenoides, saponinas y alcaloides. También
menciona que los experimentos de estudios recientes han mostrado que varios tipos
de extractos de todas las partes de exhibian una amplia gama de efectos
beneficiosos, como actividades hipotensoras, antipiréticas, antiinflamatorias,
anticancerigenas, antioxidantes, antibacterianas, antidiabéticas, cicatrizantes y
abortivas. Asimismo, se realizaron estudios sobre toxicidad, que mostraron que la
mayoria de los extractos de todas las partes de esta planta no mostraban signos de
toxicidad a dosis elevadas segun el analisis histologico. Sin embargo, algunos de
los extractos si alteraron los parametros bioquimicos y hematoldgicos. Por lo tanto,
deben realizarse mas investigaciones para aislar los fitoquimicos y explorar su

mecanismo de accién especifico (Savale et al., 2022).

Sable y colaboradores en el afio 2023 estudiaron varias plantas con actividad
medicinal y farmacologica sobre la diabetes mellitus (DM) con la finalidad de
demostrar que se puede hacer uso de plantas como alternativa a los medicamentos
comunes, como la metformina. Consultaron datos etnobotanicos de alrededor de
unas 800 plantas, de las cuales, entre todas ellas, H. rosa-sinensis se ha registrado
como una planta que se usa con el fin de mantener el nivel y el metabolismo del
azucar en personas que padecen esta enfermedad. Demostrando que los

medicamentos a base de plantas son una mejor opcion que los medicamentos
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sintéticos debido a sus menores efectos secundarios. Ademas, los medicamentos
formulados a base de plantas estan ampliamente disponibles y se pueden adquirir

sin necesidad de una receta médica (Sable et al., 2023).

H. rosa-sinensis se le conoce comunmente como rosa de China, es una planta
medicinal con una rica historia de uso tradicional. Presenta diversas propiedades
farmacologicas, incluidas sus actividades antibacterianas, antifungicas,
antidiabéticas y anticancerigenas. Ademds, presenta efectos antioxidantes,
antiinflamatorios y cicatrizantes, lo que la convierte en un valioso recurso botéanico
para diversas necesidades sanitarias. La rosa de China encierra un potencial
prometedor para la medicina moderna y los remedios naturales (Sharma y Sharma,
2023).

A ultimas fechas, Amtaghri, S. et al., en este afio (2024) revisaron las propiedades
farmacoldgicas y fitoquimicas de Hibiscus rosa-sinensis L y también resumieron las
caracteristicas farmacologicas, fotoquimicas y toxicolégicas de H. rosa-sinensis.
Todas sus partes contienen numerosos compuestos quimicos, como flavonoides,
taninos, terpenoides, antocianinas, saponinas, alcaloides ciclopeptidicos y
vitaminas. Y lo que es mas interesante, las raices de esta planta contienen
glucésidos, taninos, fitosteroles, aceites fijos, grasas, flavonoides, saponinas,
gomas y mucilagos. Las hojas contienen alcaloides, glucosidos, azUcares
reductores, grasas, resinas y esteroles. El tallo contiene otros compuestos quimicos,
como sitosterol, acetato de teraxerilo, acidos esterculico ciclico y malvalico. Por
altimo, las flores contienen riboflavina, tiamina, apigenidina, acido oxalico, acido
citrico, quercetina, niacina, pelargonidina y acido ascérbico. Mencionan que esta
especie tiene una amplia variedad de aplicaciones farmacologicas, como
actividades antimicrobianas, antioxidantes, antidiabéticas, antiinflamatorias,
antihipertensivas, antifertilidad, antifingicas, anticancerigenas, promotoras del
crecimiento del cabello, antihiperlipidémicas, reproductivas, neuroconductuales,
antidepresivas y antipiréticas. Por ultimo, revelaron que los estudios toxicolégicos
han demostrado que las dosis mas altas de extractos de la planta son seguras
(Amtaghri, S. et al., 2024).
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1.6 Caracteristicas de Hibiscus rosa-sinesis
Es una planta arborea, ya que llega a crecer hasta los 4.7 metros de alto. Presenta

hojas con forma ovalada (siendo mas anchas en la base que en la punta) y su

crecimiento va de los 5 a los 15 cm de longitud, disponiéndose de manera alterna

en la inflorescencia, llegando a tener un color verde oscuro y su margen es dentado.

El estambre y estilo presentan tallos fusionados a manera de una columna que va

desde el centro de los pétalos y permanece extendido. Sus flores llegan a medir

hasta los 15 cm y, dependiendo de las variedades de la planta, los pétalos llegan a

ser festoneados o lisos, simples o dobles, dependiendo de la variedad cultivada.

Carl von Linnaeus fue el primero en describirla y hasta la fecha no se ha modificado

algo con respecto a su taxonomia. Su clasificacion biolégica es la siguiente

(www.tropicos.org, 2021):

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Geénero: Hibiscus

Especie: Hibiscus rosa-sinesis

Fotografia de la flor de Hibiscus rosa-sinesis. (Fuente: elaboracion propia)
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2. JUSTIFICACION
Debido al aumento de casos de obesidad en México se han reportado el incremento

de enfermedades asociadas a dicha condicidn. Existen algunos farmacos que son
usados para tratar esta afeccion. No obstante, la mayoria de estos presentan
efectos secundarios, por lo cual se restringe su uso. Las hojas de H. rosa-sinensis
presentan una actividad inhibitoria contra la lipasa pancreatica in vitro. Sin embargo,
se desconoce cual es la naturaleza quimica del compuesto o compuestos que
presentan dicha actividad. Por lo que el presente trabajo tiene como objetivo

determinar y caracterizar el o los compuestos activos.

3. HIPOTESIS
Los compuestos presentes en las hojas de H. rosa-sinensis presentan una

capacidad inhibitoria sobre la lipasa pancreatica.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar y caracterizar cual es el compuesto o compuestos que tiene la actividad

inhibitoria de la lipasa pancreética.

4.2 Objetivos especificos
1. Evaluar la actividad inhibitoria de las diferentes fracciones del extracto de

hoja de H. rosa-sinensis sobre la lipasa pancreética in vitro

2. Determinar el efecto de la fraccion con mayor actividad inhibitoria de la lipasa
pancreatica sobre la asimilacion de lipidos en un modelo animal.

3. Caracterizar fitoquimicamente el compuesto o compuestos que presentaron
la actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Obtencién de los
extractos de las hojas de
H. rosa-sinensis (1:10
p/v)

Cromatografia
en capafina
(TLC)

Determinacion de la

actividad inhibitoria
—> de lalipasa

pancreatica (Jaradat

et al.. 2017)

Extraccién sanguinea
delacola

Purificacién y

Estimacion de la caracterizacion del
asimilacion de compuesto o Cromatografia en
compuestos con columna
TAG’s p

actividad inhibitoria de

la lipasa pancreética
Determinacién de

TAG’s
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Método de extraccion
Luego de la recoleccion de las hojas de H. rosa-sinensis se trituro el material y se

coloco en un matraz con etanol al 98%, acetato de etilo y hexano cada uno en una
relacion [1:10%/v]. Se dejé macerar a 4°C por una semana. Después, se llevaron a
sequedad con ayuda de un rota vapor con bomba de vacio, y el residuo se
resuspendio en los diferentes solventes antes mencionados para la realizacion de
la cromatografia en capa finay en DMSO concentrado para tener una concentracion

de 1mg/ml, para la determinacion de la actividad de la lipasa pancreatica.

6.2 Separacion de los compuestos por cromatografia en capa fina (TLC) y
columna.
Se usaron placas de silice gel de 20 x 20 cm y se probaron diferentes combinaciones

de solventes para ver en cual sistema se obtenia un mayor nimero de bandas.
Después, se uso6 una columna para poder obtener mayor cantidad de cada una de
las fracciones, las cuales fueron usadas para determinar la actividad inhibitoria de

la lipasa pancreatica in vitro.

6.3 Determinacion de la actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica
De cada fraccion que se obtuvo se hizo un barrido de concentraciones de 50, 100,

200, 300 y 400 pg/ml disueltos en DMSO al 1%. Se tomo 0.2 ml de las diferentes
concentraciones y se le afladié 0.1 ml de una solucion de la lipasa pancreatica
(Img/ml) y 1 ml de buffer Tris-HCI pH 7.4 y se incubd durante 15 min a 37°C,
transcurriendo ese tiempo se le afiadié 0.1 ml de una solucién de p-nitrofenil-butirato
y se incubo durante 30 min a 37°C, transcurrido ese tiempo se midié su absorbancia

a 405 nm. Se utilizé orlistat como control positivo (Jaradat et al., 2017).

6.4 Caracterizacion quimica de las fracciones obtenidas del extracto
hexanico
Se analizaron las diferentes fracciones con y sin silanizacion mediante un

cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masa (CG/EM).
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6.5 Modelo murino
Se utilizaron ratas blancas de la cepa Wistar, todas hembras, criadas y mantenidas

en condiciones estandar: 12 horas de luz/12 horas oscuridad, humedad relativa 60-
70 %, temperatura promedio de 20°C, con libre acceso a comida y agua. En todos
los tratamientos se emplearon adultos jovenes de 3 meses de edad con un peso
entre los 200 y los 250 gramos. Los individuos fueron mantenidos en el Bioterio del
Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas de la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo. La atencion del modelo murino y el proceso experimental
se llevé a cabo de acuerdo con la guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio, de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999).

6.6 Estimacion de la asimilacion de los triacilgliceroles en el modelo murino
Se basa en el procedimiento propuesto por Kin et al., (2009). Se hicieron ocho

grupos con ratas hembra de la cepa Wistar de 3 meses de edad, con un peso
aproximado de 200 a 250 gr. A todos se les administré via oral 2 mL de una emulsién
lipidica conformada por 6 mL de aceite de maiz, 80 mg de acido célico, 5 mL de
yema de huevo (colesterol) y 6 mL de una solucion salina, previo ayuno de 8 horas.
El grupo 1 fue el control, por lo que solo se le administré una emulsion lipidica; el
grupo 2 fue administrado con la emulsion lipidica mas orlistat a una concentracion
de 50 mg/kg de peso; los grupos 3, 4 y 5, se les administré la fraccion con mayor
actividad inhibitoria de la lipasa pancreética in vitro a diferentes dosis (50, 25y 12.5
mg/kg de peso); y a los grupos 6, 7 y 8 se le administro el extracto con mayor
actividad inhibitoria de la enzima in vitro a las mismas dosis. Finalmente, se les tomé6
sangre de la vena de la cola a los tiempos 0, 1, 2 y 3 horas después de la
administracion de la emulsion de lipidos y se determindé el contenido de

triacilglicéridos con ayuda de un aparato de la marca Accutrend-plus.
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6.7 Analisis estadistico
Cada experimento se realizé al menos tres veces. Los resultados obtenidos se

procesaron mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de una
prueba post hoc de Dunnett con un nivel de significancia de p* < 0.05, usando los
softwares Excel 2021, para la elaboracion de bases de datos; JMP version 13.0,
para el analisis estadistico correspondiente; y GraphPad prism version 8.0, para la

creacion de graficas.
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7. RESULTADOS
7.1 Determinacion in vitro del porcentaje de inhibicién de la lipasa pancreatica frente

a tres extractos diferentes (etanol, acetato de etilo y hexano).

Para determinar cual solvente presentaba la mayor capacidad inhibitoria de la lipasa
pancreatica se realiz6 una maceracion de las hojas secas de Hibiscus rosa sinensis
con un solvente polar (etanol), uno medidamente polar (acetato de etilo) y uno no
polar (hexano). Como se observa en la figura 1, el extracto hexénico present6 una
mayor capacidad inhibitoria de la lipasa pancreética del 70.64% a diferencia del
orlistat cuyo porcentaje de inhibicién de la lipasa pancreatica fue de 42.81%. Por
otro lado, el extracto etandlico presentd una actividad inhibitoria similar al orlistat de
48.30%. Mientras que el extracto con acetato de etilo presenté una capacidad
inhibitoria de la enzima lipasa de 35.10%, menor a la del orlistat.
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Figura 1. Comparacion del porcentaje de inhibicion de la lipasa pancreética de tres
extractos de las hojas de Hibiscus rosa-sinensis frente al orlistat. Los valores se
representan como media + desviacion estandar (n = 4) (prueba de Dunnett, p <
0.05%).

7.2 Separacion de fracciones presentes en el extracto hexanico mediante un

sistema de solventes por TLC
En virtud de que el extracto hexanico presento la mayor capacidad inhibitoria de la

lipasa pancreatica, se utilizo la técnica de cromatografia en capa fina (TLC), con
diferentes sistemas de solventes para encontrar un sistema que originara el mayor
namero de fracciones. Como se aprecia en las siguientes figuras 2, 3 y 4, los

sistemas de solventes que se utilizaron y la cantidad de bandas que se generaron

son los siguientes:

Sistema =
hexano:ACOEt 8:2 Sistema hexano: Sisfcngf:egino:
ACOEt 7:3 '
8 bandas
8 (mejor
bandas separacion

1
/ 1
2 / ’ \
3 —
— 4
4 —1 I /
5 . /
4_—.—— /
6 ‘§ 7 /
8
Figura 2. Sistema de Figura 3. Sistema de Figura 4. Sistema de
solventes conformado solventes conformado solventes conformado
por hexano: ACOEt en por hexano: ACOEt en por hex: ACOEt en
proporcién 8:2 proporcioén 7:3 proporcién 6:4
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Hasta el momento el mejor sistema de solventes fue el de hexano: acetato de etilo

(6:4) que dio como resultado un total de 8 fracciones.

7.3 Determinacion in vitro del porcentaje de inhibicién de la lipasa pancreatica
frente a nueve fracciones provenientes del extracto hexanico.
Una vez encontrado el mejor sistema de solventes se procedié a realizar una

cromatografia en columna con el objeto de obtener un mayor rendimiento de las
diferentes fracciones y poder determinar su capacidad inhibitoria de la lipasa
pancreética in vitro. Como se observa en la figura 5, solamente la fraccion 3, fue la
que present6 una menor capacidad inhibitoria de la lipasa pancratica. Por otro lado,
la fraccion 2 tuvo una capacidad inhibitoria similar al orlistat (control). Las demas
fracciones presentaron mayores actividades inhibitoria de la lipasa pancreatica
frente al orlistat. Sin embargo, la fraccion 5 presenté el mayor porcentaje de
inhibicion cercano al 100%.
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Figura 5. Comparacién del porcentaje de inhibicion de la lipasa pancreatica de
nueve fracciones presentes en el extracto hexanico de las hojas de Hibiscus rosa-
sinensis frente al orlistat. Los valores se representan como media + desviacion

estandar (n = 4) (prueba de Dunnett, p < 0.05%).
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Las nueve fracciones obtenidas del extracto hexanicos de las hojas secas de
Hibiscus rosa-sinesis se analizaron mediante un cromatografo de gases acopado a
un espectrometro de masas (CG/EM). Como se observa en la tabla 1, se puede

apreciar que existen compuestos encontrados en diferentes fracciones:
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Tabla 1. Compuestos encontrados en las fracciones obtenidas del extracto hexanico por medio

de CG/EM de las hojas de Hibiscus rosa-sinensis.

Fraccion Nombre % del compuesto
F-1 1. 2,4-bis-(1,1-dimetiletil) fenol 1. 61.2
2. 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol 2. 452
3. Acido hexadecanoico etil esterificado 3. 63.9
4. (z, Z, Z,)- Acido 9,12,15-Octadecatrienoico metil A. 44.3
esterificado 5. 41.6
5. Acido 9,12-Octadecadienoico etil esterificado 6. 535
6. (Z, Z, Z,)- Acido 9,12,15-Octadecatrienoico, etil 7 472
esterificado
7. Escualeno
F-2 1. (Z, Z, Z)- Acido 9,12,15-Octadecatrienoico metil 1. 453
esterificado 2. 45.6
2. (2, Z, 2)- Acido 9,12,15-Octadecatrienoico, etil 3. 453
esterificado 4. 64.4
3. Escualeno
4. (3a)-12-Oleanen-3-il acetato
F-3 1. (Z, Z, Z)- Acido 9,12,15-Octadecatrienoico metil 1. 40.5
esterificado 2. 416
2. Acido 9,12-Octadecadienoico etil esterificado 3. 536
3. Esqualeno 4. 56.6
4. (3a)-12-Oleanen-3-il acetato
F-4 1. (3B,13B,14B)-13,27-Ciloursan-3-ol, acetato 1. 40.2
2. (3a)-12-Oleanen-3-il acetato 2. 65.6
F-5 1. Trifluorometil-bis-cetona
2. Etil-bi-amina 1. 882
. 2. 86.2
3. 1,2-Bis-etano 3 831
4. N, N-Dietilcarbamato ' )
< . . 4. 68.1
5. Acido propanoico, 2-[oxi]- 5 636
6. 3,6,9-Trioxa-2,10-disilaundecano-2,2,10,10 tetrametilo 6l 76‘4
7. Acido nonanoico o
8. Trimetil (2,6 ditertbutilfenoxi) 7. 933
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F-6

F-8

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
. Betulina

el il OO 10 (= gl 0O [ [=

1,3,5-Triazina, 2,4,6-tris[oxi]-
3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol
Acido tetradecanoico

Acido benzoico, 3,4,5-tris
Acido hexadecanoico

Fitol

Acido octadecanoico
B-Sitosterol

B-Amirina

Germanicol

a-Amirina
1-Monolinoleoilglicerol

1-metil-ciclopentanol
2,2-dimetilpentanal

Propil-benzeno

2,4-bis (1,1-dimetiletil)-fenol

(Z,Z, 2)- Acido 9,12,15-Octadecatrienoico
B-Sitosterol

Dimetil Sulfoxido

2,2'-oxibis-Etanol
2-(2-butoxietoxi)-Etanol
2,4-Dimetil-1-hepteno

fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil)

Acido pentanoico, 2,2,4-trimetil-3-carboxyisopropil,
isobutil ester

y-Tocoferol

8. 52.6
9. 875
10. 43.5
11.89.3
12. 96
13.96.7
14.67.5
15.954
16. 85.2
17.72.9
18.64.3
19.314
20.55.7
21.38.7
70.9
42.9
69.6
51.1
39.9
45

87.5
98
60.1

49.6
55.2
43.3
70.4

oW NP EEEEEa W N
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Posteriormente, y con base en que tuvo un porcentaje de inhibicion de la lipasa
pancreatica del 98%, se analiz6 la fraccidn 5 mediante un cromatografo de gases
acopado a un espectrometro de masas (CG/EM) para determinar su composicion
fitoquimica, dando como resultado los siguientes compuestos tanto libres (tabla 2)
como silanizados (tabla 3):

Tabla 2. Compuestos libres presentes en la fraccion 5.

Compuestos % del

CompueStO
1. Acido nonanoico 1. 93.3
2. Acido tetradecanoico 2. 89.3
3. Acido benzoico 3. 96.0
4. Acido hexadecanoico 4. 96.7
5. Fitol 5. 67.5
6. Acido octadecanoico 6. 95.4
7. B-Sitosterol 7. 85.2
8. B-Amirina 8. 729
9. Germanicol 9. 64.3
10. a-Amirina 10.31.4
11. 1-Monolinoleoilglicerol 11.55.7
12. Betulina 12.38.7
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Tabla 3. Compuestos silanizados presentes en la fraccién 5.

Compuestos % del
compuesto
13. Trifluorometil-bis-cetona 13. 88.2
14. Etil-bis-amina 14. 86.2
15. 1,2-Bis-etano 15.83.1
16. N, N-Dietilcarbamato 16. 68.1
17. Acido propanoico, 2-[oxi]- 17.63.6
18. 3,6,9-Trioxa-2,10-disilaundecano-2,2,10,10 tetrametilo 18.76.4
19. Acido nonanoico 19.93.3
20. Trimetil (2,6 ditertbutilfenoxi) 20.52.6
21. 1,3,5-Triazina, 2,4,6-tris[oxi]- 21.87.5
22.3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol 22.43.5
23. Acido tetradecanoico 23.89.3
24. Acido benzoico, 3,4,5-tris 24.96.0
25. Acido hexadecanoico 25.96.7
26. Fitol 26.67.5
27. Acido octadecanoico 27.95.4
28. B-Sitosterol 28.85.2
29. B-Amirina 29.72.9
30. Germanicol 30.64.3
31. a-Amirina 31.31.4
32. 1-Monolinoleoilglicerol 32.55.7
33. Betulina 33.38.7
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7.4 Determinacion in vitro del porcentaje de inhibicién de la lipasa pancreatica
frente a nueve sub-fracciones provenientes de la fraccion 5 (F5).
Adicionalmente, se analizo la fraccion cinco (F5) por técnicas de cromatografia en

capa fina de tipo analitica y preparativa y de cada fraccién separada se llevé a cabo
la prueba de inhibicion de la lipasa pancreética in vitro, para saber cual sub-fraccién
presenta la mayor actividad inhibitoria de dicha enzima, dando como resultado que
la sub-fraccion F5-A present6 un porcentaje de inhibicion de aproximadamente un
63%, a diferencia del control, que presentd un porcentaje del 45%, incluso las
demas sub-fracciones (desde la F5-B hasta la F5-I) tuvieron un porcentaje de
inhibicién del 37% en promedio, siendo todas estas menores que el grupo control
(Figura 6).
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Figura 6. Comparacion de los porcentajes de inhibicién de la actividad de la lipasa
pancreatica in vitro presente en las sub-fracciones de la fraccion cinco del extracto
hexanico de las hojas de H. rosa-sinensis. Los valores se representan como media

* desviacion estandar (n = 4) (prueba de Dunnett, p < 0.05%).
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Debido a que la sub-fraccién F5-A presento la mayor actividad inhibitoria de la lipasa
pancreatica in vitro, se analizd mediante la técnica de CG/EM. En la tabla 3y 4 se
muestran los compuestos encontrados en esta sub-fraccion tanto libres como

silanizados respectivamente:

Tabla 4. Compuestos presentes en la sub-fraccion 5-A (F5-A) libres.

Compuestos % del compuesto
1. Acido decanoico 1. 50.1
2. Acido tetradecanoico 2. 91.2
3. Acido hexadecanoico 3. 97.3
4. Acido ursélico 4. 253
5. Acido a-Linolenico 5. 46.6
6. Acido octadecanoico 6. 97.4
7. Estigmasterol 7. 70.5
8. PB-Sitosterol 8. 86.7
9. B-Amirina 9. 28.3

Tabla 5. Compuestos presentes en la sub-fraccion 5-A (F5-A) silanizados.

Compuestos % del compuesto

10. Trifluorometil-bis-metil cetona 10.90.4
11. Etil-biamina 11. 86.2
12. 1,2-bietano 12.83.5
13. 3,6-Dioxa-2,7-disilaoctano, 2,2,4,7,7- 13.72.6

pentametil- 14.59.5
14. N, N-Dietilcarbamato 15.63.5
15. 2-[oxi]-Acido propanoico 16.75.7
16. 3,6,9-Trioxa-2,10-disilaundecano-2,2,10,10 17.95

tetrametilo 18.50.1
17. Tris, acido fosfdrico 19.91.2
18. Acido decanoico 20. 97
19. Acido tetradecanoico 21.97.3
20. 3,4,5-tris Acido benzoico 22.25.3
21. Acido hexadecanoico 23.46.6
22. Acido ursélico 24.97.4
23. Acido a-Linolenico 25.70.5
24. Acido octadecanoico 26. 86.7
25. Estigmasterol 27.28.3
26. B-Sitosterol
27. B-Amirina
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Finalmente, se realizé la prueba inhibitoria de la lipasa pancreética en el modelo
murino en base al método propuesto por Kim et al en el afio 2009 con algunas
modificaciones. Se llevo a cabo la de estimacion de la asimilacion de los
triacilgliceroles en dicho modelo, tratadas con una emulsién lipidica (2 mL) que
contenia 6 mL de aceite de maiz, 80 mg de acido coélico, 5 mL de yema de huevo y
6 mL de una solucion salina (Cloruro de sodio al 0.9 %). El grupo 1 fue el control,
por lo que solo se le administré6 una emulsion lipidica; el grupo 2 fue administrado
con la emulsion lipidica mas orlistat a una dosis de 50 mg/kg de peso; los grupos 3,
4 y 5, se les administro la fraccion con mayor actividad inhibitoria de la lipasa
pancreatica in vitro (F5) a tres diferentes dosis (50, 25 y 12.5 mg/kg de peso); y a
los grupos 6, 7 y 8 se le administrd el extracto con mayor actividad inhibitoria de la
enzima in vitro (extracto hexanico) a las mismas dosis. Luego de haber suministrado
a dicho modelo se les tom6 sangre de la punta de la colay, con ayuda de un aparato
de la marca Accutrend plus, se realizé la estimacion de triacilgliceroles en unidades
de mg/dL en tres tiempos que son a las 0, 1, 2 y 3 horas posteriores a la

administracion, como se puede ver en la siguiente figura:

5001 .

. -8~ Control (emulsion)

Ev 400- g EMulsion + Orlistat (50
= e mg/kg)

g 3007 -+ F550 mg/kg

% 2001 - F5 25 mglkg

En F512.5 mglkg

_% 100 -8 Extr. Hex 50 mg/kg
= | | | , % Extr. Hex 25 mg/kg

0 1 2 3 Extr. Hex 12.5 mg/kg
Tiempo (horas)
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Figura 7. Efecto del extracto hexanico y de la fraccién 5 de las hojas de Hibiscus
rosa-sinensis sobre la asimilacion de triacilglicéridos en ratas Wistar después de ser
tratadas con una emulsion lipidica. Los valores se representan como media +

desviacion estandar (n = 3) (prueba de Dunnett, p < 0.05%).

8. DISCUSION
Considerada como un trastorno progresivo metabdlico, la obesidad ha sido

catalogada como una pandemia que esta presente en la poblacién mundial (Castillo
y Rojas, 2018). Esta afeccién es definida como una alta deposicion de tejido
adiposo, que pone en riesgo el estado de salud de las personas (OMS, 2021). En
las ultimas décadas, esta enfermedad se ha triplicado, afectando a la salud de
personas de todos los grupos de edad, etnia, sexo y género, la cual esta relacionada
con un estilo de vida sedentario, malos habitos alimentarios, trastornos del suefio
entre otras causas (Kumar et al., 2022). Ademas, la obesidad tiene importantes
repercusiones en la salud y puede provocar complicaciones graves como diabetes
de tipo 2, enfermedades cardiovasculares, hipertension y cancer, asi como causar
un aumento de la morbilidad y la mortalidad prematura (Fernandez-Travieso, J. C.,
2016).

En México, esta enfermedad se ha convertido en uno de los principales problemas
a los que se enfrenta el Sistema Nacional de Salud Publica. Ahora, si bien la
obesidad tiene que ver con el estilo de vida de cada persona, independientemente
del grupo al que pertenezca, esta condicion fisica va mas alla de los efectos que
tiene en la salud (Pérez Gil Romo et al, 2020). Contreras y Gracia (2005)
demuestran que se debe tomar conciencia por la extrema complejidad de que el
acto de comer tiene un trasfondo en cuestiones bastantes diversas, referentes a lo
bioldgico, ecolégico, tecnolégico, econémico, social, politico e ideolégico. Para
tratar esta afeccion de manera efectiva, existen diversos métodos de tratamiento
que pueden emplearse, como el ejercicio, la modificacion de la dieta, la
farmacoterapia, y la cirugia. (Li et al., 2022). Si bien hay maneras efectivas de
combatir esta enfermedad, cada una de estas opciones presentan su lado negativo.
Por ejemplo, con respecto a la cirugia bariatrica, se ha reportado que los efectos
posteriores a su realizacion son, por mencionar algunos, infecciones microbianas,
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sangrado excesivo y reaccion a la anestesia (Gotthardt & Bello, 2016; Mayo clinic,
consultado el 17 de enero de 2024). Por otra parte, en cuanto a la farmacoterapia
se puede considerar un método mucho menos invasivo, sin embargo, los
medicamentos aprobados para su uso contra el sobrepeso y/o la obesidad
presentan efectos secundarios, tal es el caso del Orlistat (tetrahidrolipostatina), un
efectivo inhibidor de la lipasa pancreatica, que uno de sus efectos secundarios
caracteristico es la esteatorrea (Song et al, 2019). Por estas razones, se han
incrementado los estudios hacia los compuestos provenientes de fuentes naturales,
como las plantas, por ejemplo, ya que la finalidad de esto es encontrar compuestos
gue tengan efectos adversos minimos o nulos en su totalidad. Algunos de los
compuestos encontrados, como flavonoides, saponinas y terpenoides, presentan

una alta capacidad de inhibicion frente a esta enzima (Zhang et al., 2021).

Las lipasas son enzimas hidrosolubles que hidrolizan los enlaces éster de sustratos
insolubles en agua, como los triglicéridos, en diglicéridos, monoglicéridos y acidos
grasos. Es una diana atractiva para el tratamiento de la obesidad, ya que
desempefian funciones criticas en la digestion de las grasas alimentarias, entre
otras funciones fisiolégicas. También se conoce como lipasa pancreética clasica
(Lim et al., 2022).

En la presente investigacién se buscaron el o los compuestos presentes en las hojas
secas de Hibiscus rosa-sinensis en diferentes extractos (polar, con etanol;
medianamente polar, con acetato de etilo y; no polar, hexanico) para saber en cuél
rango de polaridad se encuentra el o los compuestos que presentan una alta
capacidad inhibitoria de la lipasa pancreatica, tanto in vitro, como en un modelo
murino, comparado con el orlistat (control), dando como resultado que el extracto
hexanico de las hojas secas de la planta presenté un porcentaje de inhibicion del
70.64%, un 30% mas efectivo que el orlistat, siendo el primer reporte de inhibicion
de la lipasa pancreatica usando un extracto hexanico de las hojas de Hibiscus rosa-
sinensis. Si bien no se cuenta con informacion especificamente de esta especie con
relacion a su capacidad de inhibir a la lipasa pancreatica, hay trabajos relacionados

con ello, por ejemplo, el de Magafa-Rodriguez (2021) haciendo una busqueda
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dentro de 37 plantas encontrd que el extracto etandlico de la hoja seca de H. rosa-
sinensis presentd un 73% de inhibicion de la lipasa pancreatica frente a un 70% del
orlistat. Sin embargo, en este trabajo se obtuvo una menor capacidad inhibitoria de
la lipasa pancreatica en el extracto etandlico del 48.30%, esta posible diferencia
puede deberse a que la colecta de las hojas fue en diferentes estaciones del afio ya
que, como se sabe, la produccion de los metabolitos secundarios se ven
modificados por las condiciones ambientales, por lo que este factor pudo haber
influido en la produccion de los compuestos responsables de la alta capacidad
inhibitoria de la enzima (Acosta de la luz, 2003).

Como se menciond anteriormente, no se cuenta con mas informacion sobre la
inhibicion de la lipasa pancreatica bajo el efecto de un extracto hexanico de las hojas
de H. rosa-sinensis, sin embargo, hay varios estudios que sefialan que el género
taxonomico de Hibiscus incluye otra especie con capacidad de inhibir a esta enzima,
como lo es el caso de Hibiscus sabdariffa, conocida comunmente como “jamaica”.
Esta planta fue estudiada por Carvalho et al., en el aflo 2022, donde menciona que
el hibisco (Hibiscus sabdariffa L. - Malvaceae) destaca por su supuesto efecto
hipoglucemiante y adelgazante, teniendo como objetivo realizar ensayos de
inhibicion enzimatica de extractos acuosos de hibisco, como posible mecanismo de
accion relacionado con los supuestos efectos adelgazantes e hipoglucemiantes. Se
ensayo la inhibicién de cuatro enzimas digestivas (a-amilasa, a-glucosidasa, lipasa
y tripsina) antes y después de la exposicion a un fluido géastrico simulado. Los
resultados mostraron que el extracto acuoso de hibisco, en la proporcién 1:10 (p/v),
inhibe unicamente la a-glucosidasa. Se observd que el cianidin-3-sambubiosido,
tiene interaccion con la enzima con propiedades similares a la acarbosa, lo que
corrobora la posibilidad de la presencia de un efecto inhibidor en el extracto acuoso
de hibisco (Carvalho et al., 2022). Otro estudio fue el de Bucholz y Melzig (2015)
donde se investigaron 23 plantas medicinales con potencial reductor del peso, de la
glucosa sérica o afines, evlauando sus extractos metanol y agua por medio de dos
sistemas de ensayo in vitro. Sus resultados demostraron que el extracto metandlico
de Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) mostré una elevada actividad inhibidora de la

lipasa pancreatica (IC50: 35,8 + 0,8 pg/mL), asi mostrando una especie alternativa
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del género Hibiscus como una planta interesante para futuros estudios con relacién
al sobrepeso, obesidad y su tratamiento (Bucholz y Melzig, 2015). Un tercer estudio
fue el realizado por Krishnamurthy et al., en el afio 2020, sobre la jamaica como
suplemento antienvejecimiento por sus efectos antioxidantes y antiobesogénicos,
donde se investigaron los extractos acuosos y etanolicos al 50% de H. sabdariffa
para determinar sus actividades inhibitorias sobre la lipasa pancreatica y la alfa-
glucosidasa, ademas de sus actividades antioxidantes. Ambos extractos mostraron
propiedades antioxidantes. Los extractos también suprimieron las actividades de las
enzimas lipasa pancreatica y alfa-glucosidasa, lo que sugiere posibles actividades
antiobesidad y antidiabéticas. El extracto acuoso de H. sabdariffa inhibi6 la actividad
de la lipasa pancreatica con una IC50 de 167,5+/-12,7 mg/mL, mientras que el
extracto etandlico de H. sabdariffa al 50% inhibi6 la enzima con una IC50 de
790,65+/-16,02 mg/mL. Tanto el extracto acuoso como el etandlico de H. sabdariffa
inhibieron también con éxito la actividad de la enzima a-glucosidasa con una IC50
de 949,88 +/-10,83 mg/mL y 378,33 +/-4,20 mg/mL, respectivamente, ofreciendo la
posibilidad de que los extractos sean un agente antiobesidad, antidiabético,
antimetabolico y antienvejecimiento, que puede convertirse en suplementos para
adultos con el fin de prevenir la aparicion de estas enfermedades prevalentes y

retrasar la aparicion y los efectos del envejecimiento (Krishnamurthy et al., 2020).

Otras especies vegetales con la cualidad de inhibir a la lipasa pancreatica que no
pertenecen al género Hibiscus, son las investigadas por Mhatre et al., en el afio
2017, quienes evaluaron las actividades inhibidoras de la lipasa de extractos
metanolicos de dieciocho especias. Los extractos de Zanthoxylum armatum,
Cinnamomum tamala, Syzygium aromaticum y Myristica fragrans se consideraron
de alta potencia en el ensayo con sustrato sintético. Sélo Syzygium aromaticum
mostro una elevada potencia en el ensayo de lipasa basado en sustrato natural. El
extracto de Zanthoxylum armatum mostré el IC50 mas bajo de 9,0 yg/mL (Mhatre
etal., 2017). Los investigadores Rismayanthi y Purnama realizaron un estudio sobre
el consumo de té verde acompafiado de ejercicio como tratamiento para el
sobrepeso y la obesidad en el afio 2021. El propoésito de este estudio fue determinar
el efecto del consumo de té verde (Camellia Sinensis) acompafado de ejercicio
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aerdbico sobre la pérdida de peso en adolescentes obesos. Los resultados
mostraron que habia un efecto muy significativo sobre la pérdida de peso, la
circunferencia de la cintura, la circunferencia de la cadera y el IMC. La conclusion
de este estudio fue que la administracion de té verde (Camellia sinensis) seguida
de ejercicio aerébico puede reducir el peso corporal, disminuir el perimetro de
cintura y cadera y el IMC (Rismayanthi y Purnama, 2021). Una especie muy
conocida por sus efectos antiobesogénicos es el té verde, Camellia sinensis, el cual
es rico en catequinas y taninos, metabolitos conocidos por su alta capacidad
inhibitoria de la lipasa pancreética (Cai et al., 2018).

Las investigaciones mencionadas con el presente trabajo indican que los
metabolitos presentes en las plantas que tienen la capacidad de inhibir la lipasa
pancreética no se distribuyen uniformemente entre familias o géneros. Algunos
grupos taxondmicos tienen mas especies con esta capacidad inhibitoria que otros,
y esta variabilidad puede deberse tanto a la presencia de metabolitos especificos
en ciertos grupos como a las diferencias entre las plantas probadas. Los metabolitos
secundarios en las plantas tienden a cambiar en concentracion o composicion

debido al estrés que puedan experimentar las plantas. (Akula et al., 2011).

A continuacién, se mencionaran algunos reportes sobre los compuestos
encontrados tanto en el extracto hexanico, como en la F5 y la F5-A que tienen

actividad bioldgica, asi como la capacidad de inhibir a la lipasa pancreatica.

8.1 Andlisis quimico del extracto hexanico, sus compuestos con mayor
porcentaje de abundancia y su actividad biolégica presentes en las hojas de
H. rosa-sinensis.

Dentro de los compuestos obtenidos en el extracto hexanico de la hoja seca de

Hibiscus rosa-sinensis esta el acido palmitico es un inhibidor de la fosfolipasa A2,

responsable de la actividad antiinflamatoria (Aparna et al., 2012).

Otro de estos compuestos es el acido 9,12,15-octadecatrienoico, (Z, Z, Z), el cual
presenta una actividad antifingica y antibacteriana. (Krishnaveni et al., 2014).

El 4cido 9, 12-octadecadienoico ha demostrado que tiene actividad antibacteriana

contra Escherichia coli, Salmonella typhi y Staphylococcus aureus (Igwe y Okwu,
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2013). En otro estudio realizado se expuso que presenta un alto porcentaje de

inhibicion frente a la lipasa pancreética (Navarro del Hierro et al., 2019).

En cuestiones biomédicas, el fitol ha demostrado efectos ansioliticos, moduladores
del metabolismo, citotoxicos, antioxidantes, inductores de la apoptosis,

antinociceptivos, antiinflamatorios y antimicrobianos (Islama et al., 2018).

El &cido a-linolenico (ALA) es el precursor de los 4cidos grasos omega-3 de cadena
mas larga, el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA),
ambos acidos grasos esenciales. En un estudio sobre este acido graso esencial, se
obtuvieron resultados de que presenta efectos cardioprotectores, anticancerigenos,
neuroprotectores, antiosteoporéticos, antiinflamatorios y antioxidantes (Kim et al.,
2014). Otro estudio demostro que el ALA tiene propiedades para tratar el sindrome
metabolico, cancer, inflamacion, obesidad, tiene actividad antioxidante, neuro-
protectoras y reguladoras de la flora intestinal (Yuan et al., 2021). Asimismo, se ha
demostrado que el ALA proveniente del polen de abeja de Mimosa diplotricha tiene
una muy alta capacidad de inhibir a la lipasa pancreatica in vitro (Arishima et al.,
2022).

El &cido octadecanoico, también conocido como &cido estearico, es otro compuesto
encontrado en este extracto, y ha demostrado que su ingesta no tiene influencia
significativa en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Shramko et al.,
2020). En otros estudios se ha reportado que el consumo de acido estearico como
suplemento no afecta a los lipidos sanguineos ni a ninguno de los principales
factores de riesgo de enfermedad cardiovascular (Baer D. J. et al., 2004; Mensink
R.P. et al., 2005).

Por ultimo, tenemos al escualeno, el cual presenta efecto hidratante para la piel y
ejerce actividades antitumorales (Huang et al., 2009). En otro estudio se revel que
este compuesto no aumenta la cantidad de colesterol en el humano, a pesar de que
sea un intermediario para la biosintesis de este (Spanova, M., & Daum, G., 2011).
Estudios en animales sefialan que una dieta enriquecida con escualeno tiene

efectos antioxidantes y cardioprotectores (Micera et al., 2020).
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8.2 Andlisis quimico de la fraccion 5 (F5) y sus compuestos con actividad
biologica

El B-Sitosterol fue aislado de la planta Citrus hystrix como inhibidor de la actividad
de la lipasa pancreética (LP). Los resultados mostraron que su porcentaje de
inhibicion era alto, ya que mostré un 79.1% de inhibicibn de la LP a una
concentracion de 100 pg/mL. (Ishikawa et al., 2009). En otro estudio lo examinaron
en la planta Eleusine indica (Linnaeus) que es una hierba tradicional conocida por
sus propiedades depurativas, febrifugas y diuréticas. Aislaron este compuesto
dando como resultado un porcentaje de inhibicion del 2.99 + 0.80% frente a la lipasa
pancreatica porcina (LPP) (Ong et al., 2016).

Otro compuesto es la amirina. Se ha demostrado que tanto la a-Amirina como la B-
Amirina presentan diversas actividades farmacoldgicas in vitro e in vivo contra varias
enfermedades, como la inflamacion, las infecciones microbianas, fangicas y viricas

y las células cancerosas (Hernandez-Vazquez et al., 2012).

El &cido betulinico (o betulina) es un &cido triterpénico pentaciclico. Se investigaron
las propiedades antiobesidad del acido betulinico y se reporté que este compuesto
inhibi6é la actividad de la lipasa pancreatica de forma dependiente de la dosis a
concentraciones de 1,5-100 uM (valor ICso de 21,10 uM) e impidi6 la elevacion de
los niveles plasmaticos de triacilglicerol 2 h después de la administracion oral de la
emulsion lipidica a una dosis de 100 mg/kg. Ademas, se descubrié que el acido
betulinico puede acelerar alin mas la movilizacién de grasas al aumentar los niveles

de lipdlisis en los tejidos adiposos (Junghyun Kim et al., 2011).

8.3 Analisis quimico de la sub-fraccion 5 A (F5-A) y sus compuestos con
actividad biolégica
El acido ursélico ha presentado reportes sobre su capacidad inhibitoria de la lipasa

pancreatica, dando como resultado que este terpeno posee dicha capacidad
inhibitoria (Lunagariya et al., 2014). Aunado a esto, en otro articulo se estudié como
inhibe este compuesto a la lipasa pancreatica, demostrando que ocurre una
inhibicion de tipo competitiva, esto quiere decir que el compuesto, como sustrato

falso, se une al sitio activo de la enzima, impidiendo que el sustrato verdadero se

45



una a la LP, dando como resultado el que no se formen productos (Wenjing Jiang
et al., 2023).

En otro estudio examinaron el compuesto conocido como estigmasterol en la planta
Eleusine indica (Linnaeus) que es una hierba tradicional conocida por sus
propiedades depurativas, febrifugas y diuréticas. Aislaron este compuesto dando
como resultado un porcentaje de inhibicién del 2.66 + 0.80% frente a la lipasa
pancreatica porcina (LPP) (Ong et al., 2016).

9. CONCLUSION
Este es el primer reporte de la actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica sobre el

extracto hexanico de las hojas secas de Hibiscus rosa-sinensis. Asimismo, se
encontrd que la fraccion 5 (F5) aislada a partir de este tipo de extracto, presentd un
alto porcentaje de inhibicién de la enzima con un 98%. Esta fraccion se constituye
por diferentes compuestos, tales como alcoholes ciclicos, triterpenos, acidos grasos
e hidrocarburos, de los cuales, el acido palmitico, el acido a-Linolenico, el acido
9,12-octadecadienoico, el B-Sitosterol y el fitol han tenido reportes en la bibliografia
con actividad supresora de la lipasa pancreatica. No obstante, no se han descrito
los mecanismos por los cuales estos compuestos ejercen esa propiedad. Lo que
justifica una mayor investigacion. Sin embargo, algunos de ellos presentan el tipo
de inhibicibn competitiva, que consiste en que estos fitocompuestos se unen a la
lipasa e impiden la hidroélisis de los TAG para generar sus productos finales (acidos
grasos libres), mientras que otros la de tipo mixta, que quiere decir que estos
metabolitos se pueden unir tanto a la enzima sola como al complejo enzima-

sustrato.

10. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES.

Con base en los resultados del presente trabajo de tesis se sugiere lo siguiente:

1) Continuar este estudio con el aislamiento y purificacion del compuesto o
compuestos presentes en la sub-fraccion 5 A (F5-A) que tienen esa alta
capacidad inhibitoria de la lipasa pancreatica. Esto con la finalidad de poder

conocer la identidad del compuesto y caracteristicas.
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2) Realizar un estudio sobre toxicidad del compuesto o compuestos que inhiben
a la lipasa pancreatica presentes en las hojas de esta planta y llevarlo a un
modelo murino empleando un mayor niumero de individuos en dicho estudio,
ademas de hacer una comparacién en poblaciones de machos y hembras en
el mismo rango de peso y edad para poder conocer los efectos secundarios
de esos metabolitos y su influencia en ambos sexos de la misma especie.
Una posible aplicacion de esta informacion seria el desarrollo de un producto
natural patentado como alternativa a los tratamientos tradicionales para tratar

el sobrepeso y la obesidad.
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