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RESUMEN

Antecedentes: La obesidad es uno de los problemas mas importantes en la
actualidad y se presenta debido a la acumulacién excesiva de grasas, se asocia a
muchas enfermedades como algunos tipos de céancer, diabetes tipo 2 y
enfermedades cardiovasculares. En el presente trabajo se investigaron varios
extractos vegetales como una alternativa para prevenir y combatir a la obesidad
mediante la inhibicion de la lipasa pancreética.

Métodos: Se recolecto material vegetal de 37 plantas para la realizacion de los
extractos, se probd la actividad inhibitoria de la lipasa pancreética in vitro para
posteriormente utilizar la planta con mejor inhibicion de lipasa en una estimacion de
la asimilacion de triacilglicéridos en animales a diferentes dosis (62.5,125 y 250
mg/kg) midiendo los triacilglicéridos cada hora durante 3 horas, después la
estimacion de asimilacion de triacilglicéridos con una dieta alta en grasa durante
tres semanas con la dosis con mejor respuesta en el experimento anterior, se midié
el peso semanalmente y al termino se tomd una muestra sanguinea para medir
triacilglicéridos y colesterol. El estudio de toxicidad aguda fue con una sola dosis
oral a 3 concentraciones (100, 316 y 1000 mg/kg) y se mantuvieron en observaciéon
continua durante 72 hy 12 dias, por ultimo, la prueba de toxicidad subaguda con la
dosis no letal mas alta encontrada en el experimento anterior y se administro via
oral diariamente durante 28 dias, al final del experimento se extrajo el higado y los
rilones para determinar pardmetros bioquimicos como GSH, PON 1, MDA y HNE,
ademas de proteinas totales en cada 6rgano. Los animales usados en los
experimentos fueron Ratus norvergicus cepa Wistar (n=6) (mantenidos en
condiciones de bioterio); en los estudios se utilizé el orlistat como estandar positivo
de inhibicién.

Resultados: El extracto de hoja seca de H. rosa-sinensis presentd la mejor
inhibicion de lipasa pancreatica, por lo cual se utilizd en los posteriores
experimentos; en la prueba de estimulacién de asimilacion de triacilglicéridos la
dosis de 125 mg/kg resulto con un potencial hipolipidémica similar al orlistat, de igual
manera después de 3 semanas con una dieta alta en grasa los animales tratados
con orlistat y el extracto a una dosis de 125 mg/kg presentaron una disminucion
significativa en el peso asi como en los triacilglicéridos en suero, el colesterol no
resulto visiblemente alterado en ningln tratamiento; por ultimo en las pruebas
toxicolégicas no se observaron cambios significativos en proteinas totales GSH,
PON1, MDA y HNE tanto en higado como en rifiidn.

Conclusion: Este estudio sugiere que el extracto de hoja seca de H. rosa-sinensis
posee un alto efecto hipolipidémico similar al orlistat, ademas de no presentar
riesgos a la salud en dosis igual o menores a 1000 mg/kg, por lo cual podria ser
usado para el tratamiento y prevencion de la obesidad e hiperlipidemia.

Palabras clave: Obesidad, Hibiscus rosa-sinensis, Lipasa pancreatica, Orlistat,
Triacilglicéridos.

viii



ABSTRACT

Background: The obesity is one of the most important problems and occurs due to
the excessive accumulation of fat, and it is associated with many diseases such as
some types of cancer, type 2 diabetes and cardiovascular disease. The aim of this
study was to evaluate various plant extracts as an alternative to prevent and combat
obesity for their effect on pancreatic lipase activity.

Methods: Plant material was collected from 37 plants to make the extracts,
subsequently the degree of inhibition of pancreatic lipase in vitro was compared
using orlistat as a control. The plant with the highest inhibitory lipase activity, was
evaluate to the estimation of triacylglycerides in plasma of rats, different dose 62.5,
125 and 250 mg/kg of the extract of dry leaves of H. rosea-sinesis was used.
Triacyglycerides were measument each hour during three hours. The determination
of the lipid lowering effects of H. rosa-sinensis at 125 mg/kg was study in a high-fat
diet in Wistar rats, during three weeks. Body weight was measured at weekly
intervals. At the end of third weeks the triglycerides and cholesterol levels were also
estimated. The acute toxicological test was conducted in Wistar rats. The extract of
H. rosa-sinensis was administered in a single dose of 100, 316 and 1000 mg/kg and
observed for behavioral changes and mortality. In subacute toxicity studies, Wistar
rats were administered the H. rosea-sinensis at dose of 1000 mg/kg via oral dailly
for 28 days. Rats were observed if there are any changes in their body weight, food
and water intake during this period. Liver and kidney were used to determine
biochemical parameters such as GSH, PON 1, MDA and HNE and total proteins.

Results: Ethanolic extract of Hibiscus rosa-sinensis of dry leaves, displayed the
highest inhibitory activity of pancreatic lipase 71.90 % at 400 pug/mL, very similar to
orlistat (70%). H. rosa-sinensis presented an un-competitive inhibition, unlike orlistat,
which presents a mixed type of inhibition. The H. rosa-sinensis dry leaves extract a
dose 125 mg /kg, significantly suppressed the elevation of blood triacylglyceride after
oral administration of an oil emulsion, similar to orlistat. The results showed that after
treatment, the H. rosa-sinensis extract inhibited the increase of body weight, and
displayed a significant decreased in triacylglycerides and total colesterol levels in
serum, compared with orlistat group but without having the side effects of this drug.

In acute and subacute toxicity, neither mortality nor any change in the behavior in
rats were observed. The ICso is greater than 1000 mg/kg. No alterations had been
observed in the liver and kidney. Biomarkers such as GHS, PON 1, MDA, HNE and
total proteins did not showed significant changes with compared to control group.

Conclusion: This study suggests that the dry leaves extract of H. rosa-sinensis has
a high hypolipidemic effect very similar to orlistat, additionally, is relatively safe at
doses equal or less than 1000 mg / kg, which could be be used for the treatment and
prevention of obesity and hyperlipidemia.

Key words: Obesity, Hibiscus rosa-sinensis, Pancreatic lipase, Orlistat,
Triglycerides.



1. INTRODUCCION

Hoy en dia la obesidad es un problema que se encuentra como uno de los mas
importantes en todo el mundo. La obesidad y el sobrepeso pueden ser definidos
como una acumulacion anormal y excesiva de tejido adiposo, el cual es
desencadenado por la acumulacion enorme de energia y la falta del uso de esta
(Bais et al., 2014).

Una de las estrategias en la prevencion de la obesidad es alterando el metabolismo
de los lipidos por la inhibicion de la absorcion de las grasas (Gholamhoseinian et
al., 2010). La tetrahidrolipstatina (Orlistat TM), derivado de lipstatina, obtenida de
Streptomyces toxytricini, es el Unico inhibidor de la lipasa pancreatica aprobado
actualmente para el tratamiento de la obesidad a largo plazo. Su uso puede resultar
hasta en un 10 % de pérdida de peso cuando se usa en combinacion con dieta y
actividad fisica, sin embargo, este farmaco puede ocasionar efectos adversos
hepéticos (colelitiasis, hepatitis colostatica e insuficiencia hepética subaguda) (Tiss
et al., 2001, Tiss et al. 2009).

Las plantas son un gran reservorio de metabolitos secundarios, muchos de estos
con propiedades farmacoldgicas importantes por lo cual podrian ser usadas como
aditivo en los alimentos para disminuir la absorcion de los lipidos de la dieta. Con
base en lo anteriormente expuesto, el presente trabajo de investigacion propone
una alternativa natural para la inhibicibn de la lipasa como un complemento

alimenticio para el tratamiento de la obesidad.

1.1. Obesidad

La obesidad es el resultado del aumento en el consumo y acumulacion de energia
gue necesita el cuerpo para llevar a cabo las funciones normales. Si esta energia
es almacenada, los adipocitos aumentan de tamafo, produciendo la caracteristica
patolégica. El crecimiento patolégico de los adipocitos, sucesivamente, producen
una alteracion en muchos péptidos y sefiales nutricionales que son responsables

de la enfermedad conocida como obesidad (Bray, 1999).



1.2. Consecuencias a la salud

La obesidad esta estrechamente asociada con el deterioro de la salud; es un factor
de riesgo en el desarrollo de diabetes tipo 2, dislipidemias, enfermedades
cardiovasculares, enfermedad osteoarticular, varios tipos de cancer como de colon,
prostata y mama, ademas de apnea de suefio entre otros (Clark et al., 2000; Astrup
et al., 2008; Mnafgui et al., 2014).

1.3. Proceso digestivo de los acidos grasos

La digestion de las grasas es un proceso complejo que se inicia en la cavidad bucal
con la actividad de la enzima lipasa lingual (Hamosh y Burns, 1977), la cual actla
en el alimento masticado o bolo alimenticio en su camino hacia el estbmago y dentro
del mismo, ya que no es inactivada por la actividad proteolitica de la pepsina
gastrica. La lipasa lingual actta sobre los acidos grasos de cadena corta (C4 — C10),
reconociendo los que se encuentran en posicion sn-3 de los triacilglicéridos, poco
eficaz en sn-2 y con actividad nula sobre los sn-1 y que son solubles en el contenido
gastrico, estos acidos grasos son absorbidos por el estbmago para transportarse
mediante la albumina a través de la sangre casi exclusivamente al higado por la via
porta, donde podran ser utilizados con fin energético gracias a la beta oxidacion
mitocondrial (Hamosh ,1978; Bash y Babayan, 1982). Los productos restantes de la
hidrolisis de la lipasa lingual;, acidos grasos libres C12 o de mayor longitud,
diglicéridos sn-1 y sn-2 asi como una pequefa cantidad de monoglicéridos sn-2,
viajan al duodeno en donde ocurre un cambio de pH y son interceptados por las
enzimas lipasa pancreética y carboxil éster hidrolasa (Carey y Hernell, 1992). La
actividad hidrolitica de estas enzimas es facilitada por el jugo biliar, en particular por
las sales primarias (colato). La lipasa pancreatica requiere de la presencia de la
colipasa la cual es una proteina activadora. La estereoespecificidad de la lipasa
pancreatica consta en hidrolizar especificamente las posiciones sn-1y sn-2 de los
triacilglicéridos, siendo mas activa en la posicion sn-1. La estéreoespecificidad de
la carboxil éster hidrolasa no es tan estricta pudiendo romper diglicéridos tanto
posiciones sn-1, sn-2 o sn-3 pero a partir de sn-1, sn-2 o sn-2, sn-3, sin embargo,

no hidroliza triacilglicéridos (Bottino et al., 1967). Los monoglicéridos y acidos



grasos insaturados son emulsificados por las sales biliares y los fosfolipidos
secretados por la bilis, formando micelas que facilitan la transferencia hacia las
células del epitelio intestinal para ser absorbidas (Donnet-Hughes et al., 2001). En
estas células los productos son reesterificados a triacilglicéridos, posteriormente, se
secretan hacia la linfa a través de los quiliferos y posteriormente hacia la circulacion
en forma de quilomicrones (Valenzuela et al., 1997). Por otro lado, los acidos grasos
saturados de cadena larga (C18 o mayores) y que ocupaban posiciones sn-1y sn-
3 de los triacilglicéridos consumidos, son dificilmente absorbidos ya que gracias a
su punto de fusioén (superior a 37 °C) se encuentran en estado sélido o semisolido
(Graham y Sackman, 1983), por lo que estos acidos grasos no se emulsifican ni
absorben, asi que se excretan en las heces (Bash y Babayan, 1982).

1.4. Supresién del apetito

La sensacion de hambre y saciedad esta regulada por complejas interacciones
neuronales y endocrinas entre el intestino, cerebro y tejido adiposo. Un ejemplo es
la grelina, una hormona que es liberada por el estomago cuando el cuerpo require
de alimento, actuando sobre células cerebrales hipotalamicas en el sistema
nervioso central (SNC) para asi provocar la sensaciéon de hambre; Al ingerir el
alimento, se activa la via aferente del nervio vago, lo que lleva a la inhibicion del
centro del hambre en el cerebro. También, al ingerir alimentos se induce la
liberacién de colecistoquinina por células epiteliales del intestino delgado, que
inhibe la actividad del neuropéptido “Y” estimulante del hambre en el hipotalamo. La
leptina es una hormona que induce la saciedad, es liberada por los adipocitos tras
la estimulacion con insulina. La leptina inhibe la actividad del neuropéptido “Y” y el
neurotransmisor de acidos grasos estimulante del hambre anandamida y a su vez
activa al péptido supresor del hambre (hormona estimulante de los melanocitos a).
La serotonina, noradrenalina, dopamina y los endocannabinoides también regulan
el apetito y la saciedad y se sabe que la sibutramina, la cual es un farmaco
antiobesogénico que ha sido retirado del mercado debido a los riesgos asociados
de eventos cardiovasculares, reduce el apetito inhibiendo la recaaptacion de

serotonina, noradrenalina y dopamina en el SNC. El rimonabant, un farmaco



antiobesogénico que se comercializé en Europa antes de su retirada debido a
efectos adversos, reduce el apetito bloqueando el receptor cannabinoide 1(Ahimay
Antwi, 2008; Field et al., 2010; Dietrich y Horvath, 2012; Rui, 2013).

Se han aislado compuestos de plantas que tienen usos en la medicina tradicional
China con potencial como supresores del apetito por ejemplo el celastrol,
compuesto triterpenoide pentaciclico que se encuentra en las raices de la vid del
dios del trueno (Tripterygium wilfordii), planta con usos terapéuticos en la medicina
tradicional china para la artritis reumatoide y fiebre. El celastrol reduce el apetito y
la ingesta de alimentos en ratones que se alimentan con una dieta alta en grasas
HFD por sus siglas en inglés High fat diet y conducen a una reduccién del peso
corporal del 45 % cuando se administra por via oral (10 mg / kg diariamente) a
ratones alimentados con HFD durante 3 semanas, un efecto que fue atribuido
principalmente a una mayor sensibilidad a la leptina relativa a los controles tratados
con vehiculo. El efecto sensibilizador a la leptina de celastrol se identific6 mediante
un ensayo de deteccion para moléculas que reducen el estrés en el reticulo
endoplasmico, el cual ocurre en las células cuando se acumulan proteinas mal
plegadas (Liu et al.,, 2015). Estrés y activacion del reticulo endoplasmico
hipotalamico de la respuesta de proteina desplegada ocurre en individuos con
obesidad y se cree que contribuyen a niveles bajos de la sefalizacion del receptor
de leptina y a la resistencia a la leptina, las cuales estan asociadas a la obesidad
(Ozcan et al., 2009). La resistencia a la leptina es la falta de reduccion del apetito
en respuesta a la leptina yocurre en la obesidad a pesar de los altos niveles
sanguineos de leptina (Myers et al. 2008). El celastrol reduce el estrés del reticulo
endoplasmico y activa la sefalizacion del receptor de leptina en el hipotalamo,
reduciendo asi la resistencia a la leptina. En comparacion con los controles
exclusivos para vehiculos, el celastrol también aumenta la tolerancia a la glucosa
en ratones alimentados con una HFD (Liu et al., 2015). El estrés del reticulo
endoplasmico ocurre en el pancreas, en las células B de pacientes con Diabetes y
se ha asociado con la muerte de células B inducida por hiperglucemia e

hiperlipidemia. Las propiedades antidiabéticas del celastrol podrian tener efecto



sobre el estrés del reticulo endoplasmico, asi como de los efectos antioxidantes y

antiinflamatorios (Lee y Ozcan, 2013; Allison et al. 2001).

El fenogreco (Trigonella foenum-graecum) es una especia que se usa en varios
paises por su valor culinario y alimenticio yse ha estudiado por el efecto que tiene
como inductor de la saciedad. En un estudio aleatorio cruzado en el que participaron
18 individuos aparentemente sanos, con obesidad, a los cuales se les administro en
el desayuno 8 g de fibra de fenogreco, presentaron mayor sensacion de saciedad
en comparacién con el grupo al cual se le administré el placebo (Mathern et al.,
2009).

Compuestos vegetales naturales como la efedrina de Ephedra sinica también
suprime el apetito mediante la activacion de receptores adrenérgicos en el
hipotalamo (Wellman, 1992; Powers, 2001). Sin embargo, el uso de compuestos
relacionados con las anfetaminas como la efedrina se asocia con efectos adversos
graves, que incluyen adiccién, sintomas psiquiatricos, taquicardia, hipertension y

problemas cardiacos (Shekelle, 2003).

1.5. Efecto enlafuncién de adipocitos

Aunque las HFD se asocian con el aumento de peso, la obesidad y la diabetes, una
cantidad normal de tejido adiposo es fundamental como fuente de energia y para
regular la temperatura corporal. La grasa corporal consiste en tejido adiposo blanco
(TAB), que es el sitio principal de almacenamiento de energia y tejido adiposo
marron (TAM), que contribuye a la termogénesis (Enerback, 2010). Un adipocito
blanco posee una gran vacuola de lipidos en forma de triacilglicéridos y ésteres de
colesterol, cuando existe un estado de poca o nula entrada de energia al organismo
los triacilglicéridos pueden hidrolizarse por lipolisis para liberar acidos grasos, que
pueden entrar en la sangre y sufrir B-oxidacion en la mayoria de los tejidos para
producir energia. Comparado con niveles normales, en presencia de un exceso de
lipidos, los adipocitos blancos aumentan tanto en tamafio como en nimero. Los
adipocitos tienen importantes funciones endocrinas, como liberar hormonas vy
citocinas (adipocinas) que regulan los procesos homeostaticos, incluido el estado

de saciedad, los niveles de energia y funcién inmunoldgica. Los adipocitos



hipertrofiados secretan mas adipocinas proinflamatorias, como factor de necrosis
tumoral (TNF) e isoleucina 6 (IL 6), que los adipocitos de tamafio normal. Estas
adipocinas proinflamatorias interfieren con la sefializacion de la insulina e inducen
una inflamacion crénica. La resistencia a la insulina sistémica aumenta la demanda
de insulina y eventualmente puede conducir al desarrollo de diabetes si la demanda
excede la capacidad de secrecion de las células 3 pancreaticas (Waki y Tontonoz,
2007; Jung y Choi, 2014).

Los fitoquimicos pueden inhibir la proliferacion y diferenciacion de preadipocitos y/o
inducir apoptosis en adipocitos maduros. Se ha demostrado que el Galato de
epigalocatequina (EGCG) del té verde reduce la viabilidad de los preadipocitos de
forma dependiente a la dosis y al tiempo en cultivo (Moon et al., 2007), ademas el
EGCG a concentraciones de 50 a 200 pymol/L en un lapso de 12 a 24 h asi como el
resveratrol (componente de uvas y vino tinto) a 100 ymol/L en 48 h inducen también
apoptosis en adipocitos maduros (Lin et al., 2005; Yang et al., 2008; Rayalam et
al.,2008). Otros fitoquimicos como la capsaicina (que se encuentra en los chiles
picantes) y quercetina tienen propiedades antiproliferativas y proapoptoticas sobre
los adipocitos. El resveratrol y la quercetina inhiben la expresion del receptor y
activador proliferador del peroxisoma (RyAPP), que es el factor de transcripcién
principalmente responsable de activar la diferenciacion de células madre
mesenquimales en adipocitos (Hsu y Yen, 2007; Yang et al., 2008; Siersbaek et al.,
2010), Yun, (2004) menciona que este efecto podria ser el principal responsable de
la inhibiciébn de la adipogénesis por estos compuestos, ya que al administrar el
extracto etandlico de las raices de ginseng a 500 mg/kg diariamente durante 8
semanas en un experimento con un modelo de HFD, se redujo el tamafio de los

adipocitos blancos en un 62 % en relacion con el control.

1.6. Induccién de termogénesis y lipdlisis.

Muchos productos vegetales, incluida la efedrina y la cafeina, tienen efectos
simpaticomiméticos y otras actividades fisioldégicas que inducen la lipélisis (Powers,
2001). La acumulacién de lipidos y el almacenamiento de energia también podrian

reducirse por la induccion de termogénesis en el tejido adiposo marréon (TAM) y los



muasculos. Los resultados sugieren que grandes cantidades metabodlicamente
activas de TAM estdn presentes en humanos (Enerback, 2010; Seale y Lazar,
2009). TAM esta inervado por nervios simpéticos y contiene la proteina
desacoplante termogénica mitocondrial de grasa marrén 1 (UCP1), que produce
calor por B-oxidacion de lipidos y metabolismo de la glucosa, en lugar de producir
ATP. La termogénesis es normalmente activada por el frio, que estimula el receptor
transitorio de canales potenciales (TRP) en las neuronas sensoriales, transmitiendo
sefales al cerebro e incudienco la actividad simpéatica. Se induce la expresion del
UCP1 andlogo UCP3 por hormonas tiroideas, P3-adrenérgicos Yy leptina,
estimulando la termogénesis en los musculos y TAM (Gong et al., 1997).

Varios compuestos vegetales, incluida la capsaicina y las catequinas como EGCG
(epigalocatequina galato) activan los canales TRP en las neuronas, promoviendo
asi la termogénesis de TAM (Saito et al., 2015). En 2008 Yoon et al. realizaron un
estudio utilizando un modelo de HFD administrando ademas un extracto etandélico
de una variante de Solanum tuberosum (papa), en tratamientos de 100 a 500 mg/kg
durante 6 semanas, encontrando que el extracto de papa activa la expresion de
UCP3 en TAMYy el higado, reduciendo el peso corporal y la deposicién de grasa, en
relacion con los controles que solo fueron alimentados con HFD. Ademas,
compuestos vegetales como la berberina, un alcaloide que se encuentra en las
plantas de Berberis spp., no solo induce la expresiéon de UCP1 en TAM, sino que
también promueve la diferenciacion de TAB en TAM, pcontribuyendo alin méas a la

termogénesis y la pérdida de peso (Zhang et al., 2014)

1.7. Lipasa pancreatica

La lipasa pancreatica (triacilglicerol acilhidrolasa) es la enzima mas importante en
la digestion de los triacilglicéridos ya que se encarga de la hidrdlisis de los esteres
de glicerol principalmente de &cidos grasos de cadena larga para formar
diacilglicerol y &cidos grasos (Gholamhoseinian et al., 2010; Lunagariya et al.,
2014).



1.8. Orlistat

El orlistat en un farmaco utilizado como tratamiento de la obesidad, su principal
funcién es prevenir la absorcion de lipidos consumidos en la dieta, reduciendo asi
la ingesta caldrica (Londofio-Lemos ,2012). Este farmaco actia en el lumen
intestinal formando un enlace covalente con el sitio activo de serina de las lipasas
pancreatica y gastrica, al formal el enlace covalente el orlistat inhibe la hidrolisis de
las grasas ingeridas evitando asi la formacion de &cidos grasos libres y
monoglicéridos (Elangbam, 2009). El orlistat demostré que reduce en humanos la
absorcién de grasas en aproximadamente un 30 % (Toplak et al., 2005). Los efectos

adversos reportados del orlistat se enlistan en la tabla 1.

Tabla 1. Efectos adversos del orlistat (modificado de Filippatos et al., 2008).

Sistema corporal Efecto

Sistema gastrointestinal Heces grasas / aceitosas, urgencia fecal, diarrea,
flatulencias, dolor abdominal, manchado fecal, fisura
anal, colelitiasis, pancreatitis, hepatitis colestatica
aguda, insuficiencia hepatica subaguda, necrosis

hepatocelular masiva, lesion hepatica grave.

Sistema nervioso Depresioén, malestar, lasitud, dolor de cabeza.

Funcion renal Hiperoxaluria entérica, lesion renal aguda secundaria
a nefropatia aguda por oxalato, insuficiencia renal
rapidamente progresiva, estrefliimiento, poliuria,

polidipsia, edema en la parte inferior de las piernas.

Sistema endocrino Cetoacidosis diabética
Piel Vasculitis cutanea, erupcion liguenoide.
Genitales Vaginitis y vulvitis

1.9. Plantas medicinales



Las plantas medicinales durante mucho tiempo han presentado un papel importante
en la salud humana, desde el surgimiento del hombre hasta la actualidad se han
acumulado conocimientos tradicionales de plantas medicinales; se estima que el 80
% de las personas de los paises en desarrollo utilizan todavia la medicina tradicional

gue se deriva de las plantas aroméaticas y medicinales (Castro, 2006).

Las plantas generan un gran numero de productos metabdlicos con importancia
alimenticia, cosmética, de interés agroquimico y de gran interés farmaceéutico
(Karuppusamy, 2009), estos compuestos suelen ser especificos, siendo producidos

por géneros o especies Unicas de plantas (Shilpa et al., 2010).

1.10. Inhibicién de la lipasa pancreatica por productos naturales

La inhibicion de la lipasa pancreéatica mediante plantas ha sido estudiada gracias al
potencial antiobesogénico, ademas, el incremento de productos naturales para el
control de la obesidad ha aumentado el interés en encontrar inhibidores de la lipasa

pancreatica evitando los efectos secundarios (Seyedan et al., 2015)

En 2011 se reportd la actividad inhibitoria de la lipasa pancreética del extracto
etandlico de rizomas de Bergenia crassifolia, asi como de sus fracciones con
hexano, cloroformo, acetato de etilo y agua, encontrando que la ICso del extracto
crudo fue de 3.4 pg/mL, mientras que las diferentes fracciones con distintos

solventes fueron semejantes al extracto crudo (Ilvanov et al., 2011).

En el mismo afio se realizé un barrido de 23 extractos metandlicos de plantas
usadas en la medicina tradicional de Jordan, perteneciendo estas plantas a 15
diferentes familias, dentro de las cuales se encuentran la familia Asteraceae,
Lamiaceae, Malvaceae, Fabaceae. La actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica
se midi6é en cuatro diferentes concentraciones de los extractos (12.5, 25, 50 y 200
pg/mL) utilizando el orlistat como control. Solamente 13 extractos presentaron una
actividad inhibitoria de la lipasa pancreética con una ICso entre 107.7 y 937.5 pg/mL,
tendiendo a Malva nicaeensis (260.7 pg/mL), Salvia spinosa (156.2 pg/mL),



Anthemis palestina (107.7 pg/mL) Chrysanthemum coronarium (286.1 pg/mL) y
Adonis palaestina (937.5 pg/mL) (Bustaniji et al. 2011).

Chompu et al en 2012 utilizando el extracto acetonico de las semillas de Alpinia
zerumbet encontré una ICso de inhibicion de la lipasa pancreatica in vitro de 5 pg/mL.
Se han hecho estudios sobre la actividad inhibitoria de la lipasa pancreéatica en
extractos etanolicos de plantas comestibles presentes en la dieta mediterranea,
tales como Amarantus retlofelxus, Asparagus acutifolius, Cichorium intybus,
Origanum vulgare y Sonchus asper entre otros, teniendo como resultados que
Amarantus retlofelxus tiene una ICso de 8.5 mg/mL y las demas especies tienen una

ICs0 mayor a 10 mg/mL (Conforti et al., 2012).

En 2013, Teixeira et al. observé la capacidad inhibitoria de la lipasa pancreética in
vitro del extracto etandlico de Passiflora nitida a concertaciones de 1,10 y100 pg/mL,
utilizando orlistat como control, encontrando una ICso de 21.2 pg/mL.
Adicionalmente, realizé un estudio in vivo utilizando un modelo de dieta hipercalorica
o dieta de cafeteria en ratas, teniendo cinco grupos, un grupo con dieta estandar y
cuatro grupos con una dieta de cafeteria, administrando diariamente a tres de estos
altimos con un inhibidor de la lipasa pancreética (orlistat) yel extracto de P. nitida a
2 concentraciones (50 y 100 mg/kg). Encontré que los grupos administrados con P.
nitida tuvieron una ganancia de peso muy similar a la del orlistat ademas de que el
grupo que solamente fue alimentado con dieta de cafeteria tuvo un aumento
significativamente mayor al control y los demas tratamientos, sin embargo, los
grupos administrados con extracto no tuvieron una disminucion en la grasa

retroperitoneal, siendo muy similares al grupo con dieta de cafeteria.

Por ultimo, Ortega-Pérez (2020) administrando via oral un extracto etandlico de
hojas de Callistemon citrinus a una dosis de 250 mg/kg a ratas bajo una dieta
hipercalo6rica durante 13 semanas, encontré una disminucién significativa en el
indice de masa corporal, ganancia de peso, indice de adiposidad, asi como en el

indice de Lee, lo que indica que el extracto posee un potencial antiobesogénico.
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A pesar de ser extensas las listas de especies con efecto inhibitorio de la lipasa
pancreatica in vitro son pocos los seguimientos in vivo.

1.11 Toxicologia en las plantas

La farmacologia puede definirse como el estudio de las sustancias que interactian
con los sistemas vivos a través de procesos bioquimicos, sobre todo mediante la
unién con moléculas reguladoras y activadoras o por inhibicibn de procesos
corporales normales (Katzung, 2009). La farmacologia se divide en tres principales

areas de estudio, farmacocinética, farmacodinamica y toxicologia.

La farmacocinética es el estudio cuantitativo del comportamiento de los farmacos
dentro del organismo, para conocer como el organismo influye en estos, ya sea en
su absorcion y distribucion, asi como en sus modificaciones (metabolismo y
biotransformacion) y su excrecion. Por otro lado, la farmacodinamica esta enfocada
en las acciones que realizan los farmacos dentro del organismo (efectos
bioguimicos, fisiolégicos y mecanismos de accién) (Katzung, 2009; Pascuzzo,
2008).

La toxicologia es el estudio de los efectos nocivos de sustancias quimicas sobre los
seres vivos (Ariéns et al., 1978), desde células individuales hasta organismos e
incluso ecosistemas complejos (Katzung, 2009). Estos efectos pueden ocurrir de
maneras diferentes, con un rango que se extiende desde la muerte inmediata hasta

cambios sutiles que incluso pueden pasar desapercibidos (Pascuzzo, 2008).

Se ha demostrado que muchos medicamentos comUnmente usados como el
paracetamol, Tylenol o acetaminofén, que son usados por sus propiedades
analgésicas y antipiréticas pueden ocasionar hepatotoxicidad por sobredosis o bien
DILI por sus siglas en ingles drug-induced liver injury (Dash et al. 2007), otros
medicamentos que ocasionan DILI son Captopril, Diclofenaco, Amoxicilina,
Ketorolaco, entre otros (Arundel y Lewis 2007). El rifidn también es un 6rgano
gracias a su funcion excretora y detoxificante es susceptible a dafios por xenobiotios
(Foulkes y Hammond, 1975).
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Se ha demostrado que muchos xenobidticos provocan un aumento en los niveles
de radicales libres, moléculas o atomos que poseen un electrén desapareado o bien
impar en su orbital externo y aunque normalmente se producen en las células, el
higado es mas susceptible al dafio debido a su funcién detoxificante (Gutiérrez-
Salinas y Morales-Gonzales 2004). Al incrementar las especies reactivas al oxigeno
(ROS) o cuando hay un desequilibrio y la oxidacion excede la capacidad del sistema
antioxidante se dice que hay un estrés oxidativo el cual provoca la lipoperoxidacion
y dafios oxidativos al DNA (Yoshikawa y Naito 2002). Es por esto que es necesario
tener marcadores que permitan determinar si el farmaco es o no téxico, en este caso
los productos del estrés oxidativo como el malondialdehido (MDA) e hidroxi-
alequenales, moléculas como el glutation y enzimas como la paraoxanasa 1 (PON
1) permiten observar si hay dafios o estrés oxidativio gracias a xenobioticos como

farmacos o extractos vegetales (LOpez-Mejia, 2018).

Las células cuentan con una serie de mecanismos enzimaticos de defensa, tales
como: la enzima superéxido dismutasa, la catalasa y la enzima glutation peroxidasa
y sistemas de naturaleza no enzimatica como el glutatién reducido, asi como los
compuestos antioxidantes que provienen de la dieta como la vitamina C y vitamina
E presentes en el propio organismo (Bhattacharyya et al., 2014). El glutatién (GSH)
es un antioxidante que participa en la reduccibn de ROS e inactivacion de
xenobidticos, controla la permeabilidad de la membrana y el transporte de
aminoacidos, funciona como coenzima, interviene en el proceso de apoptosis y
sintesis de proteinas, ADN y ARN, ademéas de regular la formacion y el
mantenimiento de la forma activa de ciertas enzimas (Lu, 1999; Martinez-

Sarrasague et al., 2006).

El dafio a los lipidos membranales es ocasionado cuando los radicales libres
hidroxilo (OH-) actian en la membrana, arrebatando atomos de hidrégeno de los
fosfolipidos, inactivandose el radical hidroxilo formando agua y formando un radical
lipidico (R*), este después de sufrir un arreglo molecular a un dieno conjugado,
puede reaccionar con el oxigeno, originando asi un radical peroxilo (R-OO*), que a

su vez puede reaccionar con otros acidos grasos membranales transformandose en
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hidroxiperéxido (R-OOH), que en presencia de complejos metélicos se descompone
en mas radicales como el hidroxilo esparciendo la peroxidacién, este proceso se
conoce como lipoperoxidacion, el cual provoca dafios graves, incluso la destruccién
de las membranas lipidicas si no hay procesos inhibitorios que la frenen ( Halliwell,
1991; Nikki et al.,1991).

Como productos de la lipoperoxidacion se encuentran los aldehidos, siendo el MDA
uno de los mas estudiados ya que puede generar dafios a moléculas como el DNA
(Halliwell, 1991). Ademas de los MDA, se forman compuestos como el
hidroxinonenal (HNE), que de igual manera reaccionan con el DNA, inhibiendo la
sintesis de proteinas y la sintesis de RNA, inhabilitando también la reparacion del
DNA vy disminuyendo ademas la capacidad protectora de la célula uniéndose al
glutation (Benedetti, 1980).

La PONL1 fue primeramente conocida por su actividad protectora sobre la toxicidad
de los componentes de los organofosfatos (por hidrolizar el paraxén) y su funcién

arilesterasa (hidrolizando el fenilacetato y 4-nitrofenilacetato) (Dantoine et al., 1998).

Es sintetiza en el higado, es una glicoproteina dependiente del calcio y presenta
varias actividades: paraoxanasa, arilesterasa, lactonasa (hidroliza lactonas
aromaticas y alifaticas, ademas de catalizar la reaccién reversa de lactonizacion de

acidos hidroxi-carboxilicos), ademas inhibe la oxidacion lipidica (Nus et al, 2008).

La actividad de la PON1 se encuentra disminuida en pacientes con cCirrosis y
hepatitis cronica (por su sintesis en el higado) y es empleada como marcador del
dafo hepético (Ferré et al., 2002).

Los estudios experimentales realizados en animales han proporcionado un apoyo
adicional a los estudios in vitro que indican que la funcion fisiolégica PON1 es
hidrolizar los lipidos oxidados, siendo considerada como una enzima antioxidante,
se ha demostrado que el 4-hidroxi-2-nonenal, el cual es un producto final en la
lipoperoxidacion, estimula la produccion de MCP-1 (proteina quimiotactica de
monocitos 1) el cual esta involucrado en gran medida en la reaccion inflamatoria, ya
gue esta regula la migracién de los monocitos en los tejidos y su posterior

diferenciacion en macréfagos. Las LDL (Lipoproteinas de baja densidad) oxidados
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contribuyen al proceso inflamatorio por inducir la producciéon de MPC-1 mientras
que las HDL (Lipoproteinas de alta densidad) tienen funcién antiinflamatoria y
antioxidante, la PON1 al inhibir la oxidacién de LDL merma la produccién de MPC-

1 dandole la atribucidén de enzima antiinflamatoria (Stancu, 2015).
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2. JUSTIFICACION

En virtud del gran incremento en obesidad de la poblacion mexicana conllevando a
otras enfermedades; ya que los fArmacos actuales usados en contra de la obesidad
poseen efectos adeversos de suma importancia es necesario encontrar alternativas
naturales como extractos vegetales capases de prevenir o disminuir la
hiperlipidemia y la obesidad sin los efectos adversos de los farmacos actualemte
usados, por lo cual determinar la actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica en
diversas plantas ayudara a encontrar especies con potencial para combatir la

hiperlipidemia y la obesidad.

3. HIPOTESIS

Existen extractos vegetales con capacidad inhibitoria de la lipasa pancreatica con

potencial para el uso y prevencion contra la hiperlipidemia y obesidad.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General

Evaluar en extractos de diversas plantas la capacidad inhibitoria de la lipasa
pancreatica, asi como su efecto hipolipidémico y toxicoldgico para su uso contra la

obesidad.

4.2. Objetivos Especificos

1.- Cuantificar la actividad inhibitoria de diversos extractos de plantas sobre la lipasa
pancreatica.

2.- Determinar el efecto del extracto de la planta de mayor actividad antilipasa
pancreatica sobre las concentraciones de triacilglicéridos y colesterol en el suero de

ratas.

3.- Evaluar la toxicidad aguda y subaguda del extracto etandlico de la planta que
tenga la mayor actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para la realizacion del presente trabajo se comenzo por la recoleccion del material
vegetal, asi como su preparacion (lavado y secado a temperatura ambiente si lo
requeria) para la elaboracion de extractos etandlicos, posteriormente se realiz6 la
prueba de inhibiciobn de la lipasa pancreatica in vitro. El extracto con mayor
capacidad inhibitoria de la lipasa pancreatica fue utilizado para las demas pruebas
en animales como la estimacion de la asimilacién de los triacilglicéridos y colesterol,
estimacion de la asimilacion de los triacilglicéridos con una dieta alta en grasa

durante 3 semanas, asi como estudios de toxicidad (Figura 1).

Recoleccién de
material vegetal

Elaboracion de extractos
vegetales

Prueba de inhibicidn de lipasa
pancreatica

Estandarizacion del extracto con
mayor actividad anti-lipasa

Estimacion de la asimilacion de los
triacilglicéridos y colesterol en animales Evaluacion de la toxicidad sub-aguda

triacilglicéridos con una dieta alta en Evaluacidn de la toxicidad aguda

Estimacion de la asimilacion de los ‘
grasas durante 3 semanas

Figura 1. Estrategia experimental utilizada en el presente trabajo.
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6. RESULTADOS
6.1. Capitulo 1: Cuantificar la actividad inhibitoria de diversos extractos de

plantas sobre la lipasa pancreética

Resumen

El encontrar plantas que presente una actividad para disminuir la digestion de los
lipidos provenientes de la dieta es una de las opciones para combatir la obesidad.
Por lo anterior, evaluar extractos etandlicos de 37 plantas, algunas de uso
comestibles, medicinal o que pertenecen a alguna familia que presenta actividad
inhibitoria de la lipasa pancreatica es importante. El grado de inhibicion de la lipasa
pancredtica in vitro se comparo utilizando orlistat como control. Los resultados
obtenidos mostraron que 9 extractos presentaron un porcentaje bajo de inhibicién
de la actividad lipasa <41%, 9 extractos con porcentaje moderado de inhibicién del
41-50 %, 8 extractos en el rango alto de inhibicién 51-60 % y 11 extractos con una
inhibicion muy alta de lipasa = 61 %. Siendo el extracto etandlico de hoja seca de
Hibiscus rosa-sinensis a una concentracion de 400 pg/mL, el que presento mayor
actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica con un 71.90 %, muy similar a la del
orlistat (70 %). Al realizar la cinética enzimatica de H. rosa-sinensis se encontrd que
tiene una inhibicion un-competitiva esto es que el extracto puede inhibir tanto a la
enzima como al complejo enzima sustrato, a diferencia del orlistat que presente un

tipo de inhibiciéon mixta.

Palabras clave: Lipasa pancreatica, Hibiscus rosa-sinensis, orlistat, cinética
enziméatica
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Abstract

One of the options to combat obesity is finding plants that have a strong activity to
reduce the digestion of lipids from the diets. The main of this study is evaluating 37
ethanolic extracts of plants, some edible, medicinal or belonging to a family that have
the inhibitory activity of pancreatic lipase, to found a new anti-obesity agent. The
degree of inhibition of pancreatic lipase in vitro was compared using orlistat as a
control. Results revealed that 9 plants had a low percentage of inhibition of lipase
activity <41%, 9 extracts with a moderate percentage of inhibition of 41-50%, 8
extracts in the high inhibition range 51-60% and 11 extracts with the highest

percentage of lipase inhibition = 61%.

Ethanolic extract of Hibiscus rosa-sinensis of dry leaf, displayed the highest
inhibitory activity of pancreatic lipase 71.90 % at 400 pg/mL, very similar to orlistat
(70%). When performing the enzymatic kinetics of H. rosa-sinensis, it was found that
it has un-competitive inhibition, that is, the extract can inhibit both the enzyme and
the substrate enzyme complex, unlike orlistat, which presents a mixed type of
inhibition (70%).

Keywords: Pancreatic lipase, Hibiscus rosa sinensis, orlistat, enzymatic kynetic
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Introduccién

Uno de los problemas que se presenta en este siglo XXl es la obesidad ya que esta
enfermedad no solo es exclusiva de un sexo o raza, sino que se encuentra en todas
las personas sin importar la edad. Son diversas las enfermedades relacionadas a la
obesidad entre las méas importantes estan la diabetes mellitus tipo 2, la hipertension
las enfermedades coronarias y complicaciones respiratorias (Jaradt et al., 2017).
Para la absorcion de los triacilglicéridos de la dieta se necesita la presencia de tres
enzimas: lipasa gastrica, lipasa pancreatica y colipasa, si estas fueran inhibidas
habria una disminucién en el incremento de los lipidos en sangre y esto seria una
manera de contrarrestar la hiperlipidemia (Sharma et al., 2005). Hasta la fecha, en
el mercado solo existe una droga utilizada para inhibir la actividad de la lipasa
pancreatica el orlistat, sin embargo, debido a los efectos secundarios que genera,
no es placentera para ser usada. El control del metabolismo de los lipidos es una
manera de controlar la obesidad, los fitoquimicos encontrados en las plantas son

una alternativa para sustituir las drogas sintéticas utilizadas contra la obesidad.

Existen varios reportes donde se muestra la busqueda de productos naturales con
actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica (Ado et al., 2013). En el presente
capitulo se hara una seleccion de plantas de facil adquisicion para examinar si el
extracto etandlico de estas, presenta actividad inhibitoria de la lipasa pancreética
para poder ser usada para disminuir la asimilacion de la grasa y y con ello evitar la

obesidad
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Materiales y métodos

En la Tabla 2 se presentan el total de las plantas recolectadas y que fueron

analizadas en el presente estudio. Cabe destacar que de algunas de las especies

no hay reportes de inhibicion de la lipasa pancreética, sin embargo, miembros de

sus respectivas familias o géneros estan reportadas como inhibidores de la lipasa

pancreatica. Mientras que otras especies se contemplaron para comparar con

estudios realizados en esas especies.

Tabla 2. Material vegetal utilizado para la realizacion de extractos etandlicos.

Nombre cientifico Familia Organo utilizado
Amorphophallus konjac Araceae Rizoma fresco y seco
Annana comosus Bromeliaceae Fruto

Annona muricata Annonaceae Hoja

Byrsonima crassifolia Malpighiaceae Fruto

Callistemon citrinus Myrtaceae Hoja

Capsicum sp. Solanaceae Hoja

Carica papaya Caricaceae Semilla

Cucumis melo Curcubitacae Semilla

Cucumis sativus Curcubitaceae Céscara

Fragaria sp. Rosaseae Fruto, Sépalos
Heidichium coronarium Zingiberaceae Rizoma

Heliopsis longipes Asteraceae Raiz

Hibiscus rosa-sinensis Malvaceae Hoja fresca y seca
Hibiscus sabdariffa Malvaceae Hoja

Lavandula sp. Lamiaceae Hoja fresca y seca
Vaccinium corymbosum Ericaceae Fruto

Morus sp. Moraceae Hoja fresca y seca
Nelumbo nucifera Nelumbonaceae Hoja fresca
Opuntia sp. Cactaceae Cladodio
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Passiflora sp. Passifloraceae Hoja fresca

Pisttia stratiotes Araceae Hoja seca

Rubus sp. Rosaseae Fruto

Saliva hispéanica Lamiaceae Semilla

Solanum melongena Solanaceae Hoja

Spinacia oleracea Amaranthaceae Fruto

Syzygium jambos Myrtaceae Hoja

Tamarindus indica Fabaceae Hoja fresca y seca
Tigridia pavonia Iridaceae Fruto

Vitis sp. Vitaceae Bulbo

Método de extraccion

Una vez recolectadas las plantas, se procedid a seleccionar las partes deseadas.
Para la preparacién de los extractos se trituro el material y se pesaron 3 gramos de
cada especie y se colocaron en un matraz con etanol al 98 % [1:10Y/v]. Se dejaron
macerar a 4°C por 7 dias. Después se llevaron a sequedad con ayuda de un rota
vapor con bomba de vacio y el residuo se resuspendié en DMSO al 1 % para tener

una concentracion de 1mg/mL.

Determinacion de la actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica

Los extractos de las plantas obtenidos a una concentracién de 1mg/mL se diluyeron
en DMSO al 1 % a concentraciones de: 50, 100, 200,300 y 400 pg/mL para realizar
una curva de inhibicion. A 0.2 mL de las diferentes concentraciones se les afiadio
0.1 mL de una solucion de lipasa pancreatica (1 mg/mL) y 1 mL de buffer Tris-HCI
pH 7.4 y se incubaron durante 15 min a 37°C, transcurriendo ese tiempo se afiadié
0.1 mL de una solucion de p-nitrofenil-butirato, nuevamente se incubaron por
espacio de 30 min a 37°C, transcurrido ese tiempo se leyeron las muestras en un
espectofotometro a una longitud de onda de 405 nm para obtener la absorbancia.

Se utilizo orlistat como control positivo (Jaradat et al., 2017).
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Resultados y discusion

Cuantificacion de la actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica de diversos

extractos de plantas.

De los materiales de las plantas analizadas, se obtuvieron 37 extractos vegetales
los cuales se sometierona la prueba de inhibicidén de la lipasa pancreética in vitro,
los resultados se agruparon en rangos segun su efectividad de inhibicion,
encontrando que a concentracion de 400 ug/mL, 9 extractos tuvieron un porcentaje
bajo de inhibicion de la actividad lipasa <41 % (Tabla 3), 9 extractos con porcentaje
moderado de inhibicién del 41-50 % (Tabla 4), 8 extractos en el rango alto de
inhibicion 51-60 % (Tabla 5) y 11 extractos con una inhibicion muy alta de lipasa =
61 % (Tabla 6).

Tabla 3. Porcentaje de inhibicion de los diferentes extractos vegetales con baja inhibicién a
concentraciones de 50, 100, 200, 300 y 400 pg/mL

- - Concentracio W IC

Planta Familia Organo n [ug/mL ] % Inhibicién [ug/r;OL]
50 10.72 +0.91
100 18.84 + 2.89

Cucumis sativus Curcubitaceae Cascara 200 22.86 £ 0.16 374.58
300 25.65 + 0.40
400 31.51+3.20
50 27.25+0.22
100 32.49+0.12

Heliopsis longipes Asteraceae Raiz 200 36.81+3.24 76.24
300 37.39 + 3.07
400 32.83+12.30
50 24.26 + 0.81
100 31.14 £ 0.66
Nelumbo nucifera | Nelumbonaceae Hoja fresca 200 32.86 £ 0.69 91.72

300 34.58 + 0.60
400 40.93 £+ 3.50
50 27.46 £ 0.17

Rubus sp. Rosaseae Fruto 100 28.97 £ 0.61 142.48
200 31.58+2.51
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300 33.37+£2.16
400 34.76 £ 1.08
50 40.95+0.44
100 46.03 + 2.88
Saliva hispanica Lamiaceae Hoja 200 39.29 + 2.45 36.63
300 40.97 + 3.75
400 38.03+2.40
50 34.84 +1.48
100 37.03 £ 1.47
msé?cl)?%inga Solanaceae Fruto 200 36.35+1.84 43.50
300 38.65 + 0.95
400 38.62 +1.09
50 22.81+0.13
100 26.74 +1.03
Tamarindus indica Fabaceae Fruto 200 33.09£0.07 154.91
300 34.97 +1.28
400 36.97 £ 1.75
50 27.05 + 0.08
o 100 28.13+0.18
C(\)/r?/%:'bn(;gﬂqm Ericaceae Fruto 200 30.92+£1.30 167.03
300 31.48 + 0.67
400 37.57£0.81
50 24.05 + 0.81
100 25.58 + 0.54
Vitis sp. Vitaceae Hoja fresca 200 27.87 £0.85 273.95
300 30.75+1.62
400 39.76 £ 0.98

Los valores se presentan como media + desviacién estandar (n = 3); concentracién inhibitoria al 30 %

Cabe mencionar que de las especies seleccionadas en este trabajo no se posee

cuantiosa informacion sobre su actividad antilipasa. Sin embargo, Buchholz y Melzig

(2015) reportaron que los extractos metandlico y acuoso de frutos de T. indica

tuvieron una actividad inhibitoria de la lipasa del 98 %, mientras que los extractos

metanolico y acuoso de semillas de V. vinifera presentaron un 100 % y 58 % de

inhibicion de la lipasa, es importante sefialar que la concentracion de estos extractos

fue de 2.5 mg/mL, lo que difiere con lo encontrado en este trabajo ya que incluso al

25




ser la misma especie, la concentracion de metabolitos varia de un 6rgano a otro,

ademas de que la concentracion méaxima en este trabajo fue de 400 pg/mL.

Tabla 4. Porcentaje de inhibicién de los diferentes extractos vegetales con moderada inhibicién a
concentraciones de 50, 100, 200, 300 y 400 pg/mL

- . Concentracion G IC
Planta Familia Organo (ug/mL ] %Inhibicion [pg/r;OL]
50 26.54 + 2.01
100 32.22 £0.22
Amorphophallus Araceae Rizoma fresco 200 36.08+094 | 80.46
: 300 39.89 + 1.05
400 43.53 +0.92
50 32.24+0.21
100 39.70 + 1.48
Fragaria vesca. Rosaseae Sépalo 200 42.91+0.84 46.52
300 45,90 £ 0.52
400 47.66 + 0.07
50 30.51 +0.73
o 100 31.67 +0.94
C“;'gr']‘;':'lldm Zingiberaceae Rizoma 200 32.46 + 0.64 49.16
300 35.41 £ 0.59
400 4790+ 1.28
50 24.63 +1.84
N 100 32.22+3.83
Hibiscus rosa- Malvaceae Hoja fresca 200 37.02 + 3.57 85.38
sinensis
300 39.88 £+ 2.51
400 47.53 + 0.86
50 27.05+0.51
100 28.84 + 0.84
Lavandula Lamiaceae Hoja seca 200 31.13+0.25 158.46
300 37.22 +0.54
400 47.49 + 1.38
Cladodio 50 44,33+ 2.43
100 46.69 + 1.48 33.83
Opuntia sp. Cactaceae 200 46.43 £ 0.33
300 46.61 £ 0.42
400 46.58 + 0.69
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50 44.02 £ 1.80
100 41.33+1.77
Pisttia stratiotes Araceae Hoja seca 200 4541 +1.44 34.08
300 45.56 + 2.88
400 44.15+1.81
50 41.50 £ 0.46
Bulbo 100 44.49 £ 0.47
Tigridia pavonia Iridaceae 200 45.29 + 0.36 3614
300 45.89 + 0.80
400 44.83 £ 1.64
50 23.17 £ 0.34
100 33.51+1.06
Vitis sp. Vitaceae Hoja seca 200 36.63 + 0.09 83.03
300 39.80+0.75
400 45.48 + 3.55

Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n = 3); concentracion inhibitoria al 30 %

En 2010 Zheng et. al., encontraron que el extracto metandlico de Morus alba a una

concentracion de 200 pg/mL posee una inhibicion de lipasa pancreética del 16.4 %,

en el presente estudio se encontrd una inhibicién de 50 % para el extracto etandlico

en hoja fresca y 41 % en el extracto etandlico de hoja seca de Morus sp. Lo anterior

sugiere que, los compuestos inhibitorios de este género podrian tener polaridad y

ser mas afines a dilucion en solventes polares.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion de los diferentes extractos vegetales con alta inhibicion a
concentraciones de 50, 100, 200, 300 y 400 pg/mL

- - Concentracion G IC
Planta Familia Organo (ug/mL] % Inhibicién [ug/ri:L]

50 26.02 + 2.61
100 30.25+ 1.06

Annona muricata Annonaceae Hoja 200 40.30+1.01 97.05
300 48.04 + 1.68
400 56.61 £1.81
_ 50 37.90+£0.33

Ca(lliﬁitﬁggon Myrtaceae Hoja 100 37.88 £0.15 39.58
200 37.95+0.15
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300 44.03 + 1.36
400 50.60 + 0.85
50 42.01 +0.01
100 50.50 + 0.71
Cucumis melo Curcubitaeae Semilla 200 53.84+1.19 35.71
300 55.40 £ 0.56
400 57.09 + 0.13
Hoja fresca 50 43.92 + 0.69 34.15
100 46.22 +0.24
Morus sp. Moraceae 200 50.30 £ 0.02
300 52.09 + 0.04
400 54.61 + 0.83
50 31.67 +4.17
100 37.35+ 2381
Morus sp. Moraceae Hoja seca 200 40.39 +1.03 47.36
300 46.42 + 0.68
400 50.48 + 0.38
50 37.85+4.02
100 39.82 + 3.87
Saliva hispanica Lamiaceae Semilla 200 45.20 + 3.09 39.63
300 50.21+1.10
400 52.82 +0.19
50 43.42 +2.04
100 52.92 + 1.60
Spinacia oleracea | Amaranthaceae Hoja 200 53.84+£1.75 34.55
300 55.74 + 2.08
400 56.98 + 2.30
50 27.40 £1.17
100 39.52 +2.84
Syzygium jambos Myrtaceae Hoja fresca 200 45,94 + 1.06 60.73
300 54.68 + 0.32
400 56.59 + 0.56

Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n = 3); concentracion inhibitoria al 30 %

En 2011 Bustaniji et al. realizaron un barrido de 23 plantas medicinales colectadas

en Jordan, las cuales pertenecen a 15 familias, teniendo los extractos metandlicos

probaron la actividad inhibitoria de la lipasa pancreética y encontraron casos como

en miembros de la familia Asteraceae en la cual no todos los miembros analizados
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presentaron actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica, siendo Chrysanthemum
coronarium y Anthemis palestina inhibidores y otros miembros de la misma familia
como Achillea biebersteinii y Calendula arvensis no presentaron inhibicion, ademas,
otros casos como el género Reseda del cual se probaron dos especies Reseda alba
y Reseda lutea muestra que la actividad inhibitoria puede variar incluso dentro de
un mismo género ya que Reseda alba demostré ser capaz de inhibir la lipasa
pancreatica mientras que Reseda lutea no posee dicha actividad. Por dltimo, en
2015 Dechakhamphu y Wongchum cuantificaron la actividad inhibitoria de lipasa
pancreatica del extracto etandlico de hoja seca de Syzygium gratum encontrando
un porcentaje de inhibicion de 34.93 % a una concentracion de 100 pg/mL lo que
indica una estimulacién en la actividad enzimética de la lipasa, sin embargo, los
resultados obtenidos en la presente investigacion en relacién a esta planta fueron
distintos ya que en el extracto etanolico de hojas secas de Syzygium jambos se
obtuvo una accion inhibitoria del 41.5 % a una concentracion de 100 pg/mL y una
inhibicién del 69.3 % a una concentracién de 400 pg/mL.

Tabla 6. Porcentaje de inhibicion de los diferentes extractos vegetales con muy alta inhibicion a

concentraciones de 50, 100, 200, 300 y 400u

/mL

. 2 Concentracién L, IC30
Planta Familia Organo %lInhibicion
g [ug/mL ] ° [ug/mL ]
50 40.45 + 1.96
A hoohall 100 46.95 + 1.00
morphophaliu Araceae Rizoma seco 200 55.27 + 1.00 37.08
s konjac
300 59.39+1.44
400 60.32+1.44
50 63.24 + 0.27
A 100 59.31 +5.31
nnana Annanaceae Fruto 200 62.26 + 2.48 23.72
Comosus
300 63.77 +1.89
400 62.39 + 2.86
50 44.17 +0.25
Byrsonima I 100 49.23 + 0.32
crassifolia Malpighiaceae Fruto 200 49.30 +0.42 33.96
300 52.47 + 0.66
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400 62.08 £ 0.11
50 28.33+0.47
100 36.08 +0.11
Capsicum sp. Solanaceae Hoja 200 44.72 + 0.40 60.77
300 53.87 £ 1.22
400 61.59+0.84
50 56.01 £ 0.02
100 57.34 £ 0.48
Carica papaya Caricaceae Semilla 200 60.31+1.85 26.78
300 61.59 £ 0.38
400 64.03 £ 0.05
50 55.12 £ 0.17
100 57.03 +0.04
Fragaria sp. Rosaseae Fruto 200 59.11 £ 0.16 27.21
300 59.50 £ 0.70
400 67.61 +0.86
50 46.15 +0.19
L 100 54.23 £ 0.74
Hibiscus rosa- | .1 aceae Hoja seca 200 64.98+122 | 32.50
sinensis
300 69.84 + 0.99
400 71.90 £ 0.64
50 55.89 + 0.33
Hibiscus 100 62.46 £ 2.15
sabdariffa var. Malvaceae Hoja 200 65.21 +1.35 26.84
rubra 300 63.70 + 1.53
400 63.77 + 3.70
50 53.99+1.73
100 54,51 + 1.25
Lavandula Lamiaceae Hoja fresca 200 56.81 + 2.07 27.78
300 59.31 £ 0.17
400 62.43 +£0.11
50 45.40 + 0.59
100 50.57 £ 0.14
Passiflora sp. | Passifloraceae Hoja fresca 200 55.25+0.17 33.04
300 60.12 + 1.04
400 67.78 £ 0.41
_ 50 31.58 +0.49
Sjéz%’ gg‘sm Myrtaceae Hoja seca 100 4276 £0.34 | 47.50
200 49.48 +2.10
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300 60.86 + 0.99
400 69.42 + 0.16

Los valores se presentan como media £ desviacion estandar (n = 3); concentracion inhibitoria al
30 %.

Finalmente, el extracto etandlico de hoja seca de Hibiscus rosa-sinensis a una
concentracion de 400 pg/mL (Figura 2 y 3) fue el que presento mayor actividad
inhibitoria de la lipasa pancreética con un 71.90 %, siendo muy semejante al control

orlistat el cual posee un 70 % de inhibicion.

Figura 2. Fotografia de flor y hoja de Hibiscus rosa-sinensis.

31




801

70

60

% inhibicion

50 A

40 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Concentracion del extracto[pug/ml]

Figura 3. Efecto inhibitorio del extracto etandlico de hoja seca de H. rosa-sinensis

en la actividad de la lipasa pancreatica porcina.

Los trabajos anteriormente mencionados en conjunto con los obtenidos en este
trabajo indican que los metabolitos presentes en las plantas que poseen la
capacidad de inhibir la lipasa pancreatica no estan distribuidos uniformemente en
las familias o géneros, teniendo grupos taxonémicos con mayor numero de especies
inhibitorias de la lipasa pancreatica o grupos taxondmicos que varian en esta

cualidad.

Es importante mencionar que la investigacion realizada sobre H. rosa-sinensis en
esta tesis (Figura 2) es el primer reporte sobre la actividad inhibitoria de la lipasa
pancreatica. Dentro del género Hibiscus existe un reporte realizado por Buchholz y
Melzig en 2015, donde se muestra que el extracto metanolico y acuoso de flores de
H. sabdariffa poseen una actividad inhibitoria de la lipasa pancreética del 100 % a
una concentracion de 2.5 mg/mL, sin embargo, en este trabajo se obtuvo un
porcentaje de inhibicion del 70 % a una concentracion de 400 pg/mL.

Kumar et. al., en 2009 utilizando extracto etanodlico de raiz de H. rosa-sinensis
observd una actividad hipolipidémica, al tratar ratas adultas macho de Charles

Foster con una dieta alta en grasas obteniendo niveles bajos de colesterol,
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fosfolipidos vy triacilglicéridos a diferencia del grupo tratado solamente con la dieta
alta en grasas. Este resultado aunado al obtenido en este trabajo apoya la
posibilidad de utilizar esta planta como una opcién para el tratamiento de la

obesidad.

En este trabajo se realizaron ademas estudios de cinética enzimética del extracto
de hoja seca de H. rosa-sinensis para comparar si el tipo de inhibicion es semejante
al del orlistat. Los resultados demuestran que el orlistat es un inhibidor mixto esto
significa que este inhibidor puede estar actuando tanto en el complejo enzima

sustrato, asi como uniéndose a la enzima libre (Figura 4).

0.01

1/Velocidad de reacciéon

0
25 2 15 1 0.5 0 0.5 1 15 2 2.5
1/[S]

—8— Orlistat —@— Lipasa

Figura 4. Cinética enzimética del orlistat.

Sin embargo, el extracto de H. rosa-sinensis tuvo un comportamiento como un
inhibidor uncompetitivo (Figura 5) indicando que €l o la mezcla de compuestos que
tienen la capacidad de inhibir a la lipasa pancreatica se une solamente al complejo

enzima sustrato.
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Figura 5. Cinética enzimatica del extracto etandlico de hoja seca de H. rosa-

sinensis.

Conclusion

Se encontr6 actividad inhibitoria de la lipasa pancreética en los extractos vegetales
analizados. El extracto que presento el mas alto porcentaje de inhibicion de la lipasa
pancreatica fue el de hojas secas de H. rosa-sinensis (72 % de inhibiciéon a una
concentracion de 400 pug/mL), siendo similar a la actividad del orlistat (70 % de
inhibicién de la enzima). Este resultado permitira continuar con la investigacion del
extracto para la estimacion de la asimilacion de los triacilglicéridos y colesterol en

animales.
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6.2. Capitulo 2. Estimacion de la asimilacion de los triacilglicéridos en

animales tratados con extracto etandlico de hoja seca de H. rosa-sinensis

Resumen

En el presente estudio se realizo la estimacion de los triacilglicéridos en plasma de
ratas, se hicieron cinco grupos, el primer grupo fue el control negativo ycuatro
grupos que se les administro via oral una emulsion lipidica, a los grupos 2, 3y 4 se
les administré el extracto de hoja seca de Hibiscus rosa-sinensis a una
concentracion de 62.5, 125 y 250 mg/kg respectivamente y el 5 grupo administrado
con orlistat (50 mg/kg) como control positivo, posteriormente se midio el contenido
de triacilglicéridos en la sangre durante 3 horas. Otro estudio que se realiz6 fue
utilizando una dieta rica en grasas (HFD) durante tres semanas, se formaron 4
grupos: el primero, grupo control alimentado con dieta estandar, los grupos 1, 2, 3
se alimentaron con la HFD, ademas al grupo 2 se le administré diariamente por via
oral H. rosa-sinensis (125mg/kg) y al grupo 6 orlistat (50 mg/kg) el grupo 4 se
alimento con dieta estandar , los pardmetros que se tomaron fueron los niveles de
triacilglicéridos y colesterol en suero, asi como el peso final de los individuos. El
extracto de hoja seca de H. rosa-sinensis a una concentracion de 125 mg/kg previno
la elevacion de los niveles de triacilglicéridos después de 2 horas de la
administracion de la emulsion lipidica, semejante al orlistat. Los resultados de la
administracion de la HFD durante 3 semanas mostraron que los triacilglicéridos y el
colesterol en suero, asi como el peso total de los individuos administrados por H.
rosa-sinensis mantuvo los niveles de triacilglicéridos semejantes al control evitando
la hiperlipidemia, ademas de controlar el aumento de peso, sin tener los efectos
secundarios del orlistat. Estos resultados sugieren que el efecto inhibitorio de la
absorcion de los lipidos del extracto del H. rosa sinensis seria a través de la

inhibicion de la actividad de la lipasa pancreética.

Palabras claves: Triacilglicéridos, Hiperlipidemia, Dieta alta en grasas, Orlistat,
Hibiscus rosa-sinensis.
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Abstract

In the aim of this study was evaluate the estimation of triacylglycerides in plasma of
rats. Thirty male Wistar rats were divided into five groups: 1 group control, and four
groups were administered orally a lipid emulsion, groups 2,3 and 4 were
administered the dry leaf extract of Hibiscus rosa-sinensis at a concentration of 62.5,
125, and 250 mg/kg respectively and the 5th group with orlistat (50 mg/kg) as a
positive control, subsequently the triacylglycerides levels were measumered during
3 hours. The determination of the lipid lowering effects of an ethanolic extrac of
leaves of H. rosa-sinensis. Three groups of male Wistar rats were fed with a high fat
diet for a 3-weeks period: 1 group with high fat diet (HFD) cointaining vegetable fat
(37%) only, HFD supplemented with orally daily dose of H. rosa-sinensis (125mg/
kg), and HFD supplemented with orally daily dose of orlistat group (50mg/kg), 4
group normal diet (pellet chow). Body weight was measured at weekly intervals. At

the end of third weeks the triglycerides and cholesterol levels were also estimated.

The H. rosa-sinensis dried leaves extract a dose 125 mg /kg, significantly
suppressed the elevation of blood triacylglyceride after oral administration of an oil
emulsion, similar to orlistat. The results showed that after treatment, the H. rosa-
sinensis extract inhibited the increase in the body weight, and displayed a significant
decreased in triacylglycerides and total colesterol levels in serum, compared with
orlistat group but without having the side effects of this drug. These results suggest
that the inhibitory effect of H. rosa-sinensis extract, over the gain weght, might be to

the inhibition of lipid absorption through the inhibition of pancreatic lipase activity.

Keywords: Triacylglycerides, Hyperlipidemia, High fat diet, Orlistat, Hibiscus rosa-
sinensis.

40



Introduccién

Los lipidos son un componente encontrado en gran proporcion en la llamada “Dieta
americana”, aproximadamente esta dieta consta de un 35 % de calorias totales
dadas por los lipidos, principalmente por los triacilglicéridos, ademas de que este
tipo de dietas provocan hiperlipidemia en el suero, promueven el sobrepeso y la
obesidad y a su vez estos padecimientos pueden derivarse a otras enfermedades
(Hennink y Maljaars, 2013). Se ha comprobado que productos naturales pueden
tener efectos hipolipidémicos, asi como en la regulacién de la  oxidaciéon cuando

existe una dieta alta en grasas u obesidad (Moriyama, 2018).

Hibiscus rosa-sinensis L. (Figura 2) también conocida como tulipdn u obelisco es
una planta perteneciente a la familia Malvaceae originaria de china, es un arbusto
de 1 a 4 m de alto con hojas esparcidamente pubescentes o glabras de 5a 12 cm
de longitud, ovadas o lanceoladas aserradas y concoloras. En México esta planta
es probablemente una de las mas utilizadas como planta ornamental gracias a sus
vistosas flores; sin embargo, en este pais no se le conoce un uso medicinal (Fryxell,
1992).

En paises como la india se ha utilizado como planta medicinal, ya que sus hojas
tienen efectos antipiréticos, ademas sus flores se utilizan para enfermedades
cardiacas, presentando también efectos antitumorales (Chatterjee y Pakrashi, 1992;
Serrame y Lim-Sylianco, 1995; Sharma, 1994). Ademas, se ha reportado una
actividad hipoglucémica e hipolipidémica en ratas, gracias al extracto de hojas de
esta planta (Sachdewa y Khemani, 1999; Sachdewa et al., 2001).

Hibiscus sabdariffa perteneciente a la familia Malvaceae ha mostrado ser un buen
agente hipolipidémico en suero, reduciendo significativamente los niveles de
triacilglicéridos y otros componentes como colesterol, lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), en el suero de ratas
con una dieta alta en grasas o en ratas hiperlipidémicas, dicho efecto se atribuye a
los fenoles presentes en esta planta, por lo cual se han probado diversos 6rganos

de esta, asi como diferentes fracciones de estos extractos, teniendo resultados
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positivos tal como lo reportan (Yang M. et al. 2010; Su etal.2018; Farrombi y Ige ,
2007; Sandeep G., et al. 2010).

En este capitulo se presenta el efecto del extracto etandlico de hoja seca de H. rosa-
sinensis sobre los triacilglicéridos en sangre en una prueba de tolerancia de
triacilglicéridos, asi como el efecto del extracto sobre algunos pardmetros séricos y

morfométricos en una dieta alta en grasas en ratas Wistar.

Materiales y métodos

Animales.

Se utilizarén ratas blancas de la cepa Wistar, todos machos, criados y mantenidos
en condiciones estandar: 12 h de luz/12 h oscuridad, humedad relativa 60-70 %,
temperatura promedio de 20°C, con libre acceso a comida y agua. En todos los
tratamientos se emplearan adultos jovenes de entre 2 y 3 meses de edad con un
peso entre los 200 y los 300 g. Los animales seran mantenidos en el Bioterio del
Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas de la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo. La atencion de los animales 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).

Estimacién de la asimilacién de los triacilglicéridos en animales

Se basa en el procedimiento propuesto por Kim et al., (2009). Se hicieron cinco
grupos con ratas Wistar de 6 semanas de edad, con un peso aproximado de 200 a
250 g se dejaron una noche sin alimento, a todos los grupos se les administré via
oral 3 mL de una emulsion lipidica que contenia 6 mL de aceite de maiz, 80 mg de
acido célico, 5 mL de yema de huevo y 6 mL de una solucién salina (Cloruro de
sodia al .9 %); al grupo 2 se le administré 50 mg/kg de orlistat; A los grupos 3,4y 5
se les administro 250, 125 y 65.2 mg/kg de peso del extracto que mostro la mayor

actividad antilipasa respectivamente. Después se les tomé sangre de la vena de la
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cola a los tiempos 0, 1, 2 y 3 horas después de la administracion de la emulsion de
lipidos, se obtuvo el plasma para determinar el contenido de triacilglicéridos
utilizando pruebas reactivas de triacilglicéridos y el sistema de diagndstico inmediato

de la marca Roche®.

Estimacidn de la asimilacion de los triacilglicéridos en animales con una dieta

alta en grasas durante 3 semanas.

Se utiliz6 una dieta alta en grasas sugerida por Garcia-Berumen et al., (2019),
posteriormente modificada por Ortega-Pérez (2020), estructurada para elevar el
nivel de triacilglicéridos. La dieta con la que se alimentaron las ratas consté de un
63 % de alimento estandar Rodent diet y 37 % de margarina comercial, las ratas se

alimentaron durante tres semanas con esta dieta.

Los animales se dividieron en 4 grupos con una n=6: Grupo control (alimentado con
dieta estandar), Grupo DAG (dieta alta en grasa), Grupo DAG administrado con
orlistat a una concentracion de 50 mg/kg y Grupo DAG administrado con extracto
de hoja seca de Hibiscus rosa-sinensis a una concentracion de 125 mg/kg. Todos
los grupos tuvieron acceso al alimento correspondiente y agua ad libitum. Cada
semana se midié el peso de los animales. El colesterol y los triacilglicéridos se
midieron después del sacrificio tomando sangre para posteriormente obtener el
plasma y determinar el contenido de colesterol y triacilglicéridos (mg/dL) utilizando

kits de la marca Spinreact.

Analisis estadistico

La muestra completa (n=6) se incluyé en los tratamientos y los valores se
expresaron como media + error estandar (SEM). Los datos se analizaron utilizando
JMP® 8.0 mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via y para determinar
las diferencias estadisticas en los parametros bioquimicos (colesterol,
triacilglicéridos) y peso para la prueba de tolerancia de triacilglicéridos se utilizo la

prueba post hoc de Dunnett para comparaciones multiples entre el control y los
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grupos experimentales. Para los triacilglicéridos en la prueba de tolerancia aguda
se utilizé la prueba de comparacion multiple de Tukey. Se consideré que los valores
eran indicativos de significancia estadistica *P<0.05. Los graficos se realizaron en

el software GraphPad Prism version 8.0 y Excel 2016.

Resultados y discusion

La prueba de tolerancia de triacilglicéridos (Figura 6, Tabla 7) muestra que durante
la segunda hora después de la ingesta de lipidos hay una mayor cantidad de
triacilglicéridos en sangre, asi, pudiendo observar una significativa reduccion en la
concentracion de triacilglicéridos en sangre cuando se administra el extracto de hoja
seca de H. rosa-sinensis a una concentracion de 125 mg/kg y con el orlistat a una
dosis de 50 mg/kg, indicando una reduccion en la absorcion de grasas en un 62 %
y 65 % respectivamente; las dosis de H. rosa-sinensis a una concentracion de 250
y 65.2 mg/kg no mostraron diferencias significativas en el grupo DGA tratado solo
con la mezcla, reduciendo su nivel en un 9.7 % con la dosis mas alta, esto se puede
deber a la cantidad de acidos grasos presentes en el extracto, tal como lo demostrd
Rios-Chavez et al., (2019) donde encontraron que el extracto de hoja de H. rosa-

sinensis contiene un 21.72 % de acidos grasos.

400 A

Emulsion
300 A

Emulsién+Olistat[50mg/kg]

2004

-o-
-

== Emulsién+H. rosa sinensis [250mg/kg]
=% Emulsion+H. rosa sinensis [125mg/kg]
——

100 Emulsién+H. rosa sinensis [62.5mg/kg]

Triacliglicerol (mg/dL)

Tiempo (h)

Figura 6.- Curva de tolerancia de triacilglicéridos en 4 diferentes tiempos en ratas
tratadas con una mezcla de lipidos y 3 inhibidores de lipasa pancreética.
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Tabla 7. Efecto en la concentracién de triacilglicéridos (mg/dL) en suero de 4 grupos de ratas

durante 3 horas

Tratamiento

] TO T1 T2 T3
/Tiempo
Aceite 88.85+5.87 a 159.33+9.73a 280.5+-18.26a 156.50+9.35b
Orlistat 88.85+5.87 a 104.00 +-9.73b  123.67 +£21.08b 109.66 + 15.79 b
H. rosa-sinensis
88.85+5.87 a 138.75+8.42 a 253+ 18.26a 232.33+15.79 a
[250mg/kg]
H. rosa-sinensis
88.85 +-5.87 a 116 +8.42 b 109+21.08b 126.00 £ 15.79 b
[125 mg/kg]
H. rosa-sinensis
88.85+5.87a 124.00 + 25.00ab 236.00 + 18.26a 153.00 + 15.79.00a
[62.5 mg/kg]

La diferencia estadistica entre los tratamientos se determin6 usando la prueba ANOVA seguido
de la prueba de comparacion mdaltiple de Tukey. Valores estadisticamente diferentes (a, b, ¢)
entre grupos (P<0.05), n=6.

Con relacién al peso y los niveles de triacilglicéridos en el suero, a pesar de tener
solamente tres semanas de estar bajo una dieta con un suplemento de 37 % de
margarina, se presentdé un aumento significativo en el peso y en los triacilglicéridos
del 20 % y 195 % respectivamente en el grupo tratado con una dieta alta en grasas
en comparacién con el grupo con dieta estandar (Tabla 8, Figura 7), resultado
similar al reportado por Anai et al., (1999), donde muestran que bajo una dieta con
un 58 % de manteca durante 6 semanas, hubo un incremento significativo en los
niveles de triacilglicéridos en el suero. Y al reportado por Kumar y Gaur (2017)
donde administraron una dieta rica en grasa animal durante 6 semanas y las ratas
Wistar tuvieron un incremento del peso, asi como los valores del perfil lipidico. Con
relacion al grupo con una dieta alta en grasas mas el orlistat y el grupo con una dieta
alta en grasa y el extracto de hojas secas de H. rosa-sinensi, presentaron un peso
y niveles de triacilglicéridos muy similares al grupo con dieta estandar. Estos datos
muestran que H. rosa-sinensis tiene un efecto similar al orlistat en cuanto la
actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica previniendo la obesidad y la
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hiperlipidemia; sin embargo, no incrementé la excrecion de grasas en las heces
como lo hace el orlistat (Kim et al., 2009).

80 1

*
I
L

60 1

40 4

209

Triacilglicéridos [mg/dl]

Figura 7.- Concentracion de triacilglicéridos en sueros de ratas tratadas durante
tres semanas con una dieta alta en grasa y dos inhibidores de lipasa pancreética
(extracto de hoja seca de H. rosa-sinensis y orlistat). La diferencia estadistica entre
los tratamientos se determiné usando la prueba ANOVA seguida de la prueba de
comparacién multiple de Dunnet. “*” implica diferencias significativas. Cada valor
representa la media £+ SEM (P<0.05), n=6.
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Tabla 8. Efecto en el peso (g) en 4 grupos de ratas durante tres semanas con una dieta
alta en grasas (DAG) y dos inhibidores de la lipasa pancreatica (extracto de hoja seca de
H.rosa-sinensis y orlistat)

Tratamiento /Peso (gr) Semanal Semana 2 Semana 3
Control 213.00 + 14.67 247.66 + 14.47 251.00 + 11.96
Control DAG 217.00 £ 10.38 275.33£10.23 303.16 + 8.46*

H. rosa-sinensis [125mg/kg] 212.85+ 9.61 269.14 £ 9.47 280.00£12.13

Orlistat [50mg/kg] 201.80 + 11.37 255.80 +11.21 276.00 £ 9.26

La diferencia estadistica entre los tratamientos se determind usando la prueba ANOVA
seguida de la prueba de comparacion multiple de Dunnet. “*” implica diferencias
significativas. Cada valor representa la media + SEM (P<0.05), n=6.

Por otro lado, no hubo cambios significativos en la concentracién de colesterol
(mg/dL) en el suero de los animales con una dieta alta en grasas durante tres
semanas (Figura 8), este resultado es similar al reportado por Woo et al., (2008) en
el cual administraron a ratas Sprague-Dawley 10 % de sebo y 5 % de aceite de maiz
durante 6 semanas. Cabe mencionar que la mayoria de los trabajos donde
administran una dieta rica en grasas usan el sebo que es un producto de origen
animal, por lo cual se incrementa el nivel de colesterol en los animales tratados bajo

dicha dieta, en la presente investigacion se utilizé grasa de origen vegetal.
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Figura 8.- Concentracion de colesterol en sueros de ratas tratadas durante tres
semanas con una dieta alta en grasa y dos inhibidores de lipasa pancreatica
(extracto de hoja seca de H. rosa-sinensis y orlistat). La diferencia estadistica entre
los tratamientos se determiné usando la prueba ANOVA seguida de la prueba de
comparacién multiple de Dunnet. “*” implica diferencias significativas. Cada valor
representa la media £+ SEM (P<0.05), n=6.

Marques C., et al. 2015 realizaron una comparacién en parametros como los
triacilglicéridos y colesterol en ratas Wistar con dieta estandar y dieta alta en grasas
durante 17 semanas, en donde encontraron una concentracion de colesterol total
promedio en suero de 103 mg/dL en dieta estandar y 105 mg/dL con dieta alta en
grasa, valores que disciernen de los encontrados en este trabajo ( 50-60 mg/dL) ,
de igual manera los triacilglicéridos muestran un nivel elevado en comparacioén con

los presentados, esto puede deberse al tipo y tiempo de la dieta efectuada.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran relacién con el trabajo de
Caridad-Leon et al. (2011), donde obtienen valores de colesterol de 49.7 mg/dL y
de triacilglicéridos de 24.5 mg/dL.
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Kamal et al. (2014) probando el orlistat y una mezcla de hierbas (cascara de Arachis
hypogaea, de Curcubita moschata y de Morus alba) con una dieta alta en grasas
durante 16 semanas, muestran un 25 % de reduccion de triacilglicéridos en sangre
con ambos tratamientos con respecto al grupo con dieta alta en grasas, ademas
presentd una reduccidn significativa en el peso en ambos tratamientos,
manteniendo su peso similar al grupo con dieta estandar. En este trabajo se
encontrd que la concentracion de triacilglicéridos en el grupo tratado con el extracto
de hoja seca de H. rosa-sinensis con respecto al control es ain menor (62 %). De
los pocos estudios con H. rosa-sinensi esta el de Kumar et al., (2009), donde
reportan que el extracto de raiz de H. rosa-sinensis, presenta una actividad
hipolipidémica en ratas tratadas con una dieta rica en colesterol y grasas. Sin
embargo, en dicho estudio la concentracion del extracto de la raiz fue de 500 mg/kg,
mientras que en este trabajo se utiliz6 una concentracion de 125 mg/kg, lo cual
indica una mayor actividad hipolipidémica en el extracto objeto de este trabajo de

investigacion.

Conclusion

H. rosa-sinensis posee una alta capacidad hipotrigliciridémica, muy similar a la
actividad del orlistat, viéndose reflejado en ratas con una dieta alta en grasa, asi
como durante una prueba de tolerancia a triacilglicéridos, efecto dado gracias a la

capacidad inhibitoria de la lipasa pancreatica.
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6.3 Capitulo 3. Toxicidad aguday subaguda del extracto etandlico de Hibiscus

rosa-sinensis

Resumen

Para poder usar un extracto de plantas con fines medicinales es importante conocer
si presenta toxicidad o no. En el presente trabajo se muestran los ensayos
toxicoldgicos via oral del extracto etandlico de hoja seca de Hibiscus rosa-sinensis.
La prueba toxicologica aguda mostrd que, a concentraciones de 100, 316 y 1000
mg/kg de peso no hay toxicidad en ratas Wistar, por lo que la ICso es mayor a 1000
mg/kg, ademas en la prueba de toxicidad subaguda, administrando diariamente una
concentracion alta (1000 mg/kg) durante 28 dias no se observaron cambios en el
comportamiento, ademas se tuvo un 0 % de muertes, para determinar lesiones
hepaticas y renales se midieron biomarcadores como GHS, PON 1, MDA, HNE y
proteinas totales, las cuales no presentaron cambios significativos con respecto al
control, demostrando asi que H. rosa-sinesis es seguro a dosis menores o iguales
a 1000 mg/kg.

Palabras claves: H. rosa-sinensis, Toxicidad, GSH, PON1, MDA, HNE.
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Abstract

In an attempt to know the safety of the use of H. rosa-sinense, we carried out an
acute and sub acute toxicity study. The acute toxicological test was conducted in
Wistar rats. The extract of H. rosa-sinensis was administered in a single dose of 100,
316 and 1000 mg/kg and observed for behavioral changes and mortality. In sub
acute toxicological test, Wistar rats were administered the H. rosea-sinensis at dose
of 1000 mg/kg via oral dailly for 28 days. Rats were observed if there are any
changes in their body weight, food and water intake during this period. In acute
toxicity, neither mortality nor any change in the behavior in rats were observed. The
ICso is greater than 1000 mg/kg. In sub acute study, no changes in behavior were
observed, in addition there were 0% deaths, no alterations had been observed in the
liver and kidney. Biomarkers such as GHS, PON 1, MDA, HNE and total proteins did
not showed significant changes with compared to control group. Our results suggest
that H. rosa-sinesis is relatively safe at doses less than or equal to 1000 mg/ kg when

administrated orally in rats.

Keywords: H. rosa-sinensis, Toxicity, GSH, PON1, MDA, HNE.
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Introduccién

Aungue ninguna sustancia puede certificarse como completamente "segura” (libre
de riesgo), el objetivo primordial de la toxicologia es estimar el riesgo relacionado
con la exposicion al farmaco elegible y considerarlo en el contexto de las
necesidades terapéuticas y la duracién probable del uso del o los compuestos
(Katzung, 2009).

Sin embargo, no solo los farmacos pueden causar dafios hepéticos o renales sino
también otras sustancias que se metabolizan en él, como lo son ciertos compuestos

naturales derivados de plantas (Matkowski et al., 2008).

Se conoce muy poco de la seguridad de Hibiscus rosa-sinensis para ser usada
como planta medicinal, es por lo anterior que estudiar el posible efecto toxico del
extracto de esta planta es importante. Por lo que el objetivo de este trabajo es la
caracterizacion de la toxicidad agua y sub-aguda del extracto etandlico de las hojas

secas de H. rosa-sinensis

Materiales y métodos
Ensayo de toxicidad aguda

El ensayo de toxicidad aguda se llevdé a cabo de acuerdo con el procedimiento
estandar Clasificacién Toxica Aguda o Método de las Clases de Toxicidad (Toxic
Class Method, TCM), establecido por la OCDE (2001), pero modificado en cuanto
al nimero de animales y lotes experimentales. Se utilizaron 3 concentraciones del
extracto que tuvo la mayor actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica (extracto de
Hibiscus rosa-sinensis) los animales fueron administrados con canula intra-géastrica
una sola vez y permanecieron en condiciones estandar controladas y con acceso
libre a agua y comida. Se observaron constantemente durante las primeras 4 horas
y después a las 24, 48y 72 horas y se dejaron durante 15 dias, para registrar signos
de toxicidad visibles tales como la muerte, cambios de comportamiento, disminucion
de la capacidad motriz, letargo, respuesta al sonido, fuerza de agarre, diarrea,
vomito y reflejos.
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Ensayo de toxicidad subaguda

Se utilizaron 12 ratas Wistar macho que se distribuyeron al azar en dos grupos, uno
el control y el otro fue tratado con una dosis no letal del extracto (identificada
previamente en el estudio de toxicidad aguda), igualmente administrada con canula
intra-gastrica durante 28 dias y permanecieron en condiciones estandar de
humedad, luz y temperatura, con libre acceso a agua y alimento. Se sacrificé a los
animales por sobredosis de barbituricos para realizar la extraccion de 6rganos
(higado y rifiones) para los posteriores estudios bioquimicos del laboratorio tales
como el glutation reducido, paraoxanasa 1, productos de la lipoperoxidacion
(malondialdehido y 4-hidroxinonenal) y proteinas totales.

Proteinas totales

Las proteinas totales fueron determinadas usando el método de Bradford (1976)
adaptado para cuantificar concentraciones bajas mediante un micrométodo
disponible comercialmente (marca Sigma). Se us6 1 ul de homogenado de higado
y rifidn, después se le adicion6 799 pl de agua destilada, se mezcld y posteriormente
se le agreg6 1 mL de reactivo de Bradford, se incubo a temperatura ambiente
durante 5 minutos y se midi6 la absorbancia a 595 nm. Para el blanco solo se agreg6

800 ul de agua destilada y el Bradford.

Glutatién reducido

Mediante la técnica de Sedlak y Lindsay (1968) se determiné el contenido de
glutation reducido (GSH) en higado y corazon de la siguiente forma: en eppendorf
se agregaron 62.5 yl de homogenado del tejido, 187.5 ul de Tris buffer (0.2 M, pH
8.2) y 12.5 ul de acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DNTB) (0.01 M), se mezclé y
posteriormente se adicionaron 987.5 ul de metanol absoluto, luego se colocaron en
un agitador a 240 rpm durante 15 minutos, después las muestras se centrifugaron

a 3000 rpm a temperatura ambiente durante 15 min. Finalmente, se desarrollo el
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color amarillo de la reaccién y se midio la absorbancia en un espectrofotometro a

412 nm. Las unidades fueron expresadas como mM GSH/g de tejido.

Determinacion de actividad arilesterasa (Paraoxanasa 1)

Para la determinacion de la arilesterasa se utilizd la técnica colorimétrica para
determinacién de PON (paraoxanasa) siguiendo el protocolo de Dantoine (1998),
iniciando con la dilucién 1/20 del mismo homogenado, por otro lado, se prepar6 un
coctel que por mililitro contuvo: 25 pl de metanol, 100 uL CaCls [10 mM], 562.5 ul
de buffer Tris HCI [25 mM] pH 8 y 312.5 pl de 4-nitrofenilacetato [1M] disuelto en
metanol. Se colocaron 125 pl de la dilucion 1/20 del homogenado en una celda de
vidrio y se le agregd 1mL del coctel previamente preparado, se agitd la celda y se
leyd en espectrofotémetro a 402 nm cada 30 segundos por 3 min contra un blanco

solo del coctel.

Determinacién de MDA/HNE

Para la determinacién de malondialdehidos (MDA) y el 4-hidroxialquenos (HNE) se
utilizé la técnica colorimétrica de evaluacion del 1-metil-2-fenilindol siguiendo el
protocolo de Johnston et al. (2007) Para la cual se inicia tomando 0.5 gr de tejido al
cual se le agregaron 10uL de BHT [5 mM] y 2 mL de buffer de fosfatos con un pH
de 7.4 [10 mM] para machacarse en frio en mortero con pistilo, el machacado se
recuperd para ser centrifugado por 13 min a 13,000 rfc (gs) y se recuperd el

sobrenadante.

Se tomaron 200 pl de muestra de la técnica anterior, se colocaron en un tubo
eppendorf se le agregaron 650 pl de 1-metil-2-fenilindol [L0 mM] disuelto en una
mezcla de acetonitrilo/metanol 3:1 (se hizo por duplicado cada muestra), a una de
las muestras se le agregaron 150 pl de HCL al 37% (V/v) y al otro se le agregaron
150 pl de 4cido metanesulfonico, se agitaron bien y se llevaron a incubacién por 60
min a 45°C, pasado el tiempo de incubacion se colocan en hielo por 5 minutos y se
llevaron centrifugar por 10 min a 13,000 rfc (gs) posteriormente se recupero el
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sobrenadante en celdas de vidrio para leer a 586 nm, como blanco se sustituyo la
solucién de 1-metil-2-fenilindol por solo la mezcla de acetonitrilo/metanol 3:1 ( un
blanco para cada acido).

Analisis estadistico

Los valores se expresan como media + el error estandar de la media. Para las
determinaciones enziméticas las diferencias estadisticas se determinaron con
analisis de varianza (ANOVA) de una via de JMP version 8.0 seguido de la prueba
post hoc de Dunnett para comparaciones multiples con el grupo de control, se
considerd un nivel de significancia de *P<0.05. Los graficos se realizaron en el

software GraphPad Prism versién 8.0.

Resultados y discusion

Los individuos control, asi como los tratados con las diferentes dosis de extracto de
hoja seca de H. rosa-sinensis no mostraron signos evidentes de toxicidad general
ni cambios en la conducta o comportamiento. En este caso ningun individuo de los
cuatro tratamientos (el control y las 3 dosis del extracto de la hoja) tuvo reacciones
adversas al extracto, teniendo actividad motriz normal, no presentaron sangrado y
no hubo ninguna muerte (Tablas 9 y 10). Por lo anterior se establece que la Dosis
Letal 50 para el extracto de hoja seca de H. rosa-sinensis es superior a la dosis
maxima utilizada (DL50 > 1000 mg/kg).

De los pocos estudios de toxicidad aguda de H. rosa- sinensis son el de Nath et al.
(2015) donde se reporta que el extracto metandlico de hoja seca de H. rosa- sinensis
no presentd signos de toxicidad alguna incluso a dosis de 2000 mg/kg estableciendo
una DLso > 2000 mg/kg. Por otro lado, existe en un estudio del efecto antiinflamatorio
del extracto etandlico de hoja seca de H. rosa- sinensis, donde se observé que a
dosis de 500 mg/kg no hay efectos adversos hepatotoxicos (Raduan et al. 2013).
Por ultimo esta un estudio de toxicidad aguda del extracto metanélico de flor seca

de H. rosa- sinensis a concentraciones de 100, 200, 400, 800 y 1600 mg/kg de peso,
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encontrando que ningun roedor presento cambios conductuales ni fisicos, a

excepcion de la dosis de 1600 mg/kg de peso en donde se encontr6 una mortalidad

del 20 % (Meena et al., 2018).

Tabla 9. Estudio de toxicidad aguda de extractos etandlicos de hojas secas de Hibiscus
rosa-sinensis en ratas Wistar

Respuesta
Observacion H. r-s H. r-s H. r-s
Control 100 mg / kg 316 mg / kg 1000 mg / kg
Conciencia + + + +
Respuesta tactil + + + +
Duracion del + + + +
suefio
Movimiento + + + +
Fuerza de + + + +
agarre
Reflejo de + + + +
enderezamiento
La ingesta de + + + +
alimentos
Consumo de + + + +
agua
Temblores -
Diarrea - - - -
Hiperactividad - - - -
Color de piel + + + +
Letargo - - - -
Convulsién + + + +
Respuesta de + + + +

sonido

Notas: + = normal o - = ausente.

Los datos representan los valores de tres determinaciones (n = 4).
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Tabla 10. Efecto de la toxicidad subaguda del extracto de hoja seca de Hibiscus rosa-

sinensis sobre el peso corporal en dosis de extracto de 1000 mg/kg de peso corporal a
28 dias

Peso corporal (g) Higado
Aumento

Tratamiento Diainicial Dia 14 Dia 28 g?a gse?g) el Peso (g)

Control 230.5+16.6 262.0+8.8 293.31+95 62.0+16.6 13.3+2.8

;ﬁesis oo 222.6 +8.0 251.0+75 288.0+13.2 65.3+153 12019

Los valores se presentan como media * desviacién estandar (n = 6). Dunnett prueba
post-hoc, *: valor s son estadisticamente significativas a P <0.05 cuando en comparacion
con el grupo de control.

En la determinacion de proteinas no se observaron diferencias significativas entre
ambos grupos en el higado (Figura 9 A) ni en el rifion (Figura 9 B). Los resultados
del presente estudio son semejantes a los reportados en los estudios de toxicidad
subaguda del extracto oleoso de Acrocomia aculeata (Treasel et al. 2014),
Kalpaamruthaa (Mythilypriya et al. 2007) y del aceite de Azadirachta indica (Deng,
2013) donde concluyeron que sus extractos y preparados no fueron téxicos con
dosis diarias durante 28 dias, no teniendo diferencias significativas en la

concentracion de proteinas totales en los grupos tratados con respecto al control.
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Figura 9. Contenido de proteinas en ratas control y con tratamiento en el higado (A)
y rifidn (B). Los valores se presentan como media terror estandar (prueba de
Dunnett, *P<0.05, n=4).

Los resultados obtenidos en la concentracion de glutation reducido indican que tanto
en higado como en rifidn no hay diferencias significativas en el grupo tratado con el
extracto etanodlico de hoja seca de H. rosa-sinensis con respecto al control
mostrando una concentracion en los higados del grupo control de 9.95 mM de
glutation/g tejido y en los higados del grupo tratado de 10.98 mM de glutation/g
tejido, teniendo un aumento del 6.22 % en los higados del grupo tratado (Figura 10
A), sin embargo no significativo. En rifién se observa de igual manera que no hay
diferencias significativas en ambos tratamientos teniendo una concentracion en
grupo control de 6 mM GSH/g tejido y de 5.47 mM GSHY/qg tejido en el grupo tratado,
observando un decremento no significativo del 8.83 % de glutation en rifiones del
grupo tratado (Figura 10 B). Yawata et al. (1975) observaron que los niveles de GSH
estan intimamente relacionados con el dafio renal, tendiendo a reducir los niveles
de este antioxidante al incrementar el dafio en rifidén, asi mismo Ceballos-Picot et
al. (1996) en un estudio del glutation como biomarcador del dafio renal encontraron
que cuando existe dafio en los rifiones la concentracion del GSH es
significativamente menor. Sripradha et al. (2010) en un estudio sobre la hepatitis
alcohdlica menciona que el GSH y el glutation oxidado (GSSH) pueden ser usados
para determinar si hay dafios hepaticos. Chai et al. (1994) explican también que
toda célula en exposicion a estrés oxidativo tiende a disminuir la concentracion de
GSH / GSSG de una relacion 100:1 hasta una relacion 1:1. En la investigacion
presebte al no haber encontrado cambios en los niveles de glutatién reducido se
puede decir que el extracto de hoja seca de H. rosa-sinensis no presenta ninguna

toxicidad.
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Figura 10. Contenido de glutatién reducido en ratas control y con tratamiento en el
higado (A) y rifion (B). Los valores se presentan como media *error estandar
(prueba de Dunnett, *P<0.05, n=4).

La actividad de la PON 1 no presento6 diferencias significativas en los higado ni rifidn
del grupo tratado con respecto al control, teniendo el grupo tratado una disminucién
no significativa del 23.36 % en higado (Figura 11 A), al contrario, en rifién se observé
un incremento no significativo del 21.56 % en la actividad de esta enzima en el grupo

tratado con el extracto (Figura 11 B).

Dantoine et al. (1998) reportaron que la reduccién de la actividad arilesterasa o de
la PON 1 se observa cuando existe lesion o dafio renal, en esta investigacion no se
present6 una disminucién de la actividad de la PON 1, asi mismo, Ferré et al. (2001),
en un estudio de induccion de fibrosis por tetracloruro de carbono, muestra que en
higado la baja actividad de la paraoxanasa indica dafio hepatico, ademas de que la
disminucién de la PON 1 esta fuertemente relacionada con el aumento de los
productos de la lipoperoxidacion, Ferré et al.(2005) en un estudio de cirrosis
hepatica obtiene también niveles bajos de PON 1 al igual que Burlina y Galzigna
(1974), este fue el primer estudio donde se observé que cuando existe dafio

hepatico la actividad de la PON1 disminuye sistematicamente. Por lo anterior Ferré
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et al. (2002) proponen que la medicion de la PON1 es un buen indicativo para

determinar el dafio hepatico.
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Figura 11. Actividad de la enzima paraoxonasa uno (PON1) en el higado (A) y Rifién
(B) del grupo control y con tratamiento. Los valores se presentan como media *
error estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *P<0.05, n=4).

Con relacién a los productos de la lipoperoxidacion, se encontré que el MDA se
encuentra aumentado no significativamente tanto en higado (Figura 12 A) como en
rifndn (Figura 13 A) del grupo tratado, teniendo un aumento en higado de 31.30 %y
en rifidn de un 31.49 % con respecto a su control. Asi mismo el HNE en ambos
organos tuvo un decremento no significativo, reduciendo los niveles de HNE en
higado tratado con extracto del 1.47 % (Figura 12 B) y en rifidn una disminucion del
6.42 % (Figura 13 B).

Ferré et al. (2001) reportan que una baja actividad de la PON1 esta relacionada
fuertemente con aumento en niveles de los productos de la lipoperoxidacion. Freita
et al. (2017) en un estudio sobre los beneficios del extracto acuoso de H. rosa-
sinensis encontraron que con una dosis Unica del extracto se obtiene una reduccién
no significativa en la concentracion de MDA en un 4.4 %. De igual manera en este

trabajo no se observaron cambios evidentes en dichos productos, por lo que se
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puede mencionar que el extracto de Hibiscus rosa-sinensis no ocasiona dafio renal
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Figura 12. Concentracion (UM/ mg de proteina) de malondialdehido (A) y 4-
hidroxinonenal (B) en el higado del grupo control y el tratamiento. Los valores se
presentan como media = error estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *P<0.05,
n=4).
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Figura 13. Concentracion (uUM/ mg de proteina) de malondialdehido (A) y 4-
hidroxinonenal (B) en rifidn del grupo control y con tratamiento. Los valores se
presentan como media * error estandar (ANOVA seguido de Dunnett, *P<0.05,
n=4).

Conclusion

El extracto de H. rosa-sinensis no presento toxicidad alguna y tampoco se observo
un cambio significativo en los biomarcadores utilizados (GSH, MDA, HNE, PON 1)
a una dosis de 1000 mg/kg durante 28 dias. Por lo cual el extracto es seguro a dosis

iguales 0 menores a 1000 mg/kg teniendo en cuenta que la DLso > 1000 mg/kg.
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7. DISCUSION GENERAL

Este trabajo de investigacion presenta una busqueda para encontrar plantas que
tengan actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica para ser usada para combatir la
obesidad. Se analizaron 37 extractos vegetales de varias especies, siendo el primer

reporte de inhibicion de la lipasa pancreética de algunos extractos vegetales.

Se obtuvieron 37 extractos de los cuales se clasificaron como inhibidores bajos,
medios, altos y muy altos segun el porcentaje de inhibicibn mostrado a la
concentracion mas alta (400 pg/mL), 11 extractos demostraron una inhibicion muy
alta de lipasa = 61 %. Siendo el extracto etandélico de hoja seca de Hibiscus rosa-
sinensis a una concentracion de 400 pg/mL el que presento mayor actividad
inhibitoria de la lipasa pancreética con un 71.90 %, siendo muy semejante al orlistat

el cual posee un 70 % de inhibicion.

Como se menciond anteriormente no se cuenta con mucha informacion de la
actividad antilipasa de muchos de los extractos probados, sin embargo hay trabajos
relacionados como el de Buchholz y Melzig (2015) que reportaron que los extractos
metandlico y acuoso de frutos de T. indica tuvieron una actividad inhibitoria de la
lipasa del 98 %, mientras que los extractos metandlico y acuoso de semillas de V.
vinifera presentaron un 100 % y 58 % de inhibicién de la lipasa respectivamente,
cabe sefalar que la concentracidon de estos extracto fue de 2.5 mg/mL, lo cual difiere
con lo encontrado en este trabajo ya que incluso al ser la misma especie la
concentracion de metabolitos puede variar de un érgano a otro ademas de que la
concentracion maxima en este trabajo fue de 400 pug/mL. En 2010 Zheng et. al.,
encontraron que el extracto metandlico de Morus alba a una concentracion de 200
pug/mL posee una inhibicion de lipasa pancreatica del 16.4 %. En este trabajo se
encontré un 50 % de inhibicion para el extracto etandlico de hoja fresca y un 41 %
de inhibicidén para el extracto etandlico de hoja seca de Morus sp., lo cual podria
indicar que los compuestos inhibitorios de este género podrian tener una polaridad

y ser mas afines a dilucién en solventes polares.

El estudio mostro que la relacion taxonomica no estéa ligada al potencial de inhibicion

de la lipasa pancreatica, ya que este efecto varia segun la especie e incluso el tejido
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y el tratamiento de este, por ejemplo, Bustanji et al., 2011 realizaron un barrido de
23 plantas medicinales las cuales pertenecen a 15 familias, probaron su actividad
inhibitoria de la lipasa pancreética y encontraron casos en los que una misma familia
tenia tanto taxones que inhiben a la lipasa pancreatica asi como taxones que no lo
hacen en la familia Asteraceae, con Chrysanthemum coronarium y Anthemis
palestina inhibidores y otros como Achillea biebersteinii y Calendula arvensis no
presentaron inhibicién. Asi mismo, otros casos como el género Reseda del cual se
probaron dos especies Reseda alba y Reseda lutea muestr6 que la actividad
inhibitoria puede variar incluso dentro de un mismo género, ya que Reseda alba
demostré ser capaz de inhibir la lipasa pancreatica, mientras que Reseda lutea no

posee dicha actividad.

Otro caso es el presentado en 2015 por Dechakhamphu y Wongchum quienes
cuantificaron la actividad inhibitoria de lipasa pancreética del extracto etandlico de
hoja seca de Syzygium gratum encontrando un porcentaje de inhibicién de 34.93 %
a una concentracién de 100 pug/mL lo cual indica una estimulacién en la actividad
enzimatica de la lipasa, resultados que presentan una relacion a un miembro del
mismo género probado en este estudio, Syzygium jambos, mostro una accién
inhibitoria del 41.5 % a una concentracion de 100 pg/mL y una inhibicién del 69.3 %

a una concentracion de 400 pg/mL.

Los trabajos anteriormente mencionados, en conjunto con los obtenidos en este
trabajo indican que los metabolitos presentes en las plantas que poseen la
capacidad de inhibir la lipasa pancreética no estan distribuidos uniformemente en
las familias o géneros, teniendo grupos taxonémicos con mayor numero de especies
inhibitorias de la lipasa pancreatica o grupos taxonémicos que varian en esta
cualidad. Esto ademas tiene relacidon no sélo con la presencia de metabolitos en
grupos taxonémicos, sino que también puede deberse a la planta probada, ya que
se sabe que los metabolitos secundarios en plantas tienden a cambiar en
concentracion o bien en composicion gracias al estrés que pueda sufrir la planta
(Akula et al., 2011).
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Una de las plantas probadas por primera vez fue H. rosa-sinensis, la cual dio los
mejores resultados obtenidos, sin embargo, Kumar et. al., en 2009 utilizando
extracto etanolico de raiz de H. rosa-sinensis observé una actividad hipolipidémica,
al tratar ratas adultas macho de Charles Foster con una HFD, obteniendo niveles
bajos de colesterol, fosfolipidos y triacilglicéridos a diferencia del grupo tratado
solamente con la dieta alta en grasas. Este resultado aunado al obtenido en este
trabajo da bases para la continuacion del trabajo en donde se utilizé esta planta

como un hipolipemiante.

Sabiendo que H. rosa-sinensis posee una alta capacidad de inhibicion de la lipasa
pancreética, se realiz un estudio de cinética enzimatica del extracto para comparar
si el tipo de inhibicion es semejante al del orlistat. Los resultados muestran que el
orlistat es un inhibidor mixto, esto significa que este inhibidor puede estar actuando
tanto en el complejo enzima sustrato, asi como uniéndose a la enzima libre. Sin
embargo, el extracto de H. rosa-sinensis tuvo un comportamiento como un inhibidor
un-competitivo, indicando que €l o la mezcla de compuestos que tiene la capacidad

de inhibir a la lipasa pancreética se une solamente al complejo enzima sustrato.

Esta investigacidén ademas mostré que en un prueba de tolerancia de triacilglicéridos
se puede observar una significativa reduccion en la concentracién de triacilglicéridos
en sangre cuando se administra el extracto de hoja seca de H. rosa-sinensis a una
concentracion de 125 mg/kg y con el orlistat a una dosis de 50 mg/kg, lo cual indica
una reduccion en la absorcion de grasas en un 62 %y 65 % respectivamente; en la
dosis de H. rosa-sinensis a una concentracion de 250 y 65.2 mg/kg no se observa
diferencia significativa al grupo DGA tratado solo con la mezcla reduciendo su nivel
en un 9.7 % con la dosis mas alta, esto se puede deber a la cantidad de acidos
grasos presentes en el extracto tal como lo demuestran Rios-Chavez et al., (2019)
donde encontraron que el extracto de hoja de H. rosa-sinensis contiene un 21.72 %

de acidos grasos.

Al extender el experimento utilizando una HFD es posible afirmar que efectivamente
Hibiscus rosa-sinesis ayuda a evitar la hiperlipidemia y el aumento de peso ya que

tras tres semanas de estar bajo una dieta con un suplemento de 37 % de margarina,
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el grupo control mostré un aumento significativo en el peso y en los triacilglicéridos
del 20 % y 195 % respectivamente en comparacion con el grupo con dieta estandar,
teniendo en cuenta que las dietas altas en grasa son uno de los principales factores
en el aumento de peso Yy la hiperlipidemia (Anai et al., 1999; Kumar y Gaur, 2017).
Con relacion al grupo con una dieta alta en grasas mas el orlistat y el grupo con una
dieta alta en grasa y el extracto de hojas secas de H. rosa-sinensis, presentaron un
peso y niveles de triacilglicéridos muy similares al grupo con dieta estandar. Lo cual
nos muestra que H. rosa-sinensis tiene un efecto similar al orlistat en cuanto a la
actividad inhibitoria de la lipasa pancreatica que previene la obesidad y la
hiperlipidemia; sin embargo, no incrementé la excrecién de grasas en las heces ni

afectd su textura lo cual es un efecto secundario del orlistat (Kim et al., 2009).

Por otro lado, no hubo cambios significativos en la concentracion de colesterol
(mg/dL) en el suero de los animales con una dieta alta en grasas durante tres
semanas, este resultado es similar al reportado por Woo et al., (2008) en el cual
administraron a ratas Sprague-Dawley 10 % de sebo y 5 % de aceite de maiz
durante 6 semanas. Cabe mencionar que la mayoria de los trabajos donde
administran una dieta rica en grasas usan el sebo que es un producto de origen
animal, por lo cual se incrementa el nivel de colesterol en los animales tratados bajo

esta dieta, en el caso presente se uso grasa de origen vegetal.

Mencionado anteriormente, Kumar et al., (2009) probaron el efecto hipolipidémico
del extracto de raiz de H. rosa-sinensis, encontrando resultados favorables; sin
embargo, al comparar con el presente trabajo se puede asumir que el extracto
analizado tiene una acumulacién mayor de metabolitos hipolipemiantes ya que la
concentracion del extracto de la raiz fue de 500 mg/kg, mientras que en este trabajo
se utiliz6 una concentracion de 125 mg/kg.

En las pruebas toxicoldgicas se establecio una DLso (> 1000 mg/kg) para el extracto
de hoja seca de H. rosa-sinensis ya que los individuos tratados con dicho extracto
no mostraron signos de toxicidad general ni cambios conductuales teniendo una
mortalidad del 0 % lo cual coincide con los estudios de toxicidad aguda de H. rosa-

sinensis, ya que se han probado extractos metanolicos de hoja seca y extractos de
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flor seca en los cuales se ha demostrado que la DLso en hoja supera los 2000 mg/kg
(Raduan et al. 2013; Nath et al., 2015) y en flor una dosis de 1600 mg/kg puede

presentar un 20 % de mortalidad (Meena et al., 2018).

La prueba de toxicidad sub-aguda mostro que incluso administrando diariamente
durante 28 dias con una dosis alta del extracto etandlico de H. rosa- sinensis no se
presentan anomalias conductuales ni defunciones. Sin embargo, para determinar
dafio hepatico y renal se determiné el contenido de algunos marcadores como las
proteinas totales, GSH, MDA, HNE y PON 1.

Estos marcadores fueron elegidos ya que se sabe que bajos niveles de GSH estan
relacionados con el dafio hepatico y renal y esta tendencia se agudiza cuando el
dafio incrementa (Yawata et al.,1975; Ceballos-Picot et al., 1996; Chai et al., 1994;
Sripradha et al., 2010). De igual manera la actividad de la PON 1 ha demostrado
disminuir cuando existen lesiones renales o hepaticas por xenobibéticos, por lo que
investigadores proponen que la actividad de la PON 1 es un claro indicativo para
determinar dafios hepéaticos y renales (Burlina y Galzigna, 1974; Dantoine et al.,
1998; Ferré et al.,2002), ademas de que el aumento de productos de la
lipoperoxidacién como MDA y HNE estan fuertemente relacionados a la disminucion
de la actividad de la PON 1(Ferré et al.,2001).

Las proteinas totales se han medido en trabajos de toxicidad sub-aguda del extracto
oleoso de Acrocomia aculeata (Treasel et al. 2014), Kalpaamruthaa (Mythilypriya et
al. 2007) y del aceite de Azadirachta indica (Deng, 2013) donde concluyeron que
sus extractos y preparados no fueron toxicos con dosis diarias durante 28 dias, no
teniendo diferencias significativas en la concentracién de proteinas totales en los

grupos tratados con respecto al control.

En el presente estudio al no haber encontrado cambios en los niveles de proteinas
totales GSH, MDA, HNE y PON1 puede decirse que el extracto de hoja seca de H.

rosa-sinensis no presenta ninguna toxicidad.
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8. CONCLUSION

El extracto de hojas secas de H. rosa-sineses fue la planta que presento mayor
capacidad inhibitoria de la lipasa pancreatica entre las 37 plantas seleccionadas,
actividad inhibitoria semejante al orlistat que es de 70 %. También demostro tener
una buena capacidad hipolipidémica, ademas de ayudar a la prevencion de
sobrepeso al evitar la absorcion de lipidos y el aumento de peso evitando ademas
los efectos secundarios como diarrea o excresion liquida de grasas; las pruebas
toxicolégicas demostraron que no posee efectos hepatotoxicos o nefrotéxicos.
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10. ANEXOS
Anexo 1. Curva patrén para la determinacion de Proteinas Totales

Curva patron de proteinas

y =27.77x + 0.1156
R2=0.9863
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Concentraciéon de BSA mg/mL
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Anexo 2. Curvas patrén para la determinacion MDA y HNE

Curva patréon MDA
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Anexo 3. Curva patrén para la determinacion GSH

Curva patron de GSH

y =0.7155x - 0.0512
R2 =0.9968

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
mM de GSH

Anexo 4. Curvas de porcentaje de inhibicién de la lipasa pancreatica de los

diferentes extractos vegetales analizados a diferentes concentraciones.
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