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RESUMEN

La obesidad desencadena enfermedades crénico-degenerativas que implican un
alto costo en salud, lo que genera la busqueda de moléculas bioactivas que
controlen estas patologias. El consumo de extractos de Jamaicas rojas disminuye el
peso corporal y mejora la resistencia a insulina (RI), efectos atribuidos a las
antocianinas; sin embargo, también presenta flavonoides, acidos fendlicos y
organicos en su composicion, de los cuales se desconoce el efecto. Alma Blanca,
variedad sin antocianinas y altas concentraciones de flavonoides, acidos organicos
y fendlicos, podria presentar potencial antiobesogénico. El objetivo.de este trabajo
fue identificar fitoquimicos de extractos de jamaica asociados al
efecto antiobesogénico y disminucion de RI. En la primera etapa se evaluaron dos
extractos, acuosos y metandlicos, de dos variedades de Jamaica, con y sin
antocianinas, en ratas alimentadas con dieta hipercaldrica durante 16 semanas. Los
extractos acuosos de ambas variedades presentaron- menor ganancia de peso
corporal (8.9 y 11.2 %, Alma Blanca y Criolla, respectivamente), menor hiperplasia
(23%) y contenido de triglicéridos séricos (53%), que el control obeso, asociando
estos efectos a los acidos organicos y antocianinas. Mientras que, todos los
extractos redujeron la Rl en un 55%, efecto asociado con acidos fendlicos y
flavonoides. Para confirmar el efecto de los compuestos identificados, se realiz6 el
analisis metabolémico de 27 variedades de Jamaica, formando 4 grupos mediante
un analisis jerarquico, estas se diferenciaron por la presencia de delfinidina 3-
sambubidsido. Se seleccion6-una variedad representativa de cada grupo: Alma
Blanca (Oax), Jalisco (Cal), Criolla (Oax) y Cuarentefia (Nay), estas fueron
evaluadas para el control de peso corporal en ratas alimentadas con dieta
hipercalorica. Alma Blanca (Oax) presenté un perfil mas amplio de metabolitos
comparada con las otras variedades y mostré el mayor efecto antiobesogénico
(11.2%). La actividad de los extractos se asoci6 flavonoides (luteolina, quercetina y
sus derivados) y acidos fendlicos (clorogénico, siringico, fumarico, vanilico y
succinico). Porlo tanto, adicional a las antocianinas, los flavonoides, acidos
organicos 'y fenodlicos estan también asociados al efecto antiobesogénico de la
Jamaica.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa, obesidad, 4cidos organicos, antocianinas.



ABSTRACT

Obesity promote chronic degenerative diseases that involve a high cost in health,
generating the search for bioactive molecules that control these pathologies. The
consumption of red Roselle extracts decreases body weight and improves insulin
resistance (IR), effects attributed to anthocyanins; however, it presents flavonoids,
phenolic and organic acids in its composition, of which the effect is unknown. Alma
Blanca, variety without anthocyanins and high concentrations of flavonoids, organic
and phenolic acids, could present anti-obesogenic potential. The aim of this study
was to identify phytochemical of Roselle extracts associated with anti-obesogenic
effect and the decrease of IR. In the first stage, were evaluated two extracts
(aqueous and methanolic) of two varieties of Roselle, with and without anthocyanins
content, in rats fed with a hypercaloric diet for 16 weeks. The aqueous extracts of
both varieties showed lower body weight gain (8.9 and 11.2%, Alma Blanca and
Criolla, respectively), lower hyperplasia (23%) and serum triglyceride content (53%)
than the obese control, associating the effects with organic acids and anthocyanins
content. All extracts reduced IR by 55%, this effect was associated with phenolic
acids and flavonoids. To confirm the effect of the identified compounds, metabolomic
analysis of 27 varieties of Roselle was realized forming four groups through a
hierarchical analysis, the varieties were differentiated by the presence of delphinidin
3-sambubioside. A representative variety was selected from each group: Alma
Blanca (Oax), Jalisco (Col), Creole (Oax) and Quarantine (Nay), these were
evaluated for the control of body weight in rats fed with a hypercaloric diet. Aima
Blanca (Oax) presented a wide profile of metabolites compared to the other varieties
and showed the greatest anti-obesogenic effect (11.2%). The activity of the extracts
was associated with flavonoids (luteolin, quercetin and its derivatives) and phenolic
acids (chlorogenic, syringic, fumaric, vanillic and succinic). Therefore, in addition to
anthocyanins, flavonoids, organic and phenolic acids are also associated with the
anti-obesogenic effect of Jamaica.

Keywaords: Hibiscus sabdariffa, obesity, organic acids, anthocyanins.



1. INTRODUCCION

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién excesiva de grasa,
principalmente en el tejido adiposo. A nivel mundial, México ocupa el segundo lugar
en obesidad y el primer lugar en obesidad infantil (Organizacién Mundial de la Salud,
2012). El aumento de personas que desarrollan o presentan enfermedades cronico-
degenerativas ha desencadenado la busqueda e identificacibn de alimentos y
compuestos bioactivos, que ayuden a prevenir dichas patologias.

México es el séptimo productor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) en el mundo; este
producto es ampliamente conocido por presentar un alto valor nutraceutico.
Diversos estudios han demostrado que el consumo de extractos de Jamaica ayuda
a disminuir el peso corporal y los lipidos séricos, como los triacilglicéridos y el
colesterol, asi como mejorar la resistencia a insulina. Estos estudios s6lo se han
realizado para variedades de Jamaica que presentan coloraciones rojas y dichos
efectos se han atribuido principalmente a las antocianinas. Especificamente se ha
reportado que extractos de Jamaica de coloraciones rojas, disminuyen el peso
corporal, el peso de tejido adiposo, y disminuyen lipidos en sangre (Carvajal-
Zarraval et al., 2005, 2009; Gosain et al., 2010). Los mecanismos relacionados con
estos beneficios se atribuyen a una disminucion en la absorcion de triglicéridos en
el intestino, disminucion de la lipogénesis e incremento de la B-oxidacion en higado,
asi como una disminucion en la diferenciacion de adipocitos (Villalpando-Arteaga et
al., 2013; Kim et al., 2003). Respecto a la resistencia a la insulina, se ha determinado
que los extractos de Jamaica disminuyen la concentracién de glucosa en suero y
este efecto se asocié con un control sobre la glucosamina-nitrosourea que es un
compuesto toxico para las células B pancreéticas, mejorando asi la secrecion de
insulina (Lee et al. 2009). Por otro lado, también se ha demostrado que los extractos
de Jamaica presentan inhibicion de la actividad de enzimas a- amilasa y a-
glucosidasa, las cuales hidrolizan los enlaces glucosidicos de los carbohidratos

para ser absorbidos (Adisakwattana et al., 2012). Adicionalmente, la Jamaica de



tonalidad roja presenta otros componentes como compuestos fendlicos y acidos

organicos que pudieran presentar estos beneficios, pero esto no ha sido evaluado.

Actualmente, en México se producen variedades de Jamaica de tonalidad clara
como Alma Blanca; sin embargo, estos calices no presentan antocianinas, pero son
ricas en acidos organicos como el hidroxicitrico, el cual ha sido ampliamente
estudiado para la fruta Garcinia cambogia, en donde se ha observado un efecto
importante sobre la disminucion de peso corporal, y el mecanismo se ha relacionado
con una disminucién de la lipogénesis (Heymsfiel et al., 1998; Hayamizu et al.,
2003). Es importante mencionar que el acido hidroxicitrico presente en Garcinia (2S,
3S) tiene una conformacién diferente al acido de los calices de Jamaica (2S, 3R), lo
cual podria generar diferentes propiedades benéficas a la salud. Respecto a la
resistencia a insulina, se ha encontrado que. el acido hidroxicitrico tiene un efecto
hipoglucemiante cuando se administra para el control del peso corporal; sin
embargo, no se ha elucidado un mecanismo de accion. La Jamaica también tiene
importantes concentraciones de acido hibiscus, el cual inhibe la actividad de la
enzima a-amilasa pancreética y a-glucosidasa intestinal, lo que deriva en una menor

concentracion de glucosa en plasma (Yamada et al., 2007).

El desarrollo de este proyecto consistié en dos etapas, la primera fue la evaluacion
del efecto de los extractos de dos variedades de Jamaica: Alma Blanca (sin
contenido de antocianinas) y Criolla (con antocianinas presentes en su
composicién), sobre la disminucion de la ganancia de peso y resistencia a insulina,
en ratas alimentadas con dieta alta en grasa y fructosa, ambas variedades
presentaron el mismo efecto benéfico y se asocié con compuestos diferentes a las
antocianinas. La segunda etapa tuvo como objetivo comprobar la actividad de los
fitoquimicos identificados en la etapa anterior sobre el efecto antiobesogénico, para
lo cual se utilizaron 27 variedades de Jamaica, a estas se les determiné el perfil
metabolémico para agruparlas en funcién de los fitoquimicos diferenciales y se
determind su efecto sobre el control de la obesidad y se demostré que también

acidos fendlicos y flavonoides.



2. ANTECEDENTES

2.1 Obesidad en México

La obesidad y el sobrepeso son el principal problema de salud publica en nuestro
pais, ya que México presenta el primer lugar mundial en nifilos con obesidad y
sobrepeso y el segundo en adultos. México gasta aproximadamente el 7% del
presupuesto destinado a salud para atender la obesidad, menor a Estados Unidos
que invierte el 9%. Segun datos de la ENSANUT de medio camino (2016), en
México, la prevalencia de obesidad y sobrepeso en adultos mayores de 20 afios
alcanzé un 72.5%, superando por 1.3 puntos porcentuales la prevalencia en 2012.
De acuerdo con las cifras de la Secretaria ‘de Salud, entre las principales
consecuencias del incremento de las cifras de obesidad en el pais se encuentra el
aumento de 12 veces la mortalidad entre jévenes de 25 a 35 afios; en términos
laborales, el nUmero de horas perdidas-es entre 25 y 68% de los empleos formales
generados en 2014(Staff, I. M. C. O., 2015).

2.2 Causas de la obesidad

La mayoria de los casos de obesidad son del origen multifactorial. Las causas mas
reconocidas son genéticas, metabdlicas, enddcrinas y ambientales. La obesidad por
sobrealimentacién constituye la principal causa. Si se ingiere mayor cantidad de
energia de la necesaria, ésta se acumula en forma de grasa en el tejido adiposo.
Por lo que, la obesidad se produce por exceso de energia, como resultado de las
alteraciones en el equilibrio de ingesta y gasto energético. En el caso de los factores
ambientales, también destaca la reduccién de la actividad fisica. S6lo un pequefio
porcentaje (2 a 3 %) de los obesos tienen como causa alguna patologia de origen
endocrino (Bastarrachea et al., 2004).

2.3 Tejido adiposo

El tejido adiposo se diferencia en dos tipos, el tejido adiposo visceral (TAV) y el

subcutaneo (TAS). El primero engloba el tejido adiposo omental, mesentérico,



retroperitoneal, asi como el perigonadal y se localiza dentro de la cavidad abdominal
(Wajchenberg, 2000). El tejido subcutaneo se localiza debajo de la piel a lo largo de

todo el cuerpo (Figura 1) (Shi et al., 2009).
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Figura 1. Distribucion del tejido adiposo del torso humano (Rafols, M. E., 2014).

El tejido adiposo estd compuesto por adipocitos maduros, inmersos en una matriz
de colageno, donde también se encuentran células madre mesenquimales,
preadipocitos, terminales nerviosas, células sanguineas y tejido vascular, que en
conjunto se denominan fraccion de estroma vascular (Frayn et al., 2003). Los
adipocitos maduros y la fraccion de estroma vascular son esenciales para el

mantenimiento de la funcion del tejido adiposo.

Los adipocitos son las células mas abundantes dentro del tejido adiposo,
constituyen el 25% del numero total de células, son esféricas, de tamafio muy
variable, desde 20 um hasta 200 pm de didmetro. Estas células acumulan
triglicéridos, diglicéridos, fosfolipidos, acidos grasos no esterificados y colesterol,
los cuales son almacenados en el interior de organulos altamente especializados

llamados gotas lipidicas (Frayn et al., 2003).



2.4 Alteraciones celulares en la obesidad

En la obesidad existe un incremento del tejido adiposo y se presenta un aumento
en el tamafio (hipertrofia) y numero de los adipocitos (hiperplasia) (Séhle et al.,
2009).

2.4.1 Hipertrofia

La hipertrofia del adipocito se define como un aumento anormal del volumen de esta
célula, debido a una mayor acumulacion de triglicéridos y por lo tanto un aumento

en el volumen del tejido adiposo.

En general, durante la hipertrofia existe una alteracion en el metabolismo de lipidos
presentandose una reduccion en la actividad de la lipoprotein lipasa, se disminuye
la lipdlisis del tejido adiposo subcutaneo por un decremento en los receptores B-
adrenérgicos, la hormona de crecimiento y las vias de sefalizacién lipoliticas de la

hormona tiroidea (De Glisezinski et al., 1999; Drager et al., 2012).

Adicional al efecto de lipolisis también-se altera la capacidad del transporte de
glucosa en adipocitos humanos, incrementandose la expresion de genes que
codifican para sistemas facilitadores de transporte de glucosa (GLUT) como GLUT
1, GLUT 3y GLUT 5; mientras que, algunos otros como GLUT4, GLUT 10y GLUT12
no se ven afectados; dichos cambios acompafian a una mayor concentracion de

glucosa en este tejido y, por lo tanto, mayor sintesis de lipidos (Wood et al., 2007).
2.4.2 Hiperplasia

La hiperplasia se define como el incremento en el nimero de adipocitos y, al igual
gue con la hipertrofia, esto deriva en el aumento del volumen del tejido adiposo. La
hiperplasia esta dada por un incremento en la diferenciacion de preadipocitos, lo
que causa que un mayor numero de ceélulas puedan almacenar grasa (Jo et al.,
2009). La diferenciacion de la célula adiposa se ha estudiado ampliamente
estudiada, a nivel transcripcional en lineas celulares inmortalizadas de ratén, como
son la linea celular 3T3-L1 y la linea celular 3T3-F442A (Green & Meuth, 1974).



La mayoria de las proteinas que permiten diferenciar al adipocito son reguladas por
factores de transcripcion que actian como reguladores de la expresion génica.
Entre los factores de transcripcion méas importantes para el proceso de
diferenciacion se incluyen el C/EBPa (CCAAT-enhancer-binding proteins) vy el

receptor nuclear PPARYy.

La sobreexpresion de C/EBPa en células 3T3-L1 induce su diferenciacion (Lin &
Lane, 1992). C/EBPa se une y activa a genes relacionados con el fenotipo
adipogénico como son aP2/FABP (adipocyte Protein 2/ fatty acid binding protein),
SCD1 (stearoyl-Coa desaturase 1), GLUT4, leptina y el receptor de insulina (Lin et
al., 1993; Timchenko et al., 1997; Umek et al., 1991;).

El receptor nuclear PPARYy, de todos los PPARSs, es el mas adipogénico y se expresa
desde la etapa del preadipocito. PPARYy tiene un papel crucial en la funcion de la

mayoria de los genes especificos de célula adiposa (Tontonoz et al., 1995).
2.5 Metabolismo de lipidos y obesidad

La utilizacién o almacenamiento de los depdsitos grasos esta determinado por la
sintesis o0 degradacion de éstos. Los procesos que determinan la acumulacion de
grasa incluyen la tasa de utilizacion de lipidos, sintesis de novo de &cidos grasos y
transporte de acidos grasos (Figura 2). En el metabolismo, las enzimas lipogénicas
incluyen a la acetil-CoA carboxilasa (ACC), &cido graso sintasa (FAS) y glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PD) y el cambio en su actividad puede modificar la tasa
de biosintesis de acidos grasos. Ademas, la lipasa sensible a la hormona (LSH) y la
carnitina. palmitoiltransferasa (CPT) limitan la tasa de catabolismo y son
responsables de la hidrolisis de triglicéridos y del transporte de &cidos grasos a la

mitocondria para llevar a cabo la B-oxidacion (Mijan, 2004).

El transporte de lipidos en el organismo inicia con la absorcién de los lipidos de la
dieta en el intestino. Estas moléculas son incorporadas en quilomicrones (Qm), los
cuales acarrean los lipidos a los tejidos periféricos. En el tejido adiposo y el musculo,

la enzima lipoproteina lipasa (LPL) hidroliza a los Qm, produciendo acidos grasos,



los cuales se transportan a los tejidos. Los remanentes de estos Qm son
transportados hacia el higado. La concentracién de estos lipidos en el higado y los
provenientes de la sintesis de novo genera la secrecion de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL), las VLDL se someten a lipolisis por medio de la enzima LPL
liberando acidos grasos, que posteriormente se transportan al tejido adiposo para
almacenarse o en el tejido muscular para ser catabolizado. Las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) son productos finales del metabolismo de las VLDL. Las LDL ricas
en colesterol, son transportadas a tejidos extra hepaticos, en donde se unen a su
receptor para ser endocitadas a la célula (Kahn & Flier, 2000). Por el contrario, las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) se forman en el intestino y en el higado,
teniendo como principal funcion transportar el colesterol de tejidos periféricos hacia
el higado (Jon, 2008).

Las alteraciones de la lipdlisis inducida por hormonas tienen un papel importante en
el desarrollo de la obesidad y sus complicaciones metabdlicas. Se han descrito
modificaciones de la enzima que catalizan la hidrélisis de los triglicéridos
almacenados en el tejido adiposo, la lipasa sensible a la hormona. En los adipocitos
de pacientes obesos se induce la expresion de la enzima FAS, lo cual inhibe la
lipdlisis (Morales-Gonzalez, 2010). La capacidad hepatica de metabolizar acidos
grasos es regulada en gran medida por la actividad de PPARa. Este receptor
nuclear activa la transcripcion de genes implicados en el catabolismo de los acidos
grasos, tanto proteinas que participan la captacion de los acidos grasos circulantes,
como enzimas utiles en la oxidacion mitocondrial. Por lo tanto, la deficiencia de
PPARa genera obesidad e hipertrigliceridemia y su activacion podria contribuir a la
reduccion de la adiposidad, al favorecer la oxidacion de los acidos grasos en los
adipocitos (Mijan, 2004).

El tejido adiposo controla el metabolismo lipidico a través de sefiales enddcrinas,
pardcrinas y autocrinas, que le permiten regular el metabolismo de adipocitos como
de otros tipos celulares como el sistema nervioso central, higado, musculo y

pancreas (Kim & Moustid-Moussa, 2000). Tras el descubrimiento de la leptina



(Zhang et al., 1994), el tejido adiposo se empezd a considerar como un érgano
enddcrino; en la actualidad se sabe que este tejido secreta, ademas de leptina,
diversas hormonas y citocinas con actividad bioldgica (adipocinas) (Kershaw & Flier,
2004), las cuales participan en una gran variedad de funciones fisiolégicas como la
regulacion de la homeostasis energética y vascular, la regulacion del metabolismo
lipidico, el control del apetito, la sensibilidad a la insulina, entre otras (Ronti et al.,
2006). Se requiere un control estricto de la secrecion de éstas, debido a su efecto
sobre una gran variedad de procesos, ya que la modificacion de la concentracion
de adipocinas en el plasma causa alteraciones en la homeostasis energética
corporal, dicha secrecion se encuentra alterada en la obesidad (Maury & Brichrad,
2010).
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Figura 2. Metabolismo de lipidos en células hepaticas: sintesis de acidos grasos y
triglicéridos (A) y B- oxidacion de acidos grasos (B) (adaptado de Gropper et al.,
2009).



2.6. Resistencia a insulina asociada con la obesidad

La insulina desencadena diversas respuestas metabdlicas, uniéndose y activando
un receptor especifico de la membrana plasmatica; éste es un receptor extracelular
acoplado a una enzima con actividad tirosina-cinasa. El receptor esta formado por
dos subunidades a y dos subunidades (3, éstas ultimas se encuentran insertadas-en
la membrana celular. Cuando la insulina se une a su receptor en las subunidades
a, se produce un cambio conformacional en la proteina, lo que hace que las
subunidades B tengan actividad de cinasa. Los sustratos del receptor (IRS) son
fosforilados en sus residuos de tirosina de forma que servirdn como anclaje a
proteinas como la fosfatidil-inositol-3 cinasa (PI3K) a la cual fosforila y se forma el
complejo IRS-1-PI3K. Posteriormente, PI3K fosforila fosfolipidos de membrana,
formando fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). PIP3 a su vez activa la enzima
cinasa dependiente de PIP3 (PDK1). PDK1 activa otra cinasa llamada proteina
cinasa B (PKB) o también llamada Akt (Pessin & Saltiel, 2000).

PKB/Akt ejerce efecto sobre diferentes vias que regulan homeostasis de lipidos y
carbohidratos, tales como estimulacién del transporte de glucosa y sintesis de
glucogeno, activacion de la lipogénesis y sintesis de proteinas e inhibicion de la
lipdlisis, ademas la insulina también aumenta la captacion de acidos grasos desde
lipoproteinas circulantes, estimulando la actividad de la lipoprotein lipasa en el tejido
adiposo (Saltiel & Ronald, 2001). Por otro lado, la translocacion de GLUT4 depende
de la activacion de PI3K y de la cinasa Akt, éstas involucran a AS160 (sustrato de
Akt) el cual permite la movilizacion de las vesiculas de GLUT4 y permiten su
translocacion a la membrana (Pessin & Saltiel, 2000) (Figura 3).
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Figura 3. Cascada de sefalizacion de insulina para el transporte de glucosa a
tejidos dependientes de insulina. La estimulacién de la insulina da como resultado
la fosforilacion de tirosina del IRS y-la activacion de PI3K, que cataliza la formacion
de PI(3,4,5)P3 a partir de PI(4,5)P2, lo que lleva a la accion de PDK1 y PDK2. El
PDK fosforila y activa a Akt, que a su vez fosforila e inactiva a AS160, una proteina
activadora de Rab-GTP. AS160 regula negativamente la traslocacion de GLUT4 al
convertir la forma activa de la proteina Rab unid a GTP a la forma inactiva unida a
GDP. Ins, insulina; IR, receptor de insulina; IRS, sustrato del receptor de insulina;
PY, fosforilacion en residuos de tirosina; p85 y p110, subunidades de PI3K; PI3K
fosfatidilinositol-3-cinasa; PI(4,5)P2, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; PI(3,4,5)P3,
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; PDK1 y PDK2, serina treonina cinasas
dependientes de fosfolipidos; Akt, proteina cinasa B; AS160, sustrato de Akt de
160kDa; GLUT4, transportador de glucosa 4.

En una condicion de obesidad se produce una estimulacion de una mayor sintesis
de triglicéridos y se desarrolla la resistencia a insulina (Arner, 2003). La resistencia
a la insulina se caracteriza como un estado en el que los efectos biolégicos de esta
hormona se ven disminuidos, principalmente con respecto a la utilizacion de la
glucosa y sintesis de glucégeno por el musculo esquelético, asi como la supresion
de la produccién endégena de glucosa por el higado o en la activacién de la lipdlisis

en tejido adiposo (Dinneen et al., 1992).
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2.7 Tratamientos contra la obesidad

Los farmacos son una de las opciones terapéuticas para el tratamiento de la
obesidad. Sin embargo, este tipo de tratamiento se recomienda s6lo como auxiliar
a la dieta y el ejercicio, y debe considerarse Unicamente en obesos con un IMC de
30 o mayor, en los que dieta y ejercicio no hayan producido una mejoria o-que

tengan algunos padecimientos como diabetes o hipertension (Blackburn, 1995).

Los farmacos mas utilizados se clasifican de acuerdo con su mecanismo de accion,
entre los que se encuentran: los que disminuyen el apetito o0 aumentan la saciedad,
los que disminuyen la absorcién de nutrientes y los que aumentan el gasto

energético (Skender et al., 1996).

2.7.1 Tratamientos alternativos

Dentro de los tratamientos alternativos para la obesidad, existe la medicina china,
la homeopatia, la fitoterapia, entre muchos otros. Esta Gltima, también conocida
como herbolaria es una ciencia que se encarga del uso de plantas medicinales con
finalidad terapéutica, como la prevencion o control de algun estado patolégico
(Hernando-Petierra, 2007).

Las plantas mas utilizadas por la poblacién en general para el tratamiento del
sobrepeso y la obesidad, por mencionar algunas, son, alcachofa (Cynara
acolymius), cola de caballo (Equisetum arvense), efedra (Ephedra n.), algas (Fucus
n.), garcinia (Garcinia cambogia), guarana (Paullinia cupana), hierba de San Juan
(Hypericum. perforatum), pifia (Ananas comosus), plantago (Plantago psyllium),
valeriana (Valeriana officinalis), toronja (Citrus x paradis), nopal (Opuntia ficus-
indica), Jamaica (Hibiscus sabdariffa), entre otras. La mayoria de las plantas se
utilizan en forma de infusiones, las cuales pueden conferir efecto diurético, laxante,

termogénico, entre otros (Villar et al., 2002).

Una infusion es una bebida obtenida de las hojas secas, flores y/o frutos, los cuales
se vierten o se introducen en agua a punto de hervir. Los principales compuestos

con actividad biol6gica presentes en estas bebidas son los polifenoles, los cuales
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se consideran constituyentes importantes en la dieta del ser humano, ya que su

consumo provee efectos positivos a la salud (Apak et al., 2007).

De acuerdo con estudios clinicos, estos efectos se atribuyen a compuestos como
los compuestos polifendlicos; por ejemplo, el té verde, en el cual se encuentra el
galato de epigalocatequina en mayor proporcion, y a éste es al que se le atribuye el

incremento en la termogénesis y la oxidacion de grasa (Dullo et al., 1999).

Los efectos antiobesigénicos del té verde y de los polifenoles provenientes de éste,
han sido de los mas estudiados hasta el momento; sin embargo, para la poblacién
mexicana, el consumo de té verde es poco comun, ya que la mayoria de la poblacion

prefiere infusiones de materiales locales (Baladia et al., 2014).
2.8 Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

La Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una especie vegetal que se cultiva en México,
cosechandose 18 mil hectareas con un rendimiento promedio de 265 kg/ha. En los
estados de Guerrero, Michoacan y Oaxaca se cultiva el 94.9 % de la superficie
cosechada y se obtiene el 89.8 % de la produccién nacional (SIAP, 2018).
Actualmente, toda la produccion proviene de una variedad Criolla, que se siembra
Unicamente en el ciclo agricola de primavera-verano. Esta especie es de fotoperiodo
(dia) corto, por lo que la produccién se concentra en una sola época del afio y su

rendimiento es bajo (Contreras et al., 2009).

Los calices o las flores se utilizan para preparar infusiones, vinos, salsas,
mermeladas, dulces, entre otros productos procesados. Los calices o las bebidas
obtenidas a partir de éstos, son usados como medicina para la constipacion,
problemas del corazon, hipertension, infecciones en vias urinarias, cancer, diabetes
y desdrdenes nerviosos. H. sabdariffa L. tiene un perfil fitoquimico muy extenso, el

cual es responsable de sus beneficios a la salud.
2.8.1 Variedades de Hibiscus sabdariffa

En el mundo existen diferentes variedades de Jamaica, de las cuales algunas como

Sudan y China se importan en México, siendo éstas las mas comerciales, debido a
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su caracteristico color rojo. Sin embargo, en el pais existen cuatro variedades con
namero de registro provisional ante en Servicio Nacional de Inspeccion y
Certificacion de Semillas (SNICS) y una de ellas es Alma Blanca (Ariza-Flores et al.,
2014).

Alma Blanca es una mutacion natural de la Jamaica Criolla regional, colectada de
las localidades de Cotzaltzin, Ayutla de los Libres y Chacalapa, Juan R. Escudero,
ambos del estado de Guerrero. La caracteristica distintiva de esta variedad es que
sus tallos y sus hojas son de color verde, con calices de la flor color amarillo claro,

y al secarse los calices adquieren un color café (Ariza-Flores et al., 2014).
2.8.2 Composicion proximal

La composicion de la Jamaica es muy variable, la cual depende de las variedades,
condiciones genéticas, ambientales, ecolégicas y de cosecha. Estudios han
reportado que 100 g de flor contienen 1.9 g de proteina, 0.1 g de grasa, 12.3 g de
carbohidratos y 2.3 g de fibra, asi como 14 mg de vitamina C, 300 ug de B-caroteno,
1.72 mg de calcio y 57 mg de hierro (Ismail et al., 2008). También se ha reportado

la concentracion de algunos compuestos bioactivos (Cuadro 1).
2.8.3 Constituyentes bioactivos y sus beneficios a la salud

Respecto a los constituyentes bioactivos de Jamaica, los mas relevantes en el
contexto de sus propiedades farmacolégicas incluyen los &cidos orgéanicos,
antocianinas, polisacaridos y flavonoides (Eggensperger & Wilker, 1996). Dentro de
los acidos organicos (13-24 %) se encuentran el acido citrico (12-20%),
hidroxicitrico, hibiscus, malico (12-9 %) y tartarico (8 %) como los principales
compuestos y oxalico y ascorbico (0.02-0.05 %) como compuestos minoritarios
(Eggensperger & Wilker, 1996; Schiler, 1976) (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Composicion quimica (g/100 g) y contenido de compuestos fendlicos (base seca) de calices deshidratados
de variedades de Jamaica

Composicion quimica

Compuestos

fendlicos

Protein
Lipidos
Fibra

Ceniza

Compuesto

a

Carbohidratos

Fenoles solubles
(mg EAG/100 g)*

Tanino

S

(mg EC/100 g) **
Antocianinas

(mg EA3G/100 g) ***

Alma Blanca

4.2 +0.27
17.7+0.12
439+ 2.7
9.0+0.18
25.2+0.82

254+01

65.5+5.1

0.1+0.01

Rosaliz

3.6 £0.59
18.0+0.28
40.1 + 2.4
7.1+0.23
31.2+0.88

254+0.2

380.6 +20.4

0.7+0.04

Cotzaltzin

3.4+0.43
17.7+0.24
33.1+1.2
8.3+0.15
37.5+0.51

2.58+0.1

1481.2 +
36.5

3.0+0.17

Tecoanapa

5.8 +£0.10
22.8+1.35
34.0+28
6.2+0.10
31.2+1.12

224+0.1

1159.3 +
25.9

23+0.13

Criolla

6.0 £0.09
209+1.19
385+1.7
6.8 £ 0.53
27.8+0.88

5.09+0.1

729.5+16.3

20.6 +0.61

*Equivalentes de acido galico; **Equivalentes de catequina; **Equivalentes de cianidina-3-glucésido (Ariza-Flores et al., 2014).
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Cuadro 2. Componentes de extracto acuoso de calices de Hibiscus sabdariffa

Clase

Antocianinas

Compuesto

Delfinidina-3-sambubidsido

Cianidina-3-sambubidsido

Flavonoides y acidos fendlicos

Acidos orgéanicos

Acido gélico

Acido clorogénico
5-hidroximetilfurfural

Metilgalato

5-acido cafeoilquinico

3-acido cafeoilquinico

Acido protocatecuico

Acido protocatequico glucosilado
Quercetina-3-sambubidsido
Quercetina-3-rutindsido
5-O-acido cafeilshiquinico
Quercetina-3-glucdsido
Caempferol-3-O-rutindsido
Mirecitina

N-ferulotiramida

4-4cido cafeoilquinico
Caempferol-3-p-coumarilglucésido
Quercetina

Acido cafeico

Caempferol-3-glucosido

Acido hidroxicitrico
Acido hibiscus
Acido hibiscus glucosilado

Acido hibiscus 6-metil éster
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2.8.3.1 Antocianinas

Las antocianinas son pigmentos solubles en agua, derivados de flavonoides. Estan
constituidas por una molécula de antocianidina a la que se le une un azucar por
medio de un enlace glucosidico. La estructura de las antocianinas esta formada por
dos anillos arométicos A y B unidos por una cadena de tres carbonos (Figura 4).
Unja variacion en los sustituyentes del anillo B resultan en las diferentes
antocianidinas conocidas; el nimero y orientacion de los grupos hidroxilo y metoxilo
del anillo B determina su color (Figura 4) y éste varia en funcién del pH (Garzén G.,
2008). Las antocianinas derivadas de cianidina y delfinidina, incluyen delfinidina-3-
sambubidsido (hibiscina), cianidina-3.-sambubidsido, gosipiscianina, cianidina-3-5-

diglucosido, delfinidina (antocianidina) (Williamson et al., 2009).

Varios estudios han identificado a la delfinidina-3-sambubidsido y a la cianidina-3-
sambubidsido como las principales antocianinas presentes en los extractos de los
calices de Jamaica (Yamamoto & Osima, 1932). Alarcén-Alonso et al. (2012)
reportaron que un gramo de extracto acuosos de Jamaica contiene 56.5 mg de

delfinidina-3-sambubiodsido y 20.8 mg de cianidina-3-sambubidsido.

. Sustituyentes Amax (nm)
Aglicona R1 R2 Espectro visible
Pelargonidina H H 484 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Petunidina QOCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvinidina OCH3 QCH3 510 (azul-rojo)

Figura 4. Estructura quimica de las principales antocianinas (Da-Costa-Rocha et
al., 2014).
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Villalpando-Arteaga et al. (2013) realizaron estudios con ratones alimentados con
una dieta alta en grasa, a éstos se les administré via intragastrica un extracto de
Hibiscus, equivalentes a 33 mg de antocianinas totales por kg de peso corporal, tres
veces por semana durante 8 semanas. Esto redujo la ganancia de peso corporal en
un 43 %, la acumulacion de tejido adiposo y normalizo el indice glucémico, asi como
el colesterol HDL, LDL y VLDL, en ratones obesos inducidos con dieta. Se relacion6
el consumo del extracto con una disminucion en la expresién de los factores de
transcripcion SREBP-1c y PPARY que participan en la- determinacion vy
diferenciacion de los adipocitos, este efecto se atribuy6 a la presencia de cianidina-

3-sambubiosido y delfinidina-3-sambubidsido.

A las antocianinas se les ha atribuido también un-efecto hipoglucémico y mejora de
la insulina, esto por diversos mecanismos como la proteccion de las células B del

pancreas y la inhibicion de la actividad de a-glucosidasas (Matsui et al., 2001).
2.3.3.2. Flavonoides y acidos fendlicos

Los flavonoides presentes en Hibiscus son tipo flavonol y flavanol simples o
polimerizados, tales como hibiscetrina, sabdaritrina, gosipitrina, gositrina y otros
glucésidos de gosipetina, quercetina y luteolina, asi como &cido clorogénico,
protocatecuico, pelargoninidico, eugenol, quercetina y luteolina (McKay, 2009;
Williamson et al., 2009). La presencia de estos glicosidos de flavonol fue baja,
siendo hibiscetrina el principal compuesto, seguido de gosipitrina y sabdaritrina. La
cantidad de quercetina en extractos de calices fue de 3.2 mg/g, mientras que la
rutina fue de 2.1 mg/g (Alarcén-Alonso et al., 2012). En extractos acuosos de
calices secos se ha encontrado la presencia de &cido elagico, cafeico, ferdlico,
cumarico y protocatecuico, siendo este ultimo un acido fendlico importante en
calices de Jamaica (Lee et al., 2002). Por otro lado, el acido clorogénico es otro
acido fendlico presente en extractos de Jamaica reportando concentraciones hasta
de 2.7 mg/g (Alarcon-Alonso et al., 2012).

Se ha reportado que los flavonoides y los acidos fendlicos, presentes en Jamaica,

tienen efecto sobre prevencidon de la ganancia de peso corporal en ratas
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alimentadas con dieta alta en grasa y fructosa, asi como la disminucion en el
diametro de adipocitos y la disminucion de esteatosis hepatica no alcohdlica
(Morales-Luna et al., 2019). Se ha estudiado el efecto de los flavonoides, como la
quercetina y la luteolina, sobre disminucion de obesidad, diabetes y lipidos en suero,
encontrando un efecto sobre la disminucion de la actividad de lipasa hasta en un27
% (Zheng et al., 2010). Por otro lado, se ha encontrado que la quercetina tiene un
efecto en el decremento de la adipogénesis e induccién de apoptosis en pre
adipocitos y adipocitos maduros mediante una disminucién en el potencial de

membrana, asi como, la activacion de caspasa-3 (Ahn et al., 2008).

En estudios clinicos se ha encontrado que la catequina disminuye el peso corporal
inhibiendo la actividad de lipasa géastrica e incrementando termogénesis (Chantre &
Lairon, 2002; Boschmann & Thielecke, 2007). Por otro lado, se ha reportado que el
acido ferulico tiene propiedades hipolipidémicas y ayuda a la disminucién del riesgo
de padecer obesidad cuando se consume una dieta alta en grasa (Jin Son et al.,
2010).

También existen reportes en los que se demuestra que el acido clorogénico y el
cafeico tienen efectos importantes sobre la pérdida de peso corporal debido a un

incremento de la B-oxidacion (Ae-Sim et al., 2010)

2.8.3.3. Acidos organicos

Acido hidroxicitrico

El &cido hidroxicitrico tiene un grupo hidroxilo adicional en el segundo carbono del
acido citrico (Figura 5). Este acido tiene 4 estereoisomeros (2S, 3S), (2R, 3R), (2S,
3R), (2R, 3S) y sus formas lactonas, el principal acido organico encontrado en los
calices es el (2S, 3R). Se ha reportado que el (2S, 3S) es el acido hidroxicitrico mas
comun encontrado en Garcinia sp.; sin embargo, no se sabe si esto podria producir

efectos farmacoldgicos diferentes comparados con los otros &cidos (Hida et al.,

2007). Se ha reportado que la Jamaica Criolla presenta una concentracion de acidos
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organicos de 15.7 mg/g de calices secos y la Alma Blanca de 47.7 mg/g de calices

secos (Morales-Luna et al., 2019).

Se han realizado estudios en donde se evaluo el efecto de extractos acuosos de
Jamaica a dosis 5, 10 y 15 g de extracto/100 g de alimento en ratas alimentadas
con dieta alta en grasas, encontrandose que estos disminuyeron hasta en un 87 %
la ganancia de peso corporal. También se reportd que el extracto etandlico de
Jamaica aumenta la excrecion de grasas, efecto que se atribuy6 a la disminucién
en la actividad de lipasa pancreatica, efecto atribuido al contenido de &cido hibiscus
(Carvajal-Zarrabal et al., 2005, 2009).

El acido hidroxicitrico es un inhibidor competitivo potente de ATP-citrato liasa
(Sullivan, 1977), la cual es una enzima que cataliza la conversion de citrato a acetil
CoA en el citoplasma de las células para la sintesis de acidos grasos o colesterol.
Se hareportado que la accion del acido hidroxicitrico obtenido de Garcinia cambogia
disminuye la sintesis de los compuestos anteriormente mencionados en higado de
ratas obesas (Berkhout et al., 1990; Lowenstein, 1971; Sullivan et al., 1972).

Por otro lado, Hayamizu et al. (2003) realizaron estudios en sujetos con sobrepeso,
sin antecedentes de diabetes, problemas cardiacos, hipertension, entre otros
padecimientos, a los cuales se les administré durante 12 semanas una dosis de
1000 mg de acido hidroxicitrico al dia, proveniente de Garcinia cambogia. Se obtuvo
un decremento entre el 10 y 15% en el contenido total de grasa y una disminucion
de peso corporal e IMC, no se observaron efectos adversos por su consumo.

Los resultados anteriormente mencionados sugieren que el acido hidroxicitrico
puede ejercer propiedades antiobesogénicas; sin embargo, este efecto no se ha
reportado para el isbmero de acido hidroxicitrico encontrado en los extractos de

Jamaica.
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Figura 5. Acido citrico y sus derivados (Da-Costa-Rocha et al., 2014)

No se encontraron estudios que demuestren el mecanismo de accion por el cual los
acidos organicos disminuyan la concentracién de glucosa en sangre o mejoren la
resistencia a la insulina; sin embargo, en estudios en los que se ha administrado
acido hidroxicitrico como auxiliar en la pérdida de peso se ha visto también una

disminucién en los niveles séricos de glucosa (Clouatre & Dunn, 2002).

Con base en lo anterior se tienen antecedentes claros sobre los beneficios de la
Jamaica asociados a la obesidad y sus complicaciones y al principal compuesto
atribuido es a las antocianinas.

2.9. Uso de la metabolémica para deteccién de metabolitos con actividad
bioldégica

La identificacion de metabolitos activos en un material vegetal y la estimacién de su

concentracion, son pasos esenciales para corroborar la evidencia de la actividad

antiobesogénica reportada para Jamaica.

2.9.1. Extraccion de compuestos fitoguimicos

El primer paso para la identificacion de metabolitos activos de las plantas es la
extraccion de estos, considerando su previa deteccion en el material vegetal, es
decir, su cuantificacion total. Posteriormente, se realiza una extraccion solido-liquido

con diversos solventes de acuerdo con el tipo de metabolito que se deseé extraer;
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en el caso de los compuestos bioactivos de Jamaica, se han realizado diversos
estudios sobre los mejores métodos y condiciones de extraccion como los
reportados por Cissé et al. (2012), Diessana et al. (2015) y Ramirez-Rodriguez et
al. (2011).

2.9.2. Metaboldmica

Dentro de las mas recientes e importantes herramientas para el estudio de
compuestos bioactivos derivados de plantas, se encuentra la metabolomica, la cual
es una ciencia 6hmica que se encarga del estudio del perfil de metabolitos que tiene
una célula, tejido u organismo, en ciertas condiciones (tiempo, madurez,
tratamiento, entre otras) (Goodacre et al., 2004). Para poder llevar a cabo este tipo
de estudio, se utilizan diversos andlisis estadisticos de datos arrojados por técnicas
cromatograficas (HPLC, UPLC, GC) y espectrametria (MS, H-RMN, IR) de extractos
0 mezclas complejas de compuestos con el fin de correlacionar la presencia de

compuestos con un efecto biolégico (Robinette et al., 2012).

La metabolémica se ha utilizado para correlacionar la composicion de diversos
extractos, de plantas usadas en la medicina tradicional humana y animal, con los
resultados de su actividad bioldgica, como lo es la identificacién de metabolitos con
actividad sedativa de Galphimia glauca (Sharma et al., 2012) y la identificacion de

compuestos bioactivos presentes en variedades de moras (Stewart et al., 2007).
2.9.2.1. Cromatografia liquida

La cromatografia liquida (Figura 6) se puede considerar como un método de
separacion de los componentes de una mezcla compleja, en funcién de su velocidad
de elucion de una fase estacionaria sobre un gradiente de fase maévil, debido a que
algunos de los componentes de la muestra se sentiran mas atraidos por la fase
movil y eluirAn mas rapidos, mientras que otros quedaran retenidos en la fase
estacionaria y eluiran mas lento, dando asi a cada uno de los compuestos un tiempo

de retencién determinado. Los factores determinantes para la separacion de
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compuestos son la polaridad de la muestra, la composicion de la fase movil y las

propiedades de la fase estacionaria.

La técnica conocida como HPLC ( High Performance Liquid Chromatography) fue
desarrollada el 1970, con el uso de altas presiones y resistencias de columna a esas
presiones (500-6000 psi), logrando mejores separaciones de compuestos (Horvath
et al., 1981). Con el paso del tiempo se buscdé un mejor método de separacion
optimizando el tamafo de la columna, el gasto de solventes, el tiempo de corrida y
la presion en el sistema, debido a esto surgié la técnica conocida como UPLC (Ultra
Performance Liquid Chromatogrphy) en 2004, ésta técnica duplicaba la presion de
funcionamiento del sistema (aprox. 15,000 psi) para obtener velocidades de flujo
mas elevadas y tiempos mas cortos con la misma 0 mejor resolucion (Allwood et al.,
2010).

Cromatograma

Columna '
HPLC/UPLC Detector
\ Detector secundario:

- MS
- UV/Vis
- NMR

Inyector de
muestra
automatico

g Valvula
Valvula de

Sent de flujo
Bombas  Solvente v

monitor Residuos

Figura 6. Esquema general de un cromatografo de liquidos (Saavedra-Charca et
al., 2015).
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2.9.2.2. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una de las muchas variedades de detectores que
se pueden acoplar a la cromatografia de liquidos, algunos otros detectores son
espectrometria UV, espectrometria de fluorescencia, arreglo de diodos, infrarrojo.
Los componentes principales de un espectrometro de masas son la fuente de
ionizacion, un analizador de masas y un detector de sefial. En la espectrometria de
masas se puede detectar la relacion masa-carga (m/z) y la abundancia de los
analitos o iones generados durante el proceso de ionizacion del extracto o muestra
(Allwood et al., 2010).

La ionizacién por electrospray (ESI) (Figura 7) es la mas utilizada debido a que sirve
para ionizar una amplia gama de metabolitos como acidos organicos, azlcares,
esteroles y acidos fendlicos (Jander et al., 2004; Tolstikov et al., 2003; Vorst et al.,
2005). La ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) también es un método
empleado principalmente para la_ionizacion de metabolitos no polares como
fosfolipidos, acidos grasos, esteroles y aceites esenciales (Dachtler et al., 2001;
Schweiggert et al.,, 2005). La ionizacion por ESI se lleva a cabo mediante la
aplicacion de una alta carga eléctrica (aprox. 5 kV) mediante un capilar en donde se
vaporiza la muestra y se ioniza por la transferencia de protones cargando la muestra
positivamente [M+H]* o negativamente [M-H]- (Zaikin & Halket, 2006).
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Figura 7. Sistema de ionizacion por electrospray (ESI), adaptado de:
http://www.cbm.uam.es/joomla-rl/images/Servicios/080.Proteomica/documentos/

Espectrometria_de_masas_ESI-MSMS_enero_2015.pdf

El analizador de masas tiempo de vuelo (Tof) (Figura 8) se basa en que la masa de
un ion esté relacionada con su velocidad de vuelo a lo largo del instrumento, es
decir, el tiempo que tarda un ion en llegar al detector es proporcional a su masa
(Guilhaus et al., 1997) el QTof consiste en un afiadir un cuadrupolo para filtrar los
iones en un rango de interés, obteniendo iones precursores y fragmentos obtenidos
de una molécula. El desarrollo de analizadores y detectores tipo QTof ha
desarrollado niveles muy altos de resolucién y precision de masa, asi es posible
detectar incluso isomeros de un compuesto dentro de una muestra (Kanu et al.,
2008).
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Figura 8. Sistema de un Cuadrupolo tiempo de vuelo (QTof) adaptado de
Veeravalli et al. (2019).

2.9.2.3. Andlisis estadistico

Una de las técnicas de estadistica multivariada es el andlisis de componentes
principales (PCA) este tipo de analisis permite comparar datos obtenidos de
diferentes grupos o tratamientos para identificar similitudes y como se relacionan
entre si, por otro lado, también es posible identificar qué variable son responsables
de los patrones de agrupamiento encontrados en el analisis (Ward et al., 2007).
Otro analisis utilizado en el estudio metabolomico es el PLS-DA (Andlisis
discriminante de minimos cuadrados parciales). En este tipo de analisis se puede
correlacionar estadisticamente multiples factores (compuestos) con multiples
variables respuesta (actividad biologica), permitiendo también conocer el grado de
intervencién de los factores en las variables respuesta (Szymariska et al., 2012).

De manera particular, este trabajo aportara informacion acerca de los compuestos
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presentes en la Jamaica y su influencia en el efecto antiobesogénico que presenta
esta planta. Por otro lado, se aplicara el estudio metabolomico como herramienta
para la identificacion de compuestos bioactivos no reportados previamente en

Jamaica.

2.9.3. Anédlisis metabolémico en Jamaica

En la actualidad no existen reportes de analisis metabolomicos de extractos de
Jamaica; sin embargo, se pueden encontrar estudios con perfiles realizados
mediante cromatografia de liquidos y analisis multivariados para analizar diferencias

entre variedades.

Borras-Linares et al. (2015) realizaron un perfil de compuestos mediante HPLC-
DAD-ESI-Tof, del cual reportaron 37 compuestos presentes en 25 variedades
mexicanas de Jamaica; algunos derivados del-acido hubiscus se encontraron en los
extractos de todas las variedades, mientras que los acidos hibiscus e hidroxicitrico
se encontraron soOlo en algunas variedades. Posteriormente, mediante andlisis
multivariados de componentes principales y jerarquizacién pudieron clasificar a las
variedades en 4 grupos los cuales se relacionaron con el contenido de cianidina

sambubidsido y delfinidina sambubidsido.

Camelo-Méndez et al. (2013) analizaron el contenido de antocianinas y de
compuestos volatiles de cuatro variedades de Jamaica mexicana (negra, rosa,
sudan y blanca) de diferentes tonalidades, en dos tipos de extractos (acuoso y
etandlico) y encontraron que los extractos etandlicos presentaron un mayor
contenido de antocianinas y compuestos volatiles, el geraniol fue el compuesto
volatil mayoritario en todos los extractos. Mediante un andlisis de componentes
principales se observo que los ocho extractos se agrupan de manera independiente,
siendo factores importantes el color, es decir, el contenido de antocianinas y el tipo

de solvente que se uso durante la extraccion.

Rasheed et al. (2018) realizaron la caracterizacion de los metabolitos presentes en
extractos (decoccion, infusion y maceracion) de dos variedades de Jamaica usando

UPLC-MS y resonancia magnética nuclear y encontraron 33 metabolitos, los cuales
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incluyen azucares, acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas y acidos organicos.
Mediante componentes principales asociaron que la maceracion es el método
Optimo para extraer antocianinas, mientras que la infusion es el mejor método para

extraer acidos organicos.

Hasta el momento no se tienen reportes de una asociacion estadistica entre un perfil
metabolémico de los fitoquimicos de Jamaica con los beneficios a la salud
relacionados con la obesidad y sus complicaciones. Esto es de gran relevancia ya
que, ademas de las antocianinas, existen otros compuestos que podrian tener un
efecto a la salud similar o mayor al de estos compuestos fendlicos y en futuros
trabajos se propondria buscar aquellas variedades que sean mayoritarias en los
perfiles identificados, para estudiar sus efectos-en la prevencién y control de la
obesidad y sus complicaciones.
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3. JUSTIFICACION

En las Ultimas décadas, las principales prevalencias de enfermedades crénicas no
transmisibles se presentan en obesidad (71 %) y sus problemas asociados como
resistencia a insulina. Estos problemas se han reconocido como prioritarios, y
requieren de atencion, siendo una de las principales estrategias el control del
consumo de alimentos hipercaldricos, dentro de los cuales se encuentran las
bebidas ya que en 2012 el consumo de calorias provenientes de bebidas fue de 1.8
a 2.26 veces mas de lo recomendado. Por lo tanto, bebidas hipocaléricas ricas en
compuestos fitoquimicos podria ser una opcion de consumo, dentro de éstas se

encuentran las elaboradas con calices de Jamaica.

México es uno de los principales productores de Jamaica a nivel mundial y registra
un consumo aproximado de 14 mil toneladas al aho. Ademas de su gran aceptacion
por parte de los consumidores, esta planta tiene efectos benéficos en la salud, como
disminucién del peso corporal y resistencia a insulina. Dicha propiedad se ha
determinado en variedades de Jamaica de tonalidad roja y, de manera particular,
se ha relacionado principalmente con el contenido de antocianinas. Sin embargo,
se ha reportado que los extractos de Jamaica roja tienen cantidades importantes de
flavonoides y acidos fendlicos, asi como &cidos organicos como los acidos
hidroxicitrico e hibiscus, los cuales se ha sugerido que pudieran tener beneficios a
la salud; sin embargo, esto no se ha mostrado. Adicionalmente, en México se
cultivan variedades de Jamaica de diferentes tonalidades, como Alma Blanca, la
cual no contiene antocianinas y es rica en acidos organicos, lo que sugiere que esto
podria presentar diferentes beneficios a la salud. En el presente trabajo se evalué
el efecto de los calices de Jamaica de diversas coloraciones sobre el control del
peso corporal y la resistencia a insulina, y se asoci6 a dichos beneficios con el perfil
fitoquimico de los diversos extractos, esto permitird identificar a las variedades de

Jamaica con propiedades antiobesogénicas.
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4. HIPOTESIS

Variedades de Jamaica que no contienen antocianinas, pero son una fuente de
acidos fendlicos y acidos orgénicos, controlan el peso corporal y la resistencia a
insulina en animales tratados con dietas altas en grasa, de manera similar a
variedades rojas. Por lo tanto, el efecto de los extractos de Jamaica sobre el .control
del peso corporal y resistencia a insulina no solamente esta relacionado al contenido
de antocianinas, también depende de otros compuestos, y dichos fitoquimicos
pueden ser utilizados para identificar a las variedades de Jamaica sembradas en

nuestro pais con potencial antiobesogénico.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Identificar compuestos bioactivos de los célices de Jamaica asociados con la
disminucidon de peso corporal y resistencia a insulina, mediante analisis

metaboldmicos y andlisis estadisticos multivariados

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar el perfil fitoquimico de los extractos de dos variedades de

Jamaica (Criolla y Alma Blanca) con contenido de antocianinas contrastante.

2. Evaluar el efecto del consumo de los extractos de Jamaica sobre la pérdida

de peso corporal y la resistencia a la insulina en un modelo in vivo.

3. Asociar los compuestos presentes en los extractos de Jamaica con el efecto

antiobesogénico y de resistencia a la insulina.

4. Seleccionar variedades de Jamaica con perfiles fitoquimicos diferenciales

mediante un andlisis jerarquico.

5. Confirmar el efecto antiobesogénico de los compuestos previamente

sugeridos en las variedades seleccionadas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

6.1.1 Material vegetal

Se utilizaron 29 variedades de Hibiscus sabdariffa, dos de ellas en la primera etapa
del proyecto y las restantes en la segunda etapa. Las variedades fueron.obtenidas
directamente de productores de Jamaica de los estados de Guerrero, Oaxaca,

Michoacan, Colima, Nayarit y Puebla.
6.1.2 Material biol6gico

Se utilizaron ratas albinas Wistar machos, “adquiridas en el Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Auténoma de México, Querétaro. Los
animales se aclimataron por 7 dias bajo condiciones ambientales estandar (40-60%
humedad relativa, 24+2 °C de temperatura y un ciclo de 12 h de luz-obscuridad), se

alimentaron con alimento comercial y se les administré agua ad libitum.

6.2 Métodos

6.2.1 Obtencién de extractos

Se obtuvieron dos tipos de extractos (metandlico y acuoso) de las variedades de
Jamaica Alma Blanca y Criolla del estado de Guerrero. El extracto metandlico se
obtuvo por el método de maceracion. Se peso la cantidad necesaria de la planta 'y
se colocoé en un recipiente ambar, se le adiciond el disolvente (metanol) necesario
para obtener una proporcion 1:15 planta/disolvente (g/mL). La mezcla se coloc6 en
un lugar donde no tenga luz directa y se dej6 por 7 dias, agitando diariamente. Tras
el tiempo de maceracion, se retird el disolvente por filtracion al vacio, el cual se
almaceno en recipientes de plastico con tapdn de rosca, mientras que los restos de
planta se recuperaron en el matraz de maceracion. A esta etapa se le denomino
lavado y la obtencién de los extractos lo constituyé un lavado sucesivo, por lo que

a la muestra recuperada en el matraz se le adiciond nuevamente disolvente, que se
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recupero y se macero por 7 dias mas. Los extractos se almacenaron a temperatura

ambiente hasta su concentracion.

El extracto acuoso se prepard colocando la cantidad necesaria de planta en un
matraz Erlenmeyer con tapon de rosca y se le adicioné la cantidad suficiente de
agua destilada para alcanzar una proporcion 1:15 planta/agua destilada (g/mL). Se
calento hasta punto de ebullicion, una vez alcanzado este punto, se dejo hervir por
15 min. Se retird de la parrilla de calentamiento, se dej6 enfriar y se filtré al vacio.

El liquido se almacend en refrigeracion hasta su concentracion.

Para la concentracion de los extractos se utilizaron rotaevaporadores con vacio, la
temperatura del bafio se mantuvo a 40 °C, la presion del vacio (mbar) vario
dependiendo del disolvente (metanol 337, agua 72) y la temperatura del refrigerante

se mantuvo menor a 20 °C.

Una vez evaporado el disolvente, los extractos se colocaron en cristalizadores para
secarse en una estufa con recirculacion de aire a 40 °C y se dejaron el tiempo
suficiente hasta obtener sequedad. Al final se obtuvieron 4 extractos que se
denominaron de la siguiente manera: extracto acuoso de Jamaica Criolla (CA),
extracto metandlico de Jamaica Criolla (CM), extracto acuoso de Jamaica Alma

Blanca (ABA) y extracto metandlico de Jamaica Alma Blanca (ABM).
6.2.2 Evaluacién del perfil fitoquimico de los extractos: HPLC-DAD-MS

Los &cidos fendlicos, acidos organicos, antocianinas y flavonoides se identificaron
y cuantificaron mediante la metodologia descrita por Rodriguez-Medina et al.
(2009). Se empled un sistema de cromatografia liquida de alta resolucién con un
sistema HPLC con inyeccion automatica (Agilent HP 1100 Systems, Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, EUA) acoplado a masas. Se utilizé una columna
de fase reversa Zorbax octadecilsiliano (150 x 4.6 mm, ODS-C18). El equipo se
opero a 34 °C con un flujo de 0.5 mL/min. La fase mavil utilizada fue el solvente A:
acetonitrilo:agua (10:90 v/v) con 1% &acido férmico y el solvente B: acetonitrilo.

Durante el analisis, el gradiente programado fue 95% Ay 5 % B al tiempo cero, 20%

32



B a los 20 min, 40% B a los 25 min, 5% B a los 35 miny 5 % B a los 35 min. El
volumen de inyeccidén del extracto fue de 20 pL. Se utilizaron las siguientes
longitudes de onda: 214, 280, 320, 365 y 520 nm, con un barrido de 190 a 560 nm.

Para el andlisis de masas, las condiciones fueron las siguientes: [M-H]- 100-1200
m/z, 120 °C de temperatura de fuente, 800 L/h de nitrégeno a 250 °C como gas de
desolvatacion, los voltajes del cono y del capilar fueron de 39V y 3.2 kV,

respectivamente, y se realiz6 tanto ionizacion negativa como positiva.

La identificacién de los compuestos se realiz6 mediante la.comparacion con el
tiempo de retencidn de los estandares comerciales, los cuales se inyectaron de
manera independiente. La cuantificacion se realizé6 mediante curvas de calibracion
de estos. De los compuestos de los cuales no se contd con estandar comercial se

realizé la identificacion mediante su masa carga (m/z).

6.2.3. Determinacién in vivo del efecto de los extractos sobre el peso corporal

y resistencia a insulina
6.2.3.1 Administracién de tratamientos

Las ratas sanas se alimentaron con una dieta estandar y para incrementar el peso
corporal e inducir obesidad en las ratas se les alimentd con una dieta hipercal6rica,

la cual fue alta en grasa saturada y fructosa.

La dieta se prepard con un 61.94% de alimento estandar, 20% de manteca de cerdo,
18% de fructosa, 0.03% de vitaminas y 0.03% de minerales. El alimento se prepard
moliendo el alimento estandar (Rodent Lab Chow 5001, Purina) y se mezclo con los
ingredientes que conforman la dieta. Los animales se dividieron en 6 grupos: control
sano (1), control obeso (2), tratamiento con CA (3), tratamiento con CM (4),
tratamiento con ABA (5), tratamiento con ABM (6). El grupo control sano se alimento
con una dieta estandar (alimento base molido). El grupo obeso y los cuatro grupos
experimentales se alimentaron con dieta alta en grasa y fructosa. Durante 16
semanas a los grupos con tratamiento se les administraron diariamente extractos

preparados (1 g de extracto metandlico o0 1.5 g de extracto acuoso por cada 100 mL
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de agua potable) mientras que a los grupos control se les administré agua potable;

ambas bebidas se administraron ad libitum.

Cada dos semanas se monitoreé el peso corporal de las ratas, el consumo de
alimento y de bebida y se hicieron monitoreos periddicos de glucosa y triglicéridos.
Al finalizar las 16 semanas, se recolectaron las heces y orina de 24 h previas al
sacrificio, posteriormente las ratas se sacrificaron y se obtuvieron muestras de

sangre y tejido adiposo.

La cuantificacidn de triglicéridos y glucosa en suero se realizaron por medio de kits
colorimétricos/enzimaticos de la marca Spinreact y los resultados se expresaron
como mg/dL de suero; mientras que, la cuantificacion de insulina se hizo mediante
un kit de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en
inglés) de insulina de rata de la marca Millipore, todo de acuerdo con las

instrucciones en la ficha técnica del fabricante.
6.2.4 Disefio y andlisis de datos

Se realiz6 un disefio bifactorial, en donde los factores a evaluar fueron: variedad de
Jamaica (Criolla y Alma Blanca) y tipo de extracto (acuoso y metandlico). Como
controles se tuvieron dos grupos de tratamiento, uno alimentado con dieta estandar
y agua, el otro control, alimentado con dieta obesogénica y agua, ambos grupos
consumieron comida y bebida ad libitum. La unidad experimental consté de cuatro
animales y se cont6 con dos unidades experimentales por tratamiento. Se realizaron
mediciones repetidas en el tiempo y se obtuvieron como variables respuesta: peso
corporal,.-.consumo de alimento, consumo de bebida, consumo energético,
pardmetros bioquimicos (glucosa, insulina y triglicéridos en suero, triglicéridos en

higado), hipertrofia y grado de esteatosis hepatica.

Para los analisis in vitro, los resultados se reportaron como la media + desviacion
estandar, mientras que para los estudios in vivo se reportaran como media * error

estandar.
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Se realizo el analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%. La
comparacion entre todos los tratamientos se realizé con la prueba de Tukey para
los ensayos in vitro y prueba de Dunnett para pruebas in vivo, con la ayuda del
paquete estadistico JMP 10.0. Posteriormente, se realizé la busqueda de
asociaciones entre los componentes de los extractos y las variables de respuesta,

con ayuda del método de minimos cuadrados parciales.

6.2.5 Seleccion de variedades de Jamaica con perfiles fitoquimicos

diferenciales mediante un analisis jerarquico
6.2.5.1 Recoleccién de material

Se colectaron 27 variedades de 7 estados de la Republica, las cuales se muestran

en el Cuadro 3.

6.2.5.2 Determinacion de caracteristicas fisicoquimicas de las diferentes
variedades en estudio

Para la determinacion del color se utiliz6 un espectrofotometro (CM-2002, Minolta
Co., Ltd, Osaka, Japan) y los resultados se expresaron como L* (luminosidad), a*
(rojo/verde) y b* (amarillo/azul). El equipo se calibré con un plato blanco (L* =
96.67, a* = -0.14, c* = 0.23). Para la medicion de pH se utiliz6 un pHmetro con
electrodo de vidrio (CM-2002, Minolta Co., Ltd, Osaka, Japan). La acidez titulable
se determind por titulacion con hidroxido de sodio 0.1 N hasta pH 8.1 y los
resultados se expresaron como equivalentes de acido malico por g de muestra

Seca.
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Cuadro 3. Relacion de variedades de Jamaica recolectadas en diferentes

localidades de los estados reportados como productores en México.

No. Variedad Localidad Municipio Estado
1 Criolla El Ranchito Ayutla de los Libres Guerrero
2 Negra Zempazulco Ayutla de los Libres Guerrero
3 Cuacoyula Cuacoyula de Iguala de la Independencia | Guerrero

Alvarez
4 Reyna San Jose La Huacana Michoacéan
Cayaco
5 Morada La Huacana La Huacana Michoacan
6 Criolla La Huacana La Huacana Michoacén
7 Negra Piscila Colima Colima
8 Colima Piscila Colima Colima
9 Jalisco Piscila Colima Colima

10 Roja clara | Puerta de Anzar Colima Colima
11 | Tempranilla | Puerta de Anzar Colima Colima
12 | Alma Blanca | Puerta de Anzar Colima Colima
13 Jersey Chlautl_a de Chiautla de Tapia Puebla

Tapia
14 Criolla Chlautl_a de Chiautla de Tapia Puebla
Tapia
15 S van Palma Larga Santa Maria Tonameca Oaxaca
Morada

16 | Sudan Roja Palma Larga Santa Maria Tonameca Oaxaca
17 | Alma Blanca Palma Larga Santa Maria Tonameca Oaxaca
18 Criolla Palma Larga Santa Maria Tonameca Oaxaca
19 | Tempranilla Rio Grande Villa de Tututepec de Oaxaca

Melchor Ocampo
20 Costefna Rio Grande Villa de Tututepec de Oaxaca
Melchor Ocampo
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Cuadro 3. Relacion de variedades de Jamaica recolectadas en diferentes localidades

de los estados reportados como productores en México (continuacion).

No. Variedad Localidad Municipio Estado

21 UAN-8 Rio Grande Villa de Tututepec de Oaxaca
Melchor Ocampo

22 UAN-13 Rio Grande Villa de Tututepec de Oaxaca
Melchor Ocampo

23 UAN-16 Rio Grande Villa de Tututepec ¢ Oaxaca
Melchor Ocampo

24 UAN-29 Rio Grande Villa de TugHREEs: de Oaxaca
Melchor Ocampo

25 Criolla El Venado Ruiz Nayarit

26 Colimeina El Venado Ruiz Nayarit

27 | Cuarenteia Hac'e.”d‘?‘ de Acaponeta Nayarit

Mariquita

6.2.5.3 Cuantificacion de fitoquimicos totales

Se determiné el contenido de fenoles usando el ensayo de Folin-Cioacalteu, y los
resultados se expresaron. como mg equivalentes de acido galico por g de muestra
seca (mg EAG/g MS). El total de antocianinas monoméricas se determind por
medio del método de pH diferencial y los resultados se expresaron como mg
equivalentes de cianidina-3-glucésido por g de muestra seca (mg EC3G /g MS).
Se utiliz6 la metodologia descrita por Araujo et al. (2013) para la determinacién de
fitoesteroles y los resultados se expresaron como mg equivalentes de (3-sitoesterol
por kg de muestra seca (mg EBS/kg MS). Las saponinas totales se cuantificaron
mediante el método descrito por Uematsu et al. (2000) y los resultados se
expresaron como mg equivalentes de acido oleandlico por kg de muestra seca (mg
EAO/kg MS).
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6.2.5.4 Analisis metaboldémico de las diferentes variedades de Jamaica
mediante UPLC-ESI-QTof-MS/MS

Se obtuvieron los extractos de 27 variedades mediante un proceso de decoccion.
Se pesaron 1.5 g de cada variedad y se le colocaron 50 mL de agua destilada, se
llevaron a ebullicion durante 15 min, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y
se centrifugaron a 4 °C, 15000 g, durante 10 min. Los sobrenadantes se utilizaron

para las determinaciones de los perfiles.

Antes de inyectar los extractos al sistema UPLC, 1 mL de cada extracto se filtro
con Econofiltros de la marca Agilent (13 mm x 0.45 pum) y se colocaron en viales
ambar de 2 mL.

Se empled un sistema UPLC con inyeccidén automatica (Waters Class 1) acoplado
a un detector de diodos (PDA eA detector). Se utilizé una columna Acquity UPLC
BEH C18 (2.1 x 100 mm, tamafio de particula 1.7 um)). El equipo se oper6 a
temperatura ambiente con un flujo de 0.4 mL/min. La fase mévil utilizada fue el
solvente A: agua con 0.1 % acido formico y el solvente B: acetonitrilo con 0.1 %
acido férmico. Durante el andlisis, el gradiente programado con relacion A/B fue:
95/5 al tiempo cero, 95/5 alos 2 min, 5/95 a los 22 min, 5/95 a los 25 min, 95/5 a
los 27 min, 95/5 a los 30 min, seguido de un ciclo de 5 min con las condiciones
iniciales para acondicionar para la siguiente inyeccion. El volumen de inyeccion del

extracto fue de 5 pL. Se realizé un barrido de 210 a 600 nm.

Para el analisis de masas se utilizé un sistema de detecciéon Vion IMS QTof
(Waters) acoplado al sistema UPLC mediante interfase ESI, se oper6 tanto en
ionizacion tipo positivo (para detectar antocianinas) como negativo (para detectar
acidos y flavonoides). Las condiciones fueron las siguientes: el rango de blisqueda
para los compuestos de interés, 50-1800 m/z, voltaje de capilar, 2kV, temperatura
del gas de secado, 250 °C, flujo de gas de secado, 13.3 L/min; presion de gas
nebulizador, 30 psi.
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6.2.6. Analisis de datos

Los resultados se reportaron como la media + desviacion y se realizo el analisis de
varianza (ANOVA) con 0=0.05. La comparacién entre los extractos de las
variedades de Jamaica se realiz6 con la prueba de Tukey con la ayuda del paquete
estadistico JMP.

Para el analisis metabolomico de las muestras se utilizaron los softwares
Progenesis y UNIFI ambos de Waters, estos softwares permitieron el manejo,

normalizacion, filtracion e identificacion de los metabolitos.

Para el andlisis de clusters se utilizo el software JMP, mientras que para los analisis

de componentes principales se utilizo el software R.

6.2.7 Confirmaciéon del efecto antiobesogénico de los compuestos
previamente sugeridos en las variedades seleccionadas

6.2.7.1 Administracion de tratamientos

Las ratas sanas se alimentaron con una dieta estandar y para incrementar el peso
corporal e inducir obesidad en las ratas se les aliment6 con una dieta hipercaldrica,
alta en grasa saturada y fructosa, como se mencionoé en la seccién 6.2.3.1.

Los animales se dividieron en 6 grupos: dieta estandar (1), dieta alta en grasa y
fructosa (2), tratamiento con extracto de Jamaica Alma Blanca Oaxaca (3),
tratamiento con extracto de Jamaica jalisco Colima (4), tratamiento con extracto de
Jamaica Cuarentefia Nayarit (5), tratamiento con extracto de Jamaica Criolla
Oaxaca (6). El grupo control sano se alimentd con una dieta estandar (alimento base
molido). El grupo obeso y los cuatro grupos experimentales se alimentaron con dieta
alta en grasa y fructosa. A los grupos con tratamiento se les administraron
diariamente extractos al 3%, mientras que a los grupos control se les administré

agua potable; ambas bebidas se administraron ad libitum.

Cada semana se monitore6 el peso corporal de las ratas y el consumo de alimento.
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6.2.8. Analisis de datos

Como controles se tuvieron dos grupos, uno alimentado con dieta estandar y agua,
el otro control, alimentado con dieta obesogénica y agua, ambos grupos tuvieron la
administracion de comida y bebida ad libitum. Cada rata se consider6 como una
unidad experimental y se cont6 con seis unidades experimentales por tratamiento.
Se realizaron mediciones semanales y se obtuvo como variables respuesta el peso
corporal, el consumo de alimento y energia. Los resultados se reportaron como la
media + error estdndar. Se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) con a=0.05y la
comparaciéon entre todos los tratamientos se realiz6 con la prueba Dunnett y/o
Tukey-Kramer con la ayuda del paquete estadistico JMP. Se utilizé un analisis de
minimos cuadrados parciales para realizar la asociacion del perfil metabolémico de
las variedades de Jamaica con el efecto sobre el peso corporal por medio del
software R.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Evaluacién del perfil de fitogquimico de los extractos de Jamaica

En la caracterizacion fitoquimica de los dos extractos acuso y metanolico de las dos
variedades en estudios, se identificaron tres acidos organicos, cuatro flavonoides,
once &cidos fendlicos y doce antocianinas; la mayoria de éstos han sido reportados
previamente para variedades de Jamaica con tonalidades rojas (Borras-Linares et
al., 2015; Rodriguez-Medina et al., 2009).

Los resultados de la cuantificacidon de compuestos fitoquimicos se muestran en
Cuadro 4. Los compuestos mas abundantes encontrados en los cuatro extractos
son &cido hibiscus (acido orgénico), acidos gélico y cafeico (acidos fendlicos),
epicatequina (flavonoide) y delfinidina 3-sambubidsido (antocianina). Se puede
apreciar también que los extractos tienen diferencias marcadas en sus perfiles
siendo ABA el que presentdé una mayor concentracion de acidos organicos,
principalmente el acido hibiscus encontrandose 3, 62 y 17 veces mas con respecto
a CA, ABM y CM, respectivamente. Por otro lado, ABM tiene mayor concentracion
de flavonoides (catequina, epicatequina y kaempferol) y acidos fendlicos (acidos
galico, cafeico y vanilico).con respecto a los otros tres extractos. También es
importante resaltar que no se encontraron antocianinas en los extractos de Jamaica

Alma Blanca.

Para la mayoria de los compuestos identificados en los extractos se ha reportado
un efecto bioldgico relacionado con la disminucion de obesidad y algunas de sus
complicaciones. Por ejemplo, con respecto a los acidos organicos, al &cido
hidroxicitrico (proveniente de Garcinia cambogia) se le ha atribuido un efecto sobre
la pérdida de peso debido a que inhibe la accion de la enzima citrato liasa,
disminuyendo la sintesis de acidos grasos de novo (Heymsfiel et al., 1998); mientras
que, para el acido hibiscus, Hansawasdi et al. (1999) atribuyeron el efecto de la
pérdida de peso, a la capacidad de este acido de evitar la absorcion de

carbohidratos en el intestino debido a la inhibicion de enzimas como la a-amilasa.
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Con respecto a los acidos fendlicos, se ha reportado que la disminucion del peso
corporal, el peso de tejido adiposo, la disminucion de lipidos en suero y esteatosis
en roedores alimentados con una dieta alta en grasa se relacion6 a la presencia de
los acidos clorogénico, cafeico, galico, cumarico y la rutina (Ae-Sim et al., 2010).
Respecto a las antocianinas contenidas en los extractos de Jamaica se ha reportado
un efecto importante sobre la disminucion de la obesidad y sus complicaciones, y
dicho efecto se atribuy6 a la cianidina y la delfinidina, antocianinas mayoritarias en
Jamaica (Alarcén-Aguilar et al., 2007; Villalpando-Arteaga et al., 2013; Gurrola-Diaz
et al., 2010). Estos resultados sugieren que los extractos acuosos'y metanolicos de
Jamaica Criolla y Alma Blanca, presentan un efecto importante sobre la disminucion
de la obesidad y sus complicaciones.

7.2. Efecto de los extractos sobre el peso corporal, consumo de alimento y
energia en ratas alimentadas con una dieta alta en grasay fructosa

En la Figura 9 se presentan los resultados del peso corporal de las ratas desde el
inicio del experimento. Se puede observar que el control obeso gané mas peso
corporal que el control sano (24.6%). En el caso de los grupos que consumieron los
extractos, las ratas que consumieron extractos acuosos presentaron una mayor
pérdida de peso (8.9 y 11.2 %, ABA y CA, respectivamente) comparado con las
ratas pertenecientes al control obeso.

Los grupos que consumieron los extractos metandlicos de ambas variedades de

Jamaica no presentaron diferencias significativas respecto al control obeso.

En el Cuadro 5 se muestran los datos del monitoreo del consumo de alimento y de
energia. Con respecto al consumo de alimento, existe una diferencia significativa
del grupo sano con respecto al grupo obeso, esto debido a que la dieta administrada
al grupo obeso es hipercaldrica; sin embargo, se puede observar que en cuanto a
la ingesta de calorias estos dos grupos (sano y obeso) no tuvieron diferencias
significativas. Los grupos que consumieron los extractos no presentaron diferencias
significativas con respecto al obeso, se observo un efecto similar fue observado

para el caso de consumo de ingesta de calorias, solamente los que consumieron el
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extracto CA presentaron un menor consumo de calorias comparado con el grupo

control obeso (19%).

Cuadro 4. Cuantificacién de compuestos polifendlicos y acidos organicos de los
extractos acuosos y metandlicos de Jamaica Criolla y Alma Blanca.

Compuesto

Acidos orgéanicos
Hidroxicitrico
Hibiscus

Hibiscus
dimetilado

Acidos fendlicos
Clorogénico
Galico

Cafeico

Vanilico
Protocatecuico
4-hidroxibenzoico
Isovanilico
Ferulico
Sinapico
Cumarico
Elagico
Flavonoides
Kaempferol
Rutina
Catequina
Epicatequina

TR

(min)

1.65
3.31

3.21

2.16
3.08
6.94
7.14
8.31
8.99
9.91
10.92
11.44
16.25
27.87

13.98
23.51
5.23
4.80

Criolla
acuoso

114 +5b
1084 + 21b

373+12b

187 + 5a
142 + 4c
80 +4c
43 +7cC
53+ 2a
28 +1d
13 +1a
18 £ 1b

2+0b
12 + 1c
34 +1c

10 £ 1d
58 +1b
120 + 5¢
112+ 7c

Alma
Blanca
acuoso

133 + 4a
3187 = 40a

1451 + 34a

99 + 5¢
84 +3d
84 + 6¢C
131 +4b
11+ 2c
109 + 4c
8+1b
24+ 3b
50 % 1a
52+ 4b
50 + 4b

46 £ 2b
28 + 0d
137 = 6¢C
341 + 5c

Criolla

metandlico

27+ 1c
51 +1d

34 + 2¢

70+0.3d
902 + 17a
179+ 2b
9+1c
2+0.2d
212 + 4a
11 + 0.4ab
28 £ 1b
4+1b
53+ 1b
35+ 3c

19+0.2c
90 + 3a
392 + 5b

349 £ 12b

Alma
Blanca

Metanolico

27+ 2c
182+12c

47 +5¢c

133+ 11b
648 + 17b
361 + 11a
370 + 24a
35+0.2b
123+ 1b
13+ 2a
51 + 5a
47 + 3a
90 + 4a
75+ 5a

59 +0.2a
44 + 4c
465 + 21a
1213 + 19a

Los datos se expresan como mg/100 g célices secos. TR: tiempo de retencion, G: glucdsido, AG:
acetilglucésido, CG: cumarilglucésido. Los resultados estdn expresados como la media +DS.
Diferentes letras en la misma linea indican diferencias significativas entre extractos por prueba de
Tukey (o= 0.05). LDL: por debajo del limite de deteccién.
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Cuadro 4. Cuantificacion de compuestos polifendlicos y acidos organicos
(continuacién).

Compuesto T.R Criolla B'Al\:ljlrr?(?a C”O',"'?‘ BAI\inrr?fa
(min)  acuoso ACUOSO metanalico Metanélico

Antocianinas

Cianidina-3-G 3.89 903 £+ 5b LDL 1065 + 12a LDL
Delfinidina-3-S 2.72 1559 + 5a LDL 14172+ 7b LDL
Peonidina-3-G 2.30 68 + 4a LDL 36 +4b LDL
Malvidina-3-G 1.81 135+ 4b LDL 182 + ba LDL
Cianidina-3-AG 5.03 18 £ 0b LDL 22+ 0a LDL
Delfinidina-3-AG 4.45 23+ 0a LDL 16 +1b LDL
Peonidina-3-AG 5.23 27 *1a LDL 21+1b LDL
Malvidina-3-AG 6.43 24 + 2a LDL 13+1b LDL
Cianidina-3-CG 7.38 2+0b LDL 7 £ 0a LDL
Delfinidina-3-CG 6.77 23+ 1a LDL 6+ 0b LDL
Peonidina-3-CG 7.99 4 £ Oa LDL 3+0b LDL
Malvidina-3-CG 8.19 5+ O0a LDL 4+1la LDL

Los datos se expresan como mg/100 g célices secos. TR: tiempo de retencion, G: glucésido, AG:
acetilglucésido, CG: cumarilglucosido. Los resultados estan expresados como la media +DS.
Diferentes letras en la misma linea indican diferencias significativas entre extractos por prueba de
Tukey (o= 0.05). LDL: por debajo del limite de deteccion.

Con estos resultados se puede descartar que la disminucion de peso corporal
presentada por las ratas que consumieron el extracto acuoso de Alma Blanca se
deba a una disminucion en el apetito. Con respecto a diferentes estudios realizados
con extractos acuosos de Jamaica de coloracion roja se atribuye la pérdida de peso
corporal a diversos mecanismos de accion como son la disminucion en la
diferenciacion de adipocitos por el decremento en la expresion de factores de
transcripcion como PPARy y C/EBPa. Otro mecanismo de accion propuesto es la
inhibicion de lipogénesis por la inhibicion del factor de transcripcion SREBP-1, el

cual es esencial para la sintesis de enzimas como FAS y ACC, las cuales son
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enzimas importantes en la sintesis de acidos grasos (Kim et al., 2007; Villalpando-
Arteaga et al., 2013).
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Figura 9. Peso corporal de ratas alimentadas con dieta alta en grasa y fructosa,
tratadas con extractos acuosos y metandlicos de Jamaica Criolla y Alma Blanca.

Los resultados se representan como la media + EE. Los asteriscos en los diferentes tiempos
representan diferencias estadisticas contra el control obeso por prueba de Dunnett (a= 0.05)
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Cuadro 5. Consumo de alimento y energia de ratas alimentadas con dieta alta en
grasa y fructosa y tratadas con extractos de Jamaica.

Consumo de alimento | Consumo de energia

(g/dia/rata) (kcal/dia/rata)
Sanas 25.9 £ 0.6a* 106.3 = 2.1ab
Obesas 18.0 + 0.6bc 107.1 £ 5.4ab
Criolla acuoso 16.7 + 0.8c 87.8 £ 4.4b*
Alma Blanca acuoso 18.6 + 1.0bc 97.2+ 3.4ab
Criolla metandlico 18.3 £ 1.0bc 959+55ab
Alma Blanca metandlico 20.5+0.9b 107.8 £5.3a

Los resultados se expresan como la media + EE. Los resultados se analizaron estadisticamente con
ANOVA. *a=0.05 comparado contra el grupo obeso (Dunnett). Las diferentes letras indican
diferencias entre grupos (Tukey-Kramer)

7.3. Grado de hiperplasia en tejido adiposo

Durante la obesidad se aumenta el tamafio y el nimero de las células grasas
(adipocitos), cada célula grasa pesa de 0.4 a 0.6 pg (Hernan-Daza, 2002). La
funcioén principal de estas células es el almacenamiento de triglicéridos (Guilherme
et al., 2008). Cuando existe una pérdida de peso corporal, se presenta una
reduccion en el tamafio de estas células producto de la disminucién del contenido

de triglicéridos (Hernan-Daza, 2002).

En este trabajo se realizé la evaluacion del efecto del consumo de los extractos
sobre el tamafio de los adipocitos de ratas con obesidad inducida con dieta alta y
fructosa mediante andlisis histopatologico y con apoyo del software Zen 2.3 (ZEIZZ)
se obtuvo el promedio del diametro de los adipocitos. Los resultados obtenidos a
partir de las micrografias muestran una diferencia estadistica entre los diametros de
los adipocitos de los grupos control, siendo los adipocitos de las ratas sanas los que
menor diametro presentaron. Con respecto a los grupos que consumieron los
extractos de Jamaica se puede observar que el consumo de CA y ABA disminuyo
el diametro de los adipocitos comparados con los del control obeso, siendo

estadisticamente iguales a los del control sano. Por otro lado, el consumo de ABM
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aumento el diametro de adipocitos aun mas que los del grupo obeso (Figura 10 y

Cuadro 6). Una disminucién de triglicéridos en adipocitos se ve reflejado en el

tamafio de éstos, por lo que se puede sugerir que el consumo de CA y ABA

promueve un menor almacenamiento o una lipdlisis en el tejido adiposo. El efecto

observado en el diametro de adipocitos de las ratas que consumieron ABM podria

estar relacionado a pesticidas, como los organofosforados, los cuales se pueden

extraer con metanol y estos fueron detectados en esta variedad. Se ha reportado

gue dichos pesticidas influyen en el desarrollo de obesidad (Czajka et al., 2019).

el

v

Figura 10. Micrografias de adipocitos tefiidos con H&E de A: control sano, B:
control obeso, C: extracto acuoso de Jamaica Criolla, D: extracto acuoso de

Jamaica Alma Blanca, E: extracto metandlico de Jamaica Criolla 'y F: extracto

metanolico de Jamaica Alma Blanca.
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Cuadro 6. Diametro de los adipocitos en ratas alimentadas con dieta alta en grasa
y fructosa y tratadas con extractos de Jamaica.

Tratamientos Diametro de adipocitos (um)
Sana 22.3+0.9c*
Obesa 29.1+1.3b
Criolla acuoso 22.7 + 0.8c*
Alma Blanca acuoso 22.6 + 1.3c*
Criolla metanolico 29.0+1.0b
Alma Blanca metandlico 34.2 +0.7a*

Los resultados se expresan como la media + EE. Los resultados se analizaron estadisticamente con
ANOVA. * a=0.05 comparado contra el grupo obeso (Dunnett), Las diferentes letras indican
diferencias entre grupos (Tukey-Kramer)

7.4. Contenido de triglicéridos en higado.

En las células adiposas se almacenan los acidos grasos libres provenientes del
torrente sanguineo, principalmente de triglicéridos circulantes. Esta capacidad de
absorber el flujo de acidos grasos libres de la circulacion al tejido adiposo protege a
otros tejidos del flujo excesivo de acidos grasos libres; sin embargo, cuando hay un
exceso, estos lipidos se transportan a otros Organos, principalmente al higado
(McCullough, 2004). Al higado pueden llegar &cidos grasos provenientes del tejido
adiposo, transportandose unidos albumina o pueden provenir directamente de la

dieta en forma de quilomicrones.

Por su parte, los hepatocitos llevan a cabo la sintesis de triglicéridos y los secretan
como lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, por sus siglas en inglés). El
exceso de &cidos grasos libres en el higado tiene un papel primordial en la elevada
secrecion de VLDL que lleva a hipertrigliceridemia y a dislipidemias asociadas al

desarrollo de higado graso no alcohdlico (Luyckx et al., 2000).

Se evalu6 el contenido de triglicéridos en higado con el objetivo de determinar el
efecto de los extractos sobre el almacenamiento de éstos, ya sea por los
provenientes del tejido adiposo o bien por la sintesis de novo. Los resultados de la

cuantificacion del contenido de triglicéridos en tejido hepatico de ratas alimentadas
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con dieta alta en grasa y fructosa y tratadas con extractos de Jamaica se presentan
en la Cuadro 7. Se puede observar que el contenido de triglicéridos en higados de
las ratas que consumieron los extractos son estadisticamente menores comparados
con el control obeso, y este efecto fue mas significativo para el consumo de CA'y
ABA, los cuales presentaron una concentracién similar a la encontrada para el
control sano. Es posible que este resultado se deba a una menor sintesis de novo

de lipidos en este 6rgano o bien que se estén metabolizando en 3-oxidacion.

El efecto encontrado en este estudio es similar al reportado por Huang et al. (2015),
quienes trabajaron con hamsteres alimentados con dieta alta en grasa saturada y
tratados con extracto acuoso de Jamaica y encontraron una menor sintesis de novo
de triglicéridos en higado, atribuyendo esto a las antocianinas las cuales ademas
disminuyen la absorcion de lipidos en el intestino (Crosignani et al., 2011).

Cuadro 7. Concentracion de triglicéridos en higado de ratas alimentadas con dieta
alta en grasa y fructosa y tratadas con extractos de Jamaica.

Tratamientos Triglic(:rig?;feﬁg:)igado
Sana 16.8 + 1.1d*
Obesa 413+ 1.4a
Criolla acuoso 18.1 + 0.6d*
Alma Blanca acuoso 20.7 + 1.6¢cd*
Criolla metandlico 25.8 + 1.4bc*
Alma Blanca metandlico 30.1 + 0.7b*

Los resultados se expresan como la media + EE. Los resultados fueron analizados estadisticamente
con ANOVA. *a=0.05 comparado contra el grupo obeso (Dunnett). Las diferentes letras indican
diferencias entre grupos (Tukey-Kramer).

7.5. Efecto del consumo de extractos de Jamaica sobre complicaciones de la
obesidad

La hipertrigliceridemia es una de las complicaciones mas comunes de la obesidad

y se caracteriza por una concentracion de triglicéridos en suero mayor a 150 mg/dL
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(Stern et al.,, 2014). Esta condicion esta estrechamente relacionada con la
resistencia a la insulina, algunos estudios han demostrado que pacientes con
hipertrigliceridemia fueron diagnosticados con resistencia a la insulina en tejido
adiposo, dichos pacientes presentaban una elevada concentracion de acidos grasos
no esterificados en suero independientemente del contenido de grasa abdominal
(Kissebah et al., 1976; Steiner, 1994; Després, 1998).

Los resultados obtenidos en este estudio (Cuadro 8) muestran-que, si bien la
concentracion de triglicéridos en suero de las ratas obesas no esta por encima del
limite para diagnosticar hipertrigliceridemia, si existe una diferencia estadistica
significativa con respecto a las ratas sanas, siendo hasta un 38% mas alta esta
concentracion en las ratas obesas. Con respecto-a los grupos que consumieron los
extractos de Jamaica, las ratas que consumieron ABA presentaron una disminucion
en la concentracion de triglicéridos en suero del 11% comparada con las del grupo
obeso, mientras que el consumo de ABM presentd un incremento importante de
este lipido siendo superior al limite de 150 mg/dL, este fue un resultado no esperado
y se asocia a los compuestos anteriormente mencionados, los pesticidas. Los
compuestos organofosforados tienen efectos en el metabolismo de las lipoproteinas
(Kutty et al., 1973); esto debido a que inhiben la actividad enzimatica de la
lipoprotein lipasa, incrementando los niveles de VLDL y LDL en sueroy, por lo tanto,

los niveles de triglicéridos (Kozlowska et al., 1988).

Gurrola-Diaz et al. (2009), realizaron un estudio clinico en el cual se evalu6 el perfil
lipidico en pacientes sanos y con sindrome metabdlico a quienes se les administro
extracto de Jamaica en polvo, encontrando que estos tratamientos disminuyeron las
concentraciones de varios parametros, entre ellos triglicéridos en suero, este
estudio atribuye este efecto al contenido de antocianinas presente en el extracto.
Por otro lado, en un estudio en ratas hiperlipidémicas se encontré6 que la
administracion de extracto etandlico de Jamaica disminuye la concentracion de
triglicéridos en suero debido a la disminucion de sintesis de novo, derivada de una

menor absorcion de carbohidratos en el intestino, efecto atribuido al acido hibiscus,
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el cual inhibe la actividad de a-amilasa pancreatica y a-glucosidasa en el intestino
delgado (Gosain et al., 2010).

La determinacion de glucosa en estado de ayuno se emplea como un indicador del
equilibrio que tienen los animales entre la produccion de glucosa por el higado y la
utilizacién de glucosa por el musculo y el tejido adiposo (Barros et al., 2007). Al
evaluar la concentracion de glucosa en suero se pudo observar una diferencia
significativa entre los grupos controles, el grupo obeso es el que presentd la
concentracion mas alta, hasta en un 83%; mientras que, todos los tratamientos
tuvieron un decremento importante con respecto al control obeso, con valores
similares al grupo control sano, mostrando el efecto mas importante el grupo tratado

con el extracto acuoso de Jamaica Alma Blanca (Cuadro 8).

El beneficio hipoglucémico observado por el consumo de CA y ABA podria
asociarse al contenido de acido hidroxicitrico; si bien, su mecanismo de accion no
se ha elucidado, se atribuye este efecto a que mejora la resistencia a la insulina en
pacientes obesos, por lo tanto, permite una mayor internalizacién de glucosa a los

tejidos para ser metabolizada (Clouatre & Dunn, 2002).

Una consecuencia del consumo de una dieta alta en grasa y fructosa es la
resistencia a la insulina que induce una hiperinsulinemia compensatoria (Elliott et
al., 2002). Esto explica el hecho de que los animales alimentados con la dieta alta
en grasa y fructosa presentaran mayores concentraciones séricas de esta hormona
en comparacion con el grupo sano (66%). Los grupos que consumieron CA y CM
presentaron decrementos significativos en la concentracion de esta hormona,
siendo el efecto més importante el obtenido por el consumo de CM, el cual presento

valores menores al grupo sano (Cuadro 7).

El indice HOMA es una medida de la resistencia a insulina y se calcula a partir de
los valores de insulina y glucosa, con respecto a los grupos controles el indice
HOMA del grupo obeso es 2.7 veces mayor que el grupo sano, mientras que todos
los grupos que consumieron los extractos de Jamaica mostraron una disminucion

de este parametro siendo similar al grupo sano. Este efecto puede atribuirse a la
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proteccion de las células B del pancreas y la inhibicion de la actividad de a-

glucosidasa, dada principalmente por las antocianinas (Matsui et al., 2001).

Cuadro 8. Concentracion de triglicéridos y valores de HOMA de ratas alimentadas
con dieta alta en grasa y fructosa y tratadas con extractos de Jamaica.

Triglicéridos Glucosa Insulina
(mg/dL) (mg/dL) (ng/ul) OMA
Sanas 83.8+ 3.6¢* | 111.3+6.8bc* | 1.2 £ 0.09bc* | 7.7 £ 1.5bc*
Obesas 135.8 £ 6.9b 204.0 £ 6.7a 2.0 £ 0.09a 20.9+ 1.8a
Criolla acuoso 120.6 £+ 4.1b 119.4 + 6.4b* 1.2 +0.1cd* | 9.6 + 1.1bc*
Alma Blanca acuoso 100.9 + 6.1c* 84.2 + 5.8¢* 1.8 £ 0.09a 9.1 + .8bc*
Criolla metanélico 120.4 +6.1b | 103.6 + 6.5bc* 0.7 £ 0.1d* 5.4+ 1.4c*
Alma Blanca metandlico 154.7+7.2a* | 98.4+6.9bc* | 1.6 £0.09ab* | 11.4 + 1.1b*

Los resultados se expresan como la media + EE. Los resultados fueron analizados estadisticamente
con ANOVA. *a=0.05 comparado contra el grupo obeso (Dunnett). Las diferentes letras indican
diferencias entre grupos (Tukey-Kramer).

7.6. Asociacion del perfil fitoquimico de los extractos de Jamaica con el efecto
obtenido sobre la pérdida de peso y complicaciones de la obesidad en ratas
tratadas

De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio in vivo se observa que CA'y
ABA son los extractos que presentan mejores efectos, seguidos por CM, ya que
ABA y CA muestran un comportamiento similar al grupo sano (Figura 11A). En la
Figura. 11B se incluyen los graficos que representan el perfil de compuestos

fitoquimicos de los extractos.

Se realiz6 un analisis de minimos cuadrados parciales para determinar la asociacién
entre el perfil de compuestos de todos los extractos con las variables respuesta
obtenidas en el estudio in vivo (Figura 12). Si el eje de las X muestra numeros
negativos (a la derecha de la linea azul), la variable respuesta tiene una
disminucién; mientras que, los nimeros positivos (a la izquierda de la linea azul)
indican un aumento. Por otro lado, en el eje de las Y se muestra el limite de corte,

los valores por arriba de la linea roja determinan un efecto significativo y por debajo
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de ésta, no existe efecto. Por lo tanto, todos los compuestos que se muestren en el
cuadrante superior izquierdo, sombreado en verde, son los que presentan un efecto

benéfico y significativo para este estudio.

A
A /;)Q..@@ @
‘90,94_ Sanas
® ), °.

()
O %é, % e ue;o Obesas
. n?e{ ‘ﬂe %
ad;poe#o;?’qe kﬁ\g‘
Peso corporal
o (9) Criolla acuoso Criolla metanolico
92 4\
e\\l‘;g «@9° Hor,
Sue S AR
@ 0\@
§
NS
L
& Alma Blanca Alma Blanca
acuoso metanélico

/

Ac. hidroxicitrico

Ma"\f’fdfna. 3cg Criolla acuoso Criolla metandlico

Alma Blanca acuoso

Alma Blanca metandlico

Figura 11. A) Efecto de los extractos sobre diferentes parametros en ratas
alimentadas con dieta alta en grasa y fructosa y tratadas con extractos de Jamaica,
B) Perfil fitoquimico de los extractos de Jamaica Criolla y Alma Blanca.
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Figura 12. Gréfico descriptivo de la interpretacion de un andlisis de minimos
cuadrados parciales.

En este andlisis se obtuvo un comportamiento similar de los componentes de los
extractos con respecto al peso corporal (g), triglicéridos en higado (mg/dL),
triglicéridos en suero (mg/dL) y diametro promedio de adipocitos (um). Se puede
apreciar en la Figura 13, que el efecto sobre la disminucion de las variables
respuesta indicadas anteriormente se puede atribuir al contenido de &cidos
organicos presentes en los extractos, los cuales estan presentes en CA y ABA, asi
mismo se observé un efecto de las antocianinas y estos compuestos estan

presentes solo en la variedad Criolla.

Villalpando-Arteaga et al. (2013) realizaron estudios con ratones alimentados con
una dieta alta en grasa, a éstos se les administr6 via intragastrica un extracto de
Hibiscus, equivalentes a 33 mg de antocianinas totales por kg de peso corporal tres
veces por semana durante 8 semanas. Esto redujo la ganancia de peso corporal en
un 43 %, la acumulacion de tejido graso y normalizo el indice glucémico, asi como
el colesterol HDL, LDL y VLDL, en ratones obesos inducidos con dieta. Se relacion6

el consumo del extracto con una disminucién en la expresion de los factores de
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transcripcion SREBP-1c y PPARy que participan en la determinacion y
diferenciacion de los adipocitos, este efecto se atribuyo a la presencia de cianidina-

3-sambubidsido y delfinidina-3-sambubiosido.

Se han realizado estudios en donde se evaluo el efecto del consumo de extracto de
Jamaica a dosis 5, 10 y 15 g de extracto/100 g de alimento en ratas alimentadas
con dieta alta en grasas, encontrandose que estos disminuyeron hasta en un 87 %
la ganancia de peso corporal. También se reportd que el extracto etandlico de
Jamaica disminuye la absorcion e incrementa la excrecion de grasas efecto que se
le atribuy6 a la disminucién en la absorcién de carbohidratos mediante la inhibicion
de la actividad de amilasa pancreética, efecto atribuido-al contenido de &cido
hibiscus (Carvajal-Zarrabal et al., 2005, 2009). El-&cide hidroxicitrico es un inhibidor
competitivo potente de ATP-citrato liasa (Sullivan, 1977), la cual es una enzima que
cataliza la conversién de citrato a acetil CoA en el citoplasma de las células. Se ha
reportado que la accion del &cido hidroxicitrico obtenido de Garcinia cambogia
disminuye la sintesis de &cidos grasos'y colesterol en higado de ratas obesas
(Berkhout et al., 1990; Lowenstein, 1971; Sullivan. et al., 1972).

Por otro lado, Hayamizu et al. (2003) realizaron estudios en sujetos con sobrepeso,
sin antecedentes de diabetes, problemas cardiacos, hipertension, entre otros
padecimientos, a los cuales se les administré6 durante 12 semanas una dosis de
1000 mg de acido hidroxicitrico al dia, proveniente de Garcinia cambogia. Se
observé un decremento entre el 10 y 15% en el contenido total de grasa y una
disminucién de peso corporal e IMC; ademas, no se observaron efectos adversos

por-su consumo subcronico.
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Figura 13. Analisis de minimos cuadrados parciales para: epeso corporal (g),
striglicéridos en higado (mg/dL), Atriglicéridos en suero (mg/dL) y mdiametro
promedio de adipocitos (um). Los acidos organicos estan representados en color
azul, las antocianinas en rojo, los acidos fendélicos en verde y los flavonoides en

naranja. Del lado derecho se muestran los metabolitos importantes. *No significativos
para triglicéridos en suero y didmetro de adipocitos

La Figura 14 muestra el efecto de los componentes sobre la concentracion de
glucosa en suero (mg/dL) en donde el andlisis indica que el efecto sobre su
disminucién se puede atribuir al contenido de &cidos organicos, seis acidos fendlicos
(acidos sinapico, vanilico, cafeico, ferulico, elagico y cumarico) y dos flavonoides
(epicatequina y kaempferol) presentes en los extractos, principalmente en ABA y
ABM. Por otra parte, se obtuvo un comportamiento similar de los componentes de
los extractos en la concentracion de insulina e indice HOMA, el cual se muestra en
la-Figura 15. De acuerdo al analisis se observa que el efecto sobre la disminucién
de estas variables respuesta se atribuye al contenido de cuatro acidos fendlicos
(acidos galico, cafeico, ferulico e isovanilico), dos flavonoides (catequina y rutina) y
las doce antocianinas identificadas en los extractos, los cuales estan presentes

principalmente en CM y ABM, siendo mas importante el efecto de CM.
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No existen estudios que demuestren el efecto hipoglucémico, asi como el efecto
sobre la resistencia a la insulina de flavonoides y acidos fendlicos provenientes de
Jamaica; sin embargo, estudios de otros frutos y plantas indican que los flavonoides
y los acidos fendlicos tienen un efecto importante sobre la disminucion de glucosa
en sangre y resistencia a insulina, como es el caso del kaempferol (de Sousa etal.,
2004), la catequina (Valsa et al., 1997), la quercetina y la luteolina (Matsui et al.,
2001), el &cido ferdlico (Ohnishi et al., 2004), el 4cido protocatecuico (Harini &
Pugalendi, 2010), entre otros, con mecanismos de accién variados.que van desde
la disminucién en la absorcion intestinal de carbohidratos hasta la mejora en la
cascada de sefalizacion de la insulina (lwai, 2008). A las antocianinas se les
atribuye también un efecto hipoglucémico, regulado por diversos mecanismos de
accién como son la proteccion de las células 3-del pancreas y la inhibicion de la

actividad de a-glucosidasa (Matsui et al., 2001).
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Figura 14. Efecto de los componentes de los extractos sobre la concentracion de
glucosa en suero (mg /dL). Los acidos organicos estan representados en color azul,
las antocianinas en rojo, los acidos fendlicos en verde y los flavonoides en naranja.
Del lado derecho se muestran los metabolitos importantes.
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Figura 15. Efecto de los componentes de los extractos sobre la concentracion de:
e insulina (ng/uL) e Aindice HOMA. Los &cidos organicos estan representados en
color azul, las antocianinas en rojo, los acidos fenglicos en verde y los flavonoides
en naranja. Del lado derecho se muestran los metabolitos importantes.

Una vez concluida la primera etapa se determiné que el efecto antiobesogénico esta
asociado a &cidos organicos principalmente y antocianinas, mientras que Rl se
asoci6 a acidos fendlicos y flavonoides. Para comprobar esta asociacion, se decidié
evaluar diferentes variedades de Jamaica que por su tonalidad pueden presentar

perfiles diferenciales de los compuestos previamente mencionados.

7.7 Seleccion de diferentes variedades con potencial antiobesogénico con

base en su perfil metabolémico
7.7.1 Caracterizacion fisicoquimica de las 27 diferentes variedades de Jamaica
7.7.1.1 Color

Los efectos de la variacion en los pardmetros de color dependiendo de la variedad
de Jamaica se muestran en el Cuadro 9. Los valores de L* fueron
significativamente mas bajos (color mas obscuro) en las variedades Sudan roja
(Oax), Morada (Mich), Costefia (Oax), Reyna (Mich), Cuarentefia (Nay), Negra
(Gro), UNA-29 (Oax), Sudan morada (Oax), Jersey (Pue), Negra/Morada (Col) y
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Cuacoyula (Gro), con un promedio de 41.36 + 2.06, seguidas de las variedades
Roja clara (Col), Criolla (Mich), Criolla (Pue), UNA-13 (Oax), Criolla (Gro), Colima
(Col), Criolla (Oax) y Tempranilla (Col), (49.65 = 1.75), Criolla (Nay), Colimeia
(Nay), Jalisco (Col), Tempranilla (Oax), UAN-16 (Oax)y UAN-8(Oax), (56.27 *
1.47) y el valor de luminosidad mas alto (color mas claro) lo presentaron las
variedades Alma Blanca (64.23 -67.99). Con respecto a los valores de a*, que
indican la tendencia de rojo a verde, la variedad Criolla (Mich) presenté el valor
mas alto (29.75 + 0.01); mientras que, las variedades con valores mas bajos son
Alma Blanca y UAN-29, con 7.03y 17.54 + 0.03, respectivamente. De acuerdo con
los valores de b*, la variedad de Jamaica que presenta una mayor tonalidad
amarilla es Alma Blanca (21.19 £ 0.01) y las que presentan una mayor tonalidad
azul son las variedades Reyna (3.16 £ 0.02) y Jersey (3.85 + 0.01).

Con base en los parametros de luminosidad y su parametro a*, se agruparon las

Jamaicas, quedando de la siguiente manera:
BLANCAS (W): Alma Blanca (Oax) y Alma Blanca (Col)

ROSAS (P): Criolla (Nay), Colimefia (Nay), Jalisco (Col), Tempranilla (Oax), UAN-
16 (Oax)y UAN-8(Oax)

ROJAS (R): Roja clara (Col), Criolla (Mich), Criolla (Pue), UNA-13 (Oax), Criolla
(Gro), Colima (Col), Criolla (Oax) y Tempranilla (Col)

NEGRAS/MORADAS (PP): Sudan roja (Oax), Morada (Mich), Costefia (Oax),
Reyna (Mich), Cuarentefia (Nay), Negra (Gro), UNA-29 (Oax), Sudan morada
(Oax), Jersey (Pue), Negra/Morada (Col) y Cuacoyula (Gro)
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Cuadro 9. Parametros de color de diferentes variedades de Jamaica

No. VARIEDAD L* a* b* h° C*

1 Criolla (Gro) 50.18 =+ 0.02 26.07 + 0.02| 5.86 + 0.02|12.67 = 0.05( 26.72 + 0.01
2 Negra (Gro) 39.67 =+ 0.03 23.65 + 0.03| 4.64 =+ 0.04(11.10 =+ 0.09( 24.10 = 0.04
3 Cuacoyula (Gro) 41.10 + 0.01| 2547 = 0.02 4.51 + 0.05[10.04 + 0.11| 25.86 + 0.02
4 Reyna (Mich) 43.52 + 0.02| 27.22 + 0.00( 3.91 + 0.04| 8.18 + 0.08| 27.50 = 0.00
5 Morada (Mich) 40.38 + 0.02| 21.90 = 0.02 5.88 = 0.02|15.04 + 0.04| 22.68 = 0.02
6 Criolla (Mich) 48.64 + 0.01| 29.75 = 0.01| 6.61 + 0.01|12.53 + 0.02| 30.47 = 0.01
7 Negra (Col) 40.83 + 0.01| 25.01 + 0.03| 4.18 = 0.01| 9.49 + 0.02| 25.35 = 0.03
8 Colima (Col) 51.11 + 0.01| 23.82 + 0.01| 6.81 + 0.00(15.95 = 0.01| 24.77 = 0.01
9 Jalisco (Col) 56.52 + 0.01| 18.93 + 0.02| 8.61 + 0.03(24.45 + 0.10( 20.80 = 0.01
10 |Roja Clara (Col) 52.56 + 0.01| 28.06 + 0.01| 5.50 + 0.01|11.08 + 0.01| 28.59 * 0.01
11 | Tempranilla (Col) 4783 + 0.01| 23.63 = 0.03| 6.06 =+ 0.02(14.38 + 0.05| 24.39 = 0.03
12 | Alma Blanca (Col) 64.23 + 0.02 6.81 £ 0.01|22.46 =+ 0.02(73.14 =+ 0.03| 23.47 = 0.02
13 |Jersey (Pue) 4250 + 0.01| 22.13 + 0.04 3.85 = 0.01| 9.86 + 0.05| 22.46 + 0.04
14 | Criolla (Pue) 4754 + 0.01| 28.55 + 0.01| 6.79 =+ 0.03|13.38 + 0.06( 29.35 = 0.02
15 |Sudan Morada (Oax) [39.79 = 0.01| 25.28 + 0.02| 5.21 + 0.03|11.65 + 0.08 25.81 = 0.02
16 [Sudan Roja (Oax) 4522 + 0.02| 2740 = 0.03 4.61 + 0.01| 9.55 + 0.02| 27.79 = 0.02
17 | Alma Blanca (Oax) 67.99 + 0.00 7.03 £ 0.00{21.19 + 0.01|71.65 + 0.01| 2232 + 0.01
18 |Criolla (Oax) 49.49 + 0.01| 28.36 + 0.01| 6.76 = 0.03|13.41 + 0.05( 29.15 = 0.01
19 | Tempranilla (Oax) 54.65 £ 0.01( 20.38 + 0.01| 7.69 + 0.01(20.66 =+ 0.03| 21.78 + 0.01
20 |Costeiia (Oax) 39.85 £ 0.01| 2491 + 0.03| 4.98 = 0.02(11.32 =+ 0.04| 25.40 = 0.04
21 |UAN-8 (Oax) 5424 £ 0.00|] 18.95 + 0.01| 6.01 + 0.01|17.61 + 0.03 19.88 = 0.02
22 |UAN-13 (Oax) 47.76 + 0.00| 23.95 + 0.03 4.65 = 0.03(10.99 + 0.05| 24.40 = 0.03
23 | UAN-16 (Oax) 5594 + 0.01( 20.33 + 0.01| 6.58 + 0.01(17.95 + 0.03| 21.37 = 0.01
24 | UAN-29 (Oax) 38.13 £ 0.03| 17.54 + 0.03| 460 + 0.01|14.68 + 0.01( 18.14 = 0.03
25 |Criolla (Nay) 58.75 + 0.01| 20.11 + 0.01| 7.70 £ 0.03|20.94 + 0.06( 21.54 = 0.01
26 | Colimefia (Nay) 57.49 + 0.01 21.69 + 0.01| 7.62 + 0.02(19.36 =+ 0.06( 22.99 * 0.01
27 | Cuarentefia (Nay) 41.39 + 0.02| 28.01 + 0.05( 4.64 + 0.00f 9.41 + 0.02| 28.40 + 0.05

Los datos se muestran como la media = desviacion estandar de tres mediciones del parametro.
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7.7.1.2 pHy acidez titulable

Los valores de pH y acidez titulable se muestran en el Cuadro 10. Todas las
variedades presentaron un pH &cido, siendo las variedades Criolla (Nay), Colimefia
(Nay) y Cuarentefia (Nay) las que presentaron los valores mas bajos (1.96-1.99);
mientras que, las variedades UAN-16 (Oax) y UAN-29 (Oax) son las que
presentaron un pH mas alto con valores de 2.86 + 0.07 y 2.95 + 0.02,
respectivamente. Los resultados obtenidos en la determinacion de-acidez titulable
mostraron que la variedad Criolla y UAN-29, ambas de Oaxaca, son las que
presentaron mayor y menor contenido de mg equivalentes de acido malico por g de
materia seca (235.5+ 1.9y 124.0 + 2.3), respectivamente. Los resultados de acidez
titulable estan relacionados con la determinacion de pH ya que ésta es una medida
indirecta del contenido de &cidos organicos presentes. Los datos obtenidos en las
cuantificaciones son similares a los reportados por otros autores con un rango de
pH de 2 a 3 y valores minimos de acidez de 20 mg EAM/g muestra seca (Chumsri
& Itharat, 2008; Prenesti et al., 2007; Wong et al., 2002).
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Cuadro 10. Valores de pH y acidez titulable de las diferentes variedades de

Jamaica.

Acidez titulable (mg

VARIEDAD pH EAM/g)

Alma Blanca (Oax, W) 2.47 £ 0.08defgh 186.37 + 1.34fgh
Alma Blanca (Col, W) 1.74 + 0.0lo 191.51 + 7.04efg
Criolla (Nay, P) 1.99 + 0.02mn 199.11 + 5.49def
Colimefia (Nay, P) 1.96 + 0.02no 213.19 + 2.92bcd
Jalisco (Col, P) 2.60 % 0.0lcdef 166.48 + 6.37ij
Tempranilla (Oax, P) 2.70 = 0.04bcde 151.73 '+ 3.87jkim
UAN-16 (Oax, P) 2.86 + 0.07ab 131.85 + 5.42no
UAN-8 (Oax, P) 2.82 + 0.03abc 134.75 + 4.08mno
Roja Clara (Col, R) 2.37 £ 0.08fghij 199.11 + 5.96def
Criolla (Mich, R) 2.21 + 0.02ijklm 22525 = 3.55
Criolla (Pue, R) 2.23 + 0.20hijkl 222.35 = 2.71abc
UAN-13 (Oax, R) 2.67 + 0.05bcde 141.23 £+ 6.23Imno
Criolla (Gro, R) 2.39 £ 0.06fghij 188.16 + 6.75fgh
Colima (Col, R) 2.31 £ 0.05ghijk 203.13 £ 3.73cdef
Criolla (Oax, R) 2.17 £+ 0.06jklmn 23553 =+ 1.94
Tempranilla (Col, R) 2.45 + 0.08efghi 169.61 + 5.32hij
Sudéan roja (Oax, PP) 2.65 + 0.03bcde 154.86 + 3.55jkl
Morada (Mich, PP) 2.67 £ 0.09bcde 190.62 + 6.05efg
Costefia (Oax, PP) 2.41 + 0.19fghij 152.18 £+ 3.07jklm
Reyna (Mich, PP) 2,55 + 0.02defg 177.21 + 6.08ghi
Cuarentena(Nay, PP) 2.00 = 0.02Imn 191.06 + 2.42efg
Negra (Gro, PP) 2.36 £ 0.04fghil 209.39 £ 6.01bcde
UAN-29 (Oax, PP) 295 + 0.02a 124.02 + 2.320
Sudan morada (Oax, PP) | 2.66 * 0.07bcde 17453 + 7.04ghi
Jersey (Pue, PP) 2.71 £+ 0.14abcd 164.92 + 5.32ijk
Negra (Col, PP) 2.48 + 0.04defg 170.95 + 4.69hijj
Cuacoyula (Gro, PP) 2.09 = 0.04klmn 158.88 + 12.84ijkl

Los valores se muestran como la media + desviacion estandar de tres repeticiones de la medicion.
Los resultados fueron analizados estadisticamente con ANOVA. *a=0.05. Las diferentes letras

indican diferencias entre grupos (Tukey-Kramer). W: blanca, P: rosa, R: roja, PP: morada.
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7.7.2. Cuantificacion de compuestos fitoquimicos totales

En cuanto al contenido de fenoles totales, las variedades que presentaron mayor
contenido de estos compuestos son aquellas que estan clasificadas en el grupo de
las variedades Negras/Moradas. Con respecto a las variedades Blancas, éstas
tienen un contenido de fenoles totales similar al de las variedades clasificadas como
Rojas (Figura 16). El contenido de antocianinas (Figura 17) varia dependiendo de
la tonalidad de los célices, las que presentan menores contenidos son las
variedades agrupadas en tonos blancos y rosas; mientras que, los contenidos mas
altos estan asociados con variedades de tonalidades moradas o negras; esto era
de esperarse ya que las antocianinas son aquellos compuestos que confieren el
color a las flores y frutos. Por otro lado, en cuanto-al.contenido de saponinas (Figura
18), la mayor concentracion se encuentra en la variedad UAN-29 (Oax) y en la
misma clasificacién (Negras/Moradas) se encuentra Cuarentefia (Nay) que es una
de las variedades con un menor contenido de estos compuestos. De manera
general, se observa que las negras/moradas son las que presentan mayor cantidad
de estos compuestos, seguida de las rojas, rosas y la Alma Blanca (Col) con la
menor concentracion. En cuanto al contenido de fitoesteroles (Figura 19), se puede
apreciar que la mayoria de las variedades tienen un valor muy bajo de estos
compuestos, observandose a las variedades Criolla (Nay), Cuarentefia (Nay) y Alma
Blanca (Col), como-aquellas que presentaron estos compuestos por debajo del
limite de deteccién; mientras que, el mayor contenido se observé en las variedades
Sudan morada (Oax) y Morada (Mich) con 0.51 £+ 0.08 mgy 0.48 £ 0.02 ug EBS /g
MS. El contenido de fitoesteroles en extractos de calices de Jamaica no se habia
reportado previamente, debido a que estos son componentes principalmente de las
semillas como se ha reportado por otros autores previamente, en donde se han
obtenido concentraciones de entre el 2.5 al 3.5% de la composicion del aceite de

semilla de Jamaica (Atta & Imaizumi, 2002; Mohamed et al., 2007).
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Figura 17. Contenido de antocianinas totales en diferentes variedades de Jamaica clasificadas en base a su

coloracion.

0.05. Las diferentes letras

Los resultados se expresan como la media + DE. Los resultados se analizaron estadisticamente con ANOVA. *a

indican diferencias entre grupos (Tukey-Kramer)
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coloracion.

0.05. Las diferentes letras

Los resultados se expresan como la media + DE. Los resultados se analizaron estadisticamente con ANOVA. *a

indican diferencias entre grupos (Tukey-Kramer)
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Los resultados se expresan como la media + DE. Los resultados se analizaron estadisticamente con ANOVA. *a=0.05. Las diferentes letras
indican diferencias entre grupos (Tukey-Kramer)
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7.7.3 Analisis metabolémico de las diferentes variedades de Jamaica mediante
UPLC-ESI-QTOF-MS-MS

Una vez obtenidos los contenidos totales de los fitoquimicos se procedi6 a realizar
un analisis metabolémico de las diferentes variedades por medio de UPLC-MS-
MS, se identificaron y cuantificaron algunos compuestos, de los cuales en estudios
previos, se determind su relacion estadistica con beneficios a la salud como
disminucién en la ganancia de peso corporal, disminucidon en'los niveles de
triglicéridos séricos, proteccién contra esteatosis hepatica, disminucion en los
niveles séricos de glucosa y proteccién contra resistencia a la insulina. Se
identificaron 26 antocianinas, 44 acidos fendlicos, 16 flavonoides y 8 acidos
organicos, 1 carotenoide, 1 hidroxicoumarina y 6 fitoesteroles. Dicha identificacion
se realiz6 basados en la masa, la formula molecular, el patron de fragmentacion,

asi como, en los aductos formados (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Compuestos propuestos, identificados mediante UPLC- ESI- QTof- MS/MS en las diferentes variedades

de calices de Jamaica.

Familia Compuesto TR Masa Masa Error Aductos Fragmentos Vanedad_es que
calculada | observada | (ppm) lo contienen
Acido dihidroxibenzoico 1.1 154.0 153.0 1.2 -H 81.09, 108.92 1-27
Isomero del acido 20| 154.0 153.0 25 H 81.09, 108.94 1-27
dihidroxibenzoico
Acido hidroxibenzoico 1.2 138.0 137.0 1.8 -H 65.04, 93.05 1-27
Acido dicafeoilquinico 6.8 516.1 515.1 0.5 -H 173.01, 179.06 1-27
. - . . 239.0559,
mgl"é‘i‘{:%‘?ﬁ'&%r‘sziggco 52 | 492.1 491.1 0.9 H 209.0442, 1-27
167.0342

Isomero 2 de acido 34 | 1540 153.0 1.3 -H 81.09, 108.92 1-27
dihidroxibenzoico

Acidos Acido neoclorogénico 4.2 354.1 353.1 1.6 -H 173.01, 179.06 1-27

fendlicos i

Acido feruoilquinico 4.2 368.1 367.1 1.7 -H 193, 191 1-27
Isémero del acido
hidroxibenzoico 3.1 138.0 137.0 2.0 -H 65.04, 93.05 1-27
acido coumaroilquinico 3.7 338.1 337.1 2.6 -H 163 1-27
. . Y o 173.01, 179.06,
Acido dicafeoilquinico 4.9 516.1 515.1 -0.5 -H 515, 111 1-27
Acido criptoclorogénico 4.7 354.1 353.1 1.9 -H 173'02’5%)’79'06' 1-27
Acido feruloilquinico 5.2 368.1 367.1 1.7 -H 173,191 1-27
§Zrpero del acido 6.7 | 1380 137.0 1.4 H 65.04, 93.05 1-27

hidroxibenzoico
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Acido clorogénico

Acido benzoico
Acido cafeico

Acido cafeoilmalico

Acido caftarico
Acido coumérico

Acido dihidroxibenzoico
pentosido

Acido elagico

Acido fertlico

Acido ferulico hexdsido
Acido galico

Acido glucénico

Acido isocitrico

Acido maléico

Isémero del monogaloil-
hexdésido

Isémero acido-coumarico

Acido protocatecuico

2.6

4.2
2.6

1.2

1.2

3.7

3.0

57

4.6

4.6

11
0.6

0.8
0.8

15
4.1

3.0

354.1

122.0
180.0

296.1

312.0

164.0

286.1

302.0

194.1

356:1

170.0
196.1

192.0
116.0

332.1
164.0

154.0

353.1

121.0
179.0

295.0

311.0

163.0

285.1

301.0

1931

355.1

169.0
195.1

191.0
115.0

331.1
163.0

153.0

1.3

4.1
0.4

1.3

-1.0

21

1.2

2.7

14

1.7

21
2.6

-2.0
29

21
1.0

0.5

85.05, 191.06

77.06, 92.08
89.09, 135.08

295,277,133, 115

135.01, 149.05,
179.09

119.0507

152.0111,
108.0212

229

134.04, 178.07

135, 175, 193,
217, 236

79.07, 125.05
75.04, 129.06

85, 155, 111
71,79, 97

271, 241, 169
98.07, 119.08

91.04, 109.5

1-27

1-27
1-27

1, 3-26

1-6, 8-27
1-27

1-27

1-5, 7-13, 15-27

1-27

1-5, 7-27
1-27
1-27
1-27
1-27
1-27
1-27

1-3, 5-7, 11, 13-
25,27




Acido protocatecuico

153.0169,

hex6sido 1.6 316.1 315.1 1.3 -H 152.0108, 1-27
109.0286
Acido quinico 3.9 192.1 191.1 0.6 -H 85.06, 93.06 1-27
Acido rosmarinico 3.7 360.1 359.1 -4.4 -H 161.04, 197.06 12,6, 523%23’ 25-
Acido shikimico 4.2 174.1 173.0 1.0 -H 93.06, 111.07 1-27
Acido sinapico 5.8 224.1 223.1 1.9 -H 149.04, 164.06 1-27
Acido siringico 24 198.1 197.0 04 -H 153.11, 182.05 1-27
Acido trans-cinamico 15| 1481 147.0 1.9 -H 77.07,103.08 1,3-7,9-13, 15-
19, 21-27
. . .- 465, 483, 466,
Trigaloilhexosido 5.8 636.1 635.1 1.0 -H 313, 484, 271 1-6, 8-27
Acido vanilico 1.1 168.0 167.0 -3.2 -H 123.09, 152.02 1-27
Isébmero del acido 1-5, 7,8, 10-20,
dihidroxibenzoico 1.6 154.0 153.0 -1.0 -H 81.09, 108.93 22 24-27
Acido piravico 0.6 88.0 87.0 2.9 -H 43 1-4, 6-22, 24-27
Acido alfacetoglutarico 0.7 146.0 145.0 2.0 -H 75, 101 1-27
Acido cisaconitico 0.7 174.0 173.0 1.6 -H 85, 111 1-27
Acido fumérico 0.6 116.0 115.0 0.9 -H 59, 71, 97 1-12, 14-27
Acidos Acido hibiscus 0.6 | 190.0 189.0 0.8 -H 127 1-27
organicos [ Acido hidroxicitrico 0.6 | 208.0 207.0 1.9 -H 127, 189 1-27
Acido malico 0.6 134.0 133.0 34 -H 71, 73, 115 1-27
Acido mal6nico 0.6 | 104.0 103.0 2.2 -H 69 1-27
Acidosuccinico 0.9 118.0 117.0 2.0 -H 73, 99 1-27
Antocianinas | (EPcat-etil-peonidina- | o, | 559 5 779.2 43 e 779.2,327.1, 1-27
hexdsido 489.1
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Carboxipianodelfinidina
hexésido

Carboxipiranomalvidina
acetil-hexésido

Carboxipiranopeonidina
coumaroil-hexésido

Catequilpiranopeonidina
hexosido

Cianidina sambubi6sido
Cianidina dihexésido
Delfinidina dihexdsido

Delfinidina acetil-
hexosido

Delfinidina hexésido
Delfinidina sambubiodsido
Delfinidina coumaroil-
hexdsido

Malvidina acetil-hexésido

Peonidina hexésido

Petunidina acetil-
hexdsido

Petunidina acetil-
hexdésido-(epi)catequina

5.2

6.6

2.7

8.1

54
5.7
5.2

6.6

7.0
3.7

7.4

6.8

3.6

7.3

2.6

533.2

603.2

677.2

595.2

616.1
611.2
627.2

507.1

465.1
597.1

611.1

535.1

463.1

521.1

809.2

533.2

603.2

677.2

595.2

616.1
611.2
627.2

507.1

465.1
597.1

611.1

535.1

463.1

521.1

809.2

4.4

8.3

2.5

-8.6

-0.3
0.4
0.3

2.2

2.4
0.3

0.2

1.3

0.5

-6.7

371.2

399.2, 383.2

369.2, 354.1

433.2,418.1

616.1, 287.1
287.2,449.2
303.2, 465.2

303, 229

303.1, 229,162
303.1, 597.1

303.1, 229.1

331.2, 315

301.2, 286.1

317.2,302.3

359.1, 605.2,
317.1

1,2, 5-14, 16-19,
21, 22, 24-26

1-27

1-6, 8, 10-12, 15-
18, 20, 22, 27

1-14, 16-20, 22-
27
1-27
1-27
1-27

5, 6, 11-14, 16-
18, 20-27

1-24, 26,27
1-27

1-11, 13-24, 27

1-27

1,2,4-6,8,10-
12,14-23,25-27

1-3, 6, 8, 11,12,
14, 16-20

1-8, 10-24, 27
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Piranocianidina hexésido | 6.0 473.2 473.2 -11 -e 311.2 1-27
Piranodelfinidina
hexésido 4.8 489.2 489.2 -4.8 -e 327.2 1-27
Vitisin B 6.2 517.1 517.1 0.6 -e 355.1, 339.2 1-27
Piranopetunidina acetil-
hexésido 4.9 545.2 545.2 -0.3 -e 341.2 1-27
Carboxipiranocianidina 1, 3,4, 6, 14-18,
acetil-hexésido 5.6 559.2 559.2 -0.5 -e 355.2,527.2 24
Catequilpiranopetunidina 1,2,5-14,
acetil-hexdsido 86| 6532 653.2 & € 449.2 16,17,19.21-27
Piranomalvidina acetil- | ¢ 7 | 5595 559.2 35 e 355.2,339.2 | 1-3,6-19,21-27
hexdésido
Cianidina hexésido 6.4 449.1 449.1 0.4 -e 287.2, 162 1-17, 19-27
Peonidina acetil- 1,5, 10, 12, 15-
hexdsido 5.6 505.1 505.1 -0.5 -e 301.1, 286.2 17, 19, 22,23
Carboxipiranocianidina
acetil-hexésido 5.6 559.2 559.2 2.6 -e 355.2,527.2 12
Brasicasterol 20.9 398.4 399.4 0.7 +H 381, 297 1-27
2,3,7-
Lanosterol 17.1 426.4 427.4 9.4 +H 409 14,16,18,20,21,2
Fitoesteroles 3-26
Estigmastadieno 23.3| 396.4 397.4 1.1 +H 397 1-27
Ergosterol 25.8| 396.3 397.3 0.3 +H 379, 395, 393 2,56,11-

13,17,24,25,27
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1,4-
Esqualeno 26.1| 4104 411.4 4.7 +H 411 6,8,9,12,14,15,17
-20,22,23,26,27
B-sitosterol hexoésido 23.2 576.4 577.4 4.2 +H 594, 397 3,7,10,12,18
(-)-Epicatequina 39 290.1 289.1 35 -H 245.12, 123.03 1-13, 1;19’ 21-
179, 221,
(-)-Epigalocatequina 3.6 | 306.1 305.1 1.9 -H 261,219,165,137,1 1-5, 7-13,15-19,
35 21-25, 27
(+)-Catequina 47 | 290.1 289.1 1.6 -H 245.12, 123.03 1-27
1,2,5,8-11,13-
(+)-Galocatequingalato 5.2 458.1 457.1 -8.5 -H 125.09 16,18,19,21-
23,25-27
Luteolina 8.9 286.0 285.0 0.2 -H 151.05, 133.04 1-27
_ r'\]"e“,'d!g'droq“erce“”a 20| 4801 479.1 2.8 H 317, 299 1-27
Flavonoides [N€x0sido
Miricetina 2-5,7,9,11-
. - 4.5 611.1 610.1 -1.1 -H 316, 317 13,15-17,19-
arabinogalactésido
24,27
Miricetina hexdsido 53 480.1 479.1 1.4 -H 316, 317 1-27
Quercetina 7.9 302.0 301.0 0.5 -H 179.04, 151.02 1-27
. Py 301, 239, 151,
Quercetina pentésido 5.9 464.1 463.1 0.7 -H 271, 255, 179 1-27
Quercetina hexdsido 6.4 448.1 447.1 1.2 -H 301 1-27
Quercetina dihexoésido 55 596.1 595.1 0.9 -H 301 1-27
Rutina 5.8 610.2 609.1 0.0 -H 300.24, 271.13 1-27




Vicenina 2 6.3 594.2 593.2 -0.1 -H 593, 473, 353, 325 1-27
179, 221
. ’ ! 2,11,12,15-
(+)-Galocatequina 4.7 306.1 305.1 4.3 -H 261,219,31565,137,1 17.20.23-25.27
Eriocitrina 45 596.2 595.2 9.7 -H 595, 287, 151, 107 | 6,9,12,14,16,17
Carotenoide | Beta-caroteno 23.7| 536.4 537.4 6.8 +H 409, 539, 543, 662 1-6,8,9,11-
’ ) ' ) ! ! ! 17,19-24,26,27
219.0276,
203.0361,
Hidroxi 191.0327,
cumarin_a Esculetina hexésido 3.2 340.1 339.1 1.8 -H 189.0181, 1-27
177.0187,
159.0443,
133.0274

Las variedades estan basadas en la numeracién colocada en el Cuadro 3
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7.7.4 Seleccion de variedades de acuerdo con sus perfiles fitoquimicos

Con los datos obtenidos en el analisis metabolomico se llevé a cabo un analisis
jerarquico para conocer el agrupamiento de las diferentes variedades de acuerdo

con su perfil metabolomico, el andlisis obtenido se muestra en la Figura 20.

N N oy NXY
e.8.5.00.8
L Rk 4k L.

an13ganacal
Qroacoyula guerrero PP
Onegratolima PP
Quan29 oaxaca PP
Qruarenteia nayarit PP
Qnegra guerrero PP
Qmorada michcacan PP
Qreyna michoacan PP
Qsudan morada oaxaca PP
Xcolima colima R

Figura 20. Imagenes de las variedades de acuerdo con su agrupacion mediante

analisis jerarquico.

Como se puede observar se obtuvieron 4 grupos, los cuales, de manera general,
coinciden con la clasificacion previamente realizada con respecto a los parametros
de color. En el primer grupo, marcado en color rojo, se pueden observar las dos
variedades blancas, el segundo grupo (verde) est4 conformado en su mayoria por
Jamaicas de tonalidades rosas, el grupo 3 (azul) esta conformado por Jamaicas de
color morado y el grupo 4 (café) tiene como mayoritarias las Jamaicas de coloracion

roja.
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En la Figura 21 se muestra el analisis de componentes principales de las diferentes
variedades de Jamaica, se puede observar que el grupo 1 (puntos rojos) es el Unico
grupo que se separa de los demas, mientras que los otros 3 grupos tienen mayor
dispersion y mas metabolitos en comun; por lo tanto, no se puede observar una

separacion definida de los grupos.
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Figura 21. Andlisis de componentes principales para las diferentes variedades de

Jamaica

Realizando un andlisis de componentes principales dispersos de los metabolitos
(Figura 22), se puede observar que la delfinidina 3-sambubidsido, antocianina
mayoritaria para calices de Jamaica, es el metabolito que tiene un mayor impacto
en la agrupaciéon de las Jamaicas, por lo cual, estas Jamaicas se agrupan en su
mayoria por color, seguida del &cido clorogénico y de la quercetina 3-O-arabinosil
glucosido. Por otro lado, los metabolitos que todas las variedades presentan en

comun son los acidos succinico, malénico y vanilico.

En la figura 23 se muestra el comportamiento de las variedades con respecto a los
metabolitos que determinan su agrupacion, en esta se puede observar que para la
delfinidina 3-sambubiosido (barras grises), el cluster 3 (compuesto principalmente
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por jamaicas moradas) es el que presenta mayores concentraciones mientras que
el grupo 1 (formado por las dos variedades blancas) es el que tiene menores
concentraciones. Para el contenido de &cido clorogénico (barras naranjas), el grupo
3 (variedades moradas) es el que presenta mayores concentraciones y el grupo 4
(variedades rojas) las menores. Para la quercetina 3-O-arabinosil glucosido (barras
azules), las menores concentraciones las tiene el grupo 4 (variedades rojas) y las

mayores el grupo 1 (variedades blancas).

S g Delfinidina 3-sambubiésido
— 8
S
o
o (o)
o 1 o
N ™
B 9 ]
@ S
(&)
o o
<
S
0
S
o .Quercetina 3-O-arabinosil glucosido
S ‘. -~
' @ Acido clorogenico

I I I I I I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

pcas|, 1]

Figura 22.-Analisis de componentes principales dispersos de los perfiles
metabdlicos de las diferentes variedades de Jamaica.

Considerando las caracterizaciones fisicoquimicas, fitoquimicas y el analisis
metaboldmico se seleccionaron 4 variedades, una de cada grupo: Alma Blanca
(Oax), Jalisco (Col), Criolla (Oax) y Cuarentefia (Nay) para su posterior estudio in
vivo, en el que se evaluo el efecto de sus extractos acuosos, con diferentes

caracteristicas, sobre la obesidad y sus complicaciones.
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Figura 23. Comportamiento de las variedades con respecto a los tres metabolitos importantes.
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Con respecto a los extractos evaluados en la segunda etapa del proyecto, el

comportamiento de los compuestos fue el siguiente:

Acidos orgéanicos: Alma Blanca > Cuarentefia > Jalisco > Criolla
Acidos fenolicos: Cuarentefia > Alma Blanca > Criolla > Jalisco
Flavonoides: Jalisco > Alma Blanca > Criolla = Cuarentefia
Antocianinas: Cuarentefia> Criolla > Jalisco > Alma Blanca

7.8 Confirmacion del efecto antiobesogénico de los compuestos previamente
identificados

En la Figura 24 se presentan los resultados del peso corporal de las ratas desde el
inicio del experimento. Se puede observar que ‘el control obeso gané mas peso
corporal que el control sano (63%). En el caso de los grupos tratados con los
extractos, el consumo de la variedad Alma Blanca (Oax) presenté una mayor
pérdida de peso corporal (11%) comparado con el control obeso, seguida del
consumo del extracto de las variedades Jalisco (Col) y Cuarenteiia (Nay) (9%
ambas); por ultimo, el grupo que consumio la variedad Criolla (Oax) present6 un 5%
menos de peso con respecto al control obeso al final del experimento.

Durante el experimento se llevé a cabo el monitoreo del consumo de alimento y de
calorias los cuales se muestran en la Cuadro 12. En cuanto al consumo de alimento,
sélo existe una diferencia significativa del grupo sano al hacer la comparacion contra
el grupo obeso. Al comparar el consumo de alimento entre todos los grupos, es
posible observar que el grupo sano es el que presentd un mayor consumo de
alimento y que los grupos que consumieron los extractos de las variedades Alma
Blanca (Oax) y Jalisco (Col) presentaron menor consumo de alimento a lo largo del
experimento; sin embargo, se puede observar que en cuanto al consumo de calorias
entre todos los grupos no hubo diferencias significativas; esto es debido a que tanto
el grupo control obeso y los grupos tratados con extractos de Jamaica se

alimentaron con una dieta hipercalorica. Con estos resultados se descarta a la
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disminucién en el apetito como el mecanismo de accién para el control del peso

corporal cuando se consumen extractos de Jamaica.
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Figura 24. Incremento del peso corporal de ratas alimentadas con dieta estandar
o alta en grasa y fructosa y extracto de Jamaica.

Los resultados se representan como la media + EE. Las diferentes letras en cada tiempo del

experimento de la grafica representan diferencias estadisticas entre los tratamientos en ese tiempo,
por prueba de Tukey (p> 0.05)
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Cuadro 12. Consumo de alimento y energia de ratas alimentadas con dieta alta en
grasay fructosa y tratadas con extractos de Jamaica.

Consumo de alimento
(g/dia/rata)

Consumo de energia
(kcal/dia/rata)

Sanas 37.5+1.2a* 154.1 £+ 4.9a
Obesas 30.4 = 2.2ab 159.9 + 11.7a
Alma Blanca (Oax) 28.4+2.3b 148.9 + 12.4a
Jalisco (Col) 28.8 + 2.4b 151.3 +12.8a
Criolla (Oax) 32.1+3.1ab 170.4 + 16.5a
Cuarenteiia (Nay) 29.5+1.3ab 155.5 £ 6.9a

Los resultados se expresan como la media + EE. Los resultados fueron analizados estadisticamente
con ANOVA. *p<0.05 comparado contra el grupo obeso (Dunnett). Las diferentes letras indican
diferencias entre grupos (Tukey-Kramer).

7.8.1 Asociacion del perfil fitoquimico de los extractos de diferentes
variedades de Jamaica con el efecto obtenido sobre el peso corporal de ratas
alimentadas con dieta alta en grasa y fructosa

De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio in vivo se observa que el

consumo del extracto de la variedad Alma Blanca (Oax) presentd un mayor efecto

sobre el peso corporal. Como se observa en la Figura 25, esta variedad también

presenta un perfil metabolomico mas abundante en composicion y concentracion.
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Blanca Oaxaca

Blanca Oaxaca Blanca Oaxaca

Jalisco Colima

Jalisco Colima Jalisco Colima

Criolla Oaxaca

Criolla Oaxaca Criolla Oaxaca

Cuarentera Nayarit

Cuarentera Nayarit Cuarentena Nayarit

Figura 25. Gréfico del perfil metabolomico de los diferentes extractos de Jamaica.
Se presenta un gréafico independiente de cada réplica del extracto, las lineas
representan a los compuestos y la longitud representa su intensidad en la

muestra.

Mediante técnicas de discriminacion lineal, usando como variables predictoras
todos los parametros medidos, incluyendo peso corporal, se observa la distribucion
de los grupos de estudio. En la Figura 26 se aprecia una clara separacion entre el

grupo sano y el obeso. En cuanto a los grupos de tratamiento, las ratas que
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consumieron el extracto de la variedad Alma Blanca (Oax) son las que se
encuentran mas alejadas del grupo obeso; mientras que, las ratas que consumieron
el extracto de la variedad Criolla (Oax) presentan mas similitudes con ese mismo

grupo control.
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Figura 26. Grafico de distribucién de los grupos experimentales de acuerdo con

los diferentes parametros medidos en el estudio, incluyendo peso corporal.

Se realizé un andlisis de minimos cuadrados parciales para determinar la asociacion
entre el perfil de compuestos de los cuatro extractos con las variables respuesta
obtenidas en el estudio in vivo incluido el peso corporal (Cuadro 13). Se muestra el
compuesto perteneciente al perfil con su Importancia Variable en Proyeccion (VIP,
por sus siglas en inglés), un valor mas grande de VIP indica una mayor influencia
sobre los pardmetros medidos en el estudio in vivo, los compuestos con mayor
importancia, considerando un valor igual o mayor a 1.3, son once siendo el principal

la luteolina.
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Cuadro 13. Valores VIP de los principales compuestos, obtenidos por un analisis
PLS-DA.

Compuesto VIP
Luteolina 1.4321
Acido siringico 1.4217
Quercetina 3-O-ramnosido 1.4195
Acido fumarico 1.3805
Quercetina 1.3792
Cianidina 3-O-glucosido 1.3736
Delfinidina 3-O-glucésido 1.3585
Quercetina 3-O-galactésido 1.3365
Acido vanilico 1.3236
Acido succinico 1.3068
Miricetina 3-arabinogalactosido 1.3012

Se ha determinado, en estudios publicados, que la luteolina tiene un efecto
antiobesogénico por diversos mecanismos de accibn como la supresion de la
adipogénesis (Cao, 2010; Lijnen, 2008; Puhl et al., 2012). Se conoce que el acido
siringico tiene efecto sobre la modulacién de adipocinas (leptina y adiponectina)
relacionadas con la homeostasis de procesos metabdlicos como la regulaciéon
energética, la accion de lainsulina, el metabolismo de glucosa, entre otros (Ham et
al., 2016). La quercetina y sus derivados tienen efecto sobre la disminucién de la
adipogénesis y la inhibicion de la sintesis de lipidos mediante el incremento en la
fosforilacion de AMPK, asi como el aumento en la expresién de STIR1 (Nabavi et
al., 2015). El acido vanilico tiene efecto sobre la regulacion de AMPK y el incremento
en la expresion de factores mitocondriales y termogénicos en tejido adiposo blanco,
convirtiendo este en tejido adiposo pardo (Jung et al., 2018). Si bien, el efecto de
las antocianinas sobre la disminucién de peso corporal ha sido ampliamente
reportado, no se encuentran reportes del efecto del acido fumarico sobre el control

del peso corporal.
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8. CONCLUSIONES

El efecto del consumo de los extractos de Jamaica sobre el peso corporal y
resistencia a la insulina no esta relacionado solamente con el contenido de
antocianinas, también esta asociado al contenido de &acidos organicos, acidos
fenolicos y flavonoides.

La clasificacién de la mayoria de las variedades de Jamaica, de acuerdo con su

perfil de compuestos fitoquimicos, esta relacionada con su coloracion.

El andlisis jerarquico generd 4 grupos que se caracterizaron por tener uno de ellos
mayor presencia de 4cidos organicos (1), otro rico en flavonoides (2), otro con mayor

presencia en antocianinas (3) y por ultimo uno rico en acidos fendlicos (4).

El consumo del extracto de la variedad Alma Blanca (Oax) tuvo un mayor efecto en
la reduccién del aumento de peso corporal y esta variedad contiene principalmente
acidos organicos, con eso se confirma que dichos &cidos tienen un efecto mayor

gue el de las antocianinas.

Las antocianinas y los flavonoides presentan el mismo efecto, esto se comprobé ya
gue el consumo de la variedad Cuarentefia (rica en antocianinas) y Jalisco (rica en

flavonoides) tuvieron un efecto similar sobre el control del peso corporal.

Las variedades de Jamaica presentan un efecto sobre peso corporal y estas pueden
ser seleccionadas por su color ya que los resultados muestran que las blancas
presentan un mayor efecto antiobesogénico, seguido de la tonalidades rosa y

morada.
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