wversow aviovoms o aesERol | JN |\ ERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

S ENCRLIE
4
[ J
{ )
@
/-@‘ A
Y ET HONOR

FACULTAD DE QUIMICA

Qo
“EFECTO HIPOGLUCEMICO E HIPOLIPIDEMICO IN VIVO E
IN VITRO DE LAS INFUSIONES DE TORONJA (Citrus
paradisi), ALBAHACA (Ocium santum L.) Y JAMAICA

(Hibiscus sabdariffa)”

TESIS INDIVIDUAL

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
PRESENTA
MAYRA DANIELA VAZQUEZ LOYOLA

DIRIGIDA POR
Dra. ROSALIA REYNOSO CAMACHO

SANTIAGO DE QUERETARO, QUERETARO, 2014,



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE QUIMICA

APLIGADE 50Y

“EFECTO HIPOGLUCEMICO E HIPOLIPIDEMICO IN VIVO E
IN VITRO DE LAS INFUSIONES DE TORONJA (Citrus
paradisi), ALBAHACA (Ocium santum L.) Y JAMAICA

(Hibiscus sabdariffa)”

TESIS INDIVIDUAL
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA
MAYRA DANIELA VAZQUEZ LOYOLA

DIRIGIDO POR

Dra. ROSALIA REYNOSO CAMACHO

SINODALES
Dra. ROSALIA REYNOSO CAMACHO
DIRECTOR

Dra. SILVIA LORENA AMAYA LLANO
SINODAL PROPIETARIO

Dra. MINERVA RAMOS GOMEZ
SINODAL PROPIETARIO

Dr. CESAR IBARRA ALVARADO
SINODAL SUPLENTE




INDICE GENERAL

Contenido

INDICE GENERAL
INDICE DE CUADROS
INDICE DE FIGURAS
RESUMEN

1. ANTECEDENTES
1.1 Obesidad y su prevalencia
1.2 Complicaciones de la obesidad
1.2.1 Obesidad y dislipidemias
1.2.2 Obesidad y diabetes
1.2.3 Obesidad y consumo de calorias provenientes de
bebidas
1.2.4 Infusiones
1.2.4.1 Toronja (Citrus paradisi)
1.2.4.2 Albahaca morada (Ocimum sanctum L.)
1.2.4.3 Flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa)
2. JUSTIFICACION
3. HIPOTESIS
4. OBJETIVOS
4.1 General
4.2 Especificos
5. METODOLOGIA
5.1 Materiales
5.1.1. Material de prueba
5.1.2 Preparacion de las infusiones
5.1.3 Cuantificaciéon de compuestos fendlicos

5.1.3.1 Cuantificaciéon de fenoles totales

AW W DN DN

© 0 O O

12
13
13
13
14
14
14
14
15
15



5.1.3.2 Cuantificacion de antocianinas totales
5.1.3.3 Cuantificacion de flavonoides totales
5.1.4 Evaluaciones in vitro
5.1.4.1 Evaluacion de las capacidades antioxidantes
5.1.4.1.1 Capacidad de atrapamiento del
radical ABTS
5.1.4.1.2 Capacidad de atrapamiento de
radical DPPH
5.1.4.1.2 Inhibicion de la formacién del radical
oxido nitrico
5.1.4.2 Capacidad de inhibicibn de enzimas
digestivas
5.1.4.2.1 Inhibicién de la a-amilasa
5.1.4.2.2 Inhibicion de la a-glucosidadsa
5.1.4.2.3 Inhibicién de la lipasa pancreatica
5.1.5 Evaluacién in vivo
5.1.5.1 Estudio crénico sobre las propiedades
hipoglucemiantes e hipolipidémicas
5.1.5.1.1 Animales
5.1.5.1.2 Dieta
5.1.5.1.3 Grupos experimentales
5.1.5.1.4 Evaluacién de la ganancia de
peso
5.1.5.1.5 Efecto hipoglucémico
5.1.5.1.6 Efecto hipolipidémico
5.1.5.2 Estudio agudo sobre las
propiedades  hipoglucemiantes e
hipolipidémicas
5.1.5.2.1 Animales

5.1.5.2.2 Prueba de tolerancia al

15
15
16

16

16

17

17

17
17
18
18

18

18
18
19

20

20

20

20

20
21



almidén
5.1.5.2.3 Prueba de tolerancia a los

lipidos

5.2 Analisis estadistico
6. RESULTADOS
6.1 Compuestos fendlicos
6.2 Evaluaciones in vitro
6.2.1 Capacidad antioxidante
6.2.2 Inhibicion de enzimas
6.2.2.1 Capacidad de inhibicién de las enzimas de
a-glucosidasa
6.2.3 Capacidad de inhibicion de la enzima lipasa
pancreatica
6.3 Evaluacion in vivo
6.3.1 Estudio cronico
6.3.1.1 Evaluacion del incremento o disminucion de
peso
6.3.1.2 Efecto hipoglucémico
6.3.1.2 Efecto hipolipidémico
6.3.2 Estudio agudo
6.3.2.1 Curva de tolerancia a la glucosa
6.3.2.2 Curva de tolerancia a los lipidos
6.3.3 Coeficientes de correlacién de compuestos fendlicoa,
evaluaciones in vitro e in vivo
7. DISCUSIONES
8. CONCLUSIONES
9. REFERENCIAS

21

21
22
22
22
22
23
23

25
25
25

26
27
28
28
30
31

34
39
40



INDICE DE CUADROS

Cuadro
1

Grupos experimentales

Contenido total de compuestos fendlicos en infusiones de C.
paradisi, O. santum y H. sabdariffa

Capacidad antioxidante de las infusiones de C. paradisi, O.
santum y H. sabdariffa

Consumo de alimento e infusion de ratas obesas inducidas
con una dieta alta en carbohidratos simples (fructosa) y grasa
saturada.

Glucosa e insulina en suero, y valores de HOMA de ratas
obesas tratadas con infusiones de C. paradisi, O. santum y H.
sabdariffa

Correlaciones de Pearson de compuestos fendlicos, capacidad
antioxidante e inhibicién de enzimas digestivas

Correlaciones de Pearson de compuestos fendlicos y curvas

de tolerancia al almidén y a los triglicéridos

Péagina
19

22

23

27

33

33



INDICE DE FIGURAS

Figura

aa b~ W N

10

11

12

13

14

Sobrepeso y obesidad en México

Prevalencia de consumo de refresco en México

Toronja (Citrus paradisi)

Albahaca morada (Ocimum sanctum L.)

Flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa)

Efecto de las infusiones de C. paradisi, O. sanctum y H.
sabdariffa en la capacidad inhibitoria de la enzima a-amilasa
Efecto de las infusiones de C. paradisi, O. sanctum y H.
sabdariffa en la capacidad inhibitoria de la enzima a-
glucosidasa

Efecto de las infusiones de C. paradisi, O. sanctum y H.
sabdariffa en la capacidad inhibitoria de la enzima lipasa
pancreatica

Ganancia de peso corporal de ratas obesa alimentadas con
una dieta alta en carbohidratos simples (fructosa) y grasa
saturada, y tratadas con infusiones de C. paradisi, O. sanctum
y H. sabdariffa

Triglicéridos en suero de ratas obesas alimentadas con una
dieta alta en carbohidratos simples (fructosa) y grasa saturada,
y tratadas con infusiones

Efecto de las infusiones de C. paradisi, O. sanctum y H.
sabdariffa sobre la curva de tolerancia al almidén

Area bajo la curva de ratas tratadas con almidon e infusiones
Efecto de las infusionesde C. paradisi, O. sanctum y H.
sabdariffa sobre la curva de tolerancia a los triglicéridos

Area bajo la curva de las ratas tratadas con aceite de maiz e

infusiones.

Pagina

o N o1

24

24

26

28

29

30

31

32



RESUMEN

Actualmente la obesidad es uno de los retos mas importantes de salud publica en
México y el resto del mundo, dada su magnitud, la rapidez de su incremento y el
efecto negativo que ejerce sobre la salud de la poblacion que lo padece, ya que
incrementa el riesgo de padecer enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT).
La obesidad se puede controlar a través de varios factores, uno de ellos es el
cambio de la dieta hacia un aumento del consumo de alimentos hipocaldricos,
destacando las bebidas. Es por ello la busqueda de un sustito de éstas, que sean
ricas en compuestos bioactivos, por ejemplo las infusiones. En el presente trabajo
se llevd a cabo un estudio de las infusiones de Hibiscus sabdariffa, Citrus paradisi
y Ocimum sanctum L. con respecto al contenido de sus compuestos polifendlicos y
su capacidad antioxidante, asi como a su capacidad de inhibicion de las enzimas a-
amilasa, a-glucosidasa y lipasa pancreatica. Ademas, dichas infusiones se
administraron como un sustito de agua a ratas obesas alimentadas con una dieta
alta en fructosa y grasa saturada por cuatro meses, y se determiné el efecto de
dichas infusiones en la disminucién de peso corporal, glucosa Yy triglicéridos, asi
como la resistencia a la insulina. La infusion de H. sabdariffa mostré un efecto
positivo en la disminucion de peso corporal, aunado a ello, esta infusién y la
infusién de O. sanctum L. presentaron la mayor actividad antioxidante y redujeron
la hiperglucemia e hipertrigliceridemia posprandial, lo que se relacion6 parcialmente
con su capacidad para inhibir las actividades de a-amilasa, a-glucosidasa y lipasa
pancreatica. Estos resultados sugieren que estas infusiones se pueden utilizar
como una alternativa para el tratamiento de la obesidad.



ANTECEDENTES

1.1 Obesidad y su prevalencia

La obesidad es una enfermedad multifactorial definida por la OMS como una
acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud,
siendo la causa fundamental un desequilibrio energético entre calorias consumidas

y gastadas (Barrera y col., 2013).

La obesidad es un problema muy importante a nivel mundial debido a la rapidez de
su incremento y el efecto negativo que ejerce sobre la salud de la poblacion que la
padece, de tal manera que se ha convertido en un problema de salud publica

(Romero y col., 2007; Blancas y col., 2009; Barrera y col., 2013).

El incremento tan abrupto de la obesidad y su gran extension obedecen
principalmente a cambios en la alimentacion, La obesidad se debe a varios
factores, como el cambio generalizado de la dieta hacia un aumento del consumo
de alimentos hipercaléricos (que son ricos en calorias, grasas, sales y azlcares,
pero pobres en vitaminas, minerales y otros micronutrientes), la tendencia a la
disminucién de la actividad fisica ocasionada por el caracter sedentario del trabajo
actual, el cambio de los medios de transporte y la creciente urbanizacién, entre

otros.

Actualmente, México y Estados Unidos, ocupan los primeros lugares de prevalencia
mundial de obesidad en la poblacion adulta (30%), la cual es diez veces mayor que
la de paises como Japon y Corea (4%). En nuestro pais, las tendencias de
sobrepeso y obesidad en las diferentes encuestas nacionales muestran un

incremento constante de la prevalencia a través del tiempo (Barrera y col., 2013).

Para caracterizar el estado actual de este problema, en 2012 ENSANUT evalu6 a
38 208 personas adultas, que representan a mas de 69 millones de mexicanos, de
la cual se concluy6 que la prevalencia de obesidad (IMC = 30 kg/m?) en México en
adultos fue de 32.4 y de sobrepeso (IMC = 25 kg/m?) de 38.84, presentandose con



més frecuencia en el género femenino (37.5%) que en el masculino (26.8%) (Figura
1) (Barqueray col., 2012).
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Figura 1. Sobrepeso y obesidad en México (Barquera y col., 2012).

1.2 Complicaciones de la obesidad

En la obesidad se presentan alteraciones en la respuesta inmunitaria, ya que se
presenta un estado inflamatorio que suele ser crénico y de bajo grado de
intensidad, el cual se vincula con el desarrollo de enfermedades tales como
hipertension arterial, diabetes tipo 2, dislipidemia (el aumento del colesterol LDL y
de triglicéridos y la disminucién del colesterol HDL), sindrome metabdlico, varios
tipos de neoplasias malignas y enfermedades cardiovasculares; estas Ultimas
contribuyen a la primera causa de muerte en México (Rosas y Attie, 2007; Luckie y
col., 2009; Blancas y col., 2010; Parrefio y Gutiérrez, 2010).

En la medida en que aumenta el peso corporal, aumenta la produccion de citocinas
y acidos grasos con efectos sobre la insulina, disminuyendo la sensibilidad a esta
hormona. Esto trae como consecuencia cambios en el metabolismo de
carbohidratos y lipidos, lo que finalmente deriva en alteraciones de la pared y el
tono vascular, dando origen a las complicaciones anteriormente mencionadas
(Rodriguez, 2004).



1.2.1 Obesidad y dislipidemias

Diversos estudios han demostrado la relacién entre los niveles altos de colesterol y
triglicéridos (dislipidemias) con la obesidad (Parrefio y Gutiérrez, 2010). El
colesterol y los triglicéridos son las dos sustancias lipidicas que se encuentran en
mayor concentracion en la sangre. Los niveles elevados de triglicéridos no son un
factor de riesgo cardiovascular, pero si constituyen un marcador de riesgo vascular
cuando se asocia con otros factores de riesgo mayores, emergentes y vinculados a
los habitos de vida (Farina, 2009).

El perfil lipidico mas comdn observado en el paciente obeso es un incremento en
los triglicéridos expresado en un aumento de las cifras de las lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL), y una disminucién de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL). En la obesidad, se da un flujo de acidos grasos libres hacia el higado, los
cuales estimulan la sintesis de VLDL, ricas en TG. Este aumento de las VLDL trae
consigo una disminucion de las HDL, porque en presencia de la proteina de
transferencia de ésteres de colesterol, se estimula la transferencia de TG de las
VLDL a las HDL en intercambio con el colesterol de éstas (Rodriguez, 2004).

La investigacién realizado por Romero y colaboradores en 2007, con un grupo de
edad promedio de 9.8 + 2.7 afios, demostrd la asociacion de obesidad con valores
anormales de colesterol, triglicéridos, LDL y HDL. En otro estudio realizado con
adolescentes mexicanos se reportd una prevalencia de dislipidemias de 56.6 % en
adolescentes con obesidad, en comparacién con 20.8 % en adolescentes sin
obesidad. De los diversos estudios realizados al respecto se observa que las
dislipidemias se inician desde edades tempranas de la vida y constituye un factor

de gran importancia para la etapa adulta (Daccarett y col., 2007).

1.2.2 Obesidad y diabetes

Durante la obesidad, el tejido adiposo secreta grandes cantidades de adipocinas
creando un ambiente proinflamatorio. Entre las adipocinas se encuentran el factor
de necrosis tumoral alfa y la interleucina 6 y se producen en mayor cantidad en el

tejido adiposo visceral que en el subcutaneo. Estas citocinas proinflamatorias se
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encuentran involucradas en la resistencia a la insulina, ya que entre otros
mecanismos, interfieren con la ruta de la sefalizacién de la insulina. Durante la
obesidad existe un estado de estrés oxidativo caracterizado por elevadas
cantidades de especies reactivas de oxigeno, el cual se ha asociado con la

resistencia a la insulina y con la diabetes mellitus (Acosta, 2012).

La diabetes mellitus tipo 2 representa entre el 85y 90% de los casos de diabetes,
y Su aparicién se asocia a cambios en el estilo de vida que van desde la migracion
de las poblaciones a las 4reas mas urbanizadas, hasta la presencia de obesidad y
de sedentarismo. La incidencia de diabets melittus tipo 2 aumenta con la edad v,
en varias poblaciones es mayor la prevalencia en hombres que en mujeres (Eckel,
2006; American Heart Association, 2012).

Debido a la resistencia a la insulina, el higado activa la sintesis de glucosa
mediante la gluconeogénesis, aumentando de esta manera los niveles plasmaticos
de glucosa y generando que las células B pancreaticas las cuales son las
encargadas de secretar insulina, aumenten la secrecion de esta hormona. Este
estado de hiperinsulinemia en el pancreas puede inducir un proceso de oxidacion
provocando la apoptosis de las células B pancreaticas, que puede complicar el
estado de diabetes (Eckel, 2006; Cariete, 2007).

1.2.3 Obesidad y consumo de calorias provenientes de bebidas

Hay evidencia cientifica de que la ingesta de bebidas cal6ricas, principalmente
bebidas azucaradas, jugos y leche entera, aumentan el riesgo de obesidad.
Estudios sobre sensaciones de hambre y apetito muestran que los liquidos tienen
menor capacidad para producir saciedad que los alimentos solidos; esto sugiere
gue la ingesta de energia a partir de bebidas no se acompafie de regulacion

eficiente del apetito, lo que contribuye al aumento de peso (Riveray col., 2008).

El incremento en el consumo y disponibilidad de bebidas caloricas y alimentos

industrializados se refleja en la Encuesta Nacional de Salud en Escolares realizada



en 2008. Tanto en los hogares como en los centros laborales y planteles
educativos, se consumen altos niveles de alimentos y bebidas con bajo valor
nutrimental. Conforme a un analisis efectuado por la COFEMER a nivel de
hogares, estos tuvieron un gasto de refresco de 58% en 2002, mostrando una
tendencia a la alza y alcanzando el 62% en 2008 (Figura 2) (COFEMER, 2012).
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Figura 2. Prevalencia de consumo de refresco en México (COFEMER, 2012).

Debido a este incremento y las complicaciones que se desarrollan, se crearon las
“‘Recomendaciones sobre el consumo de bebidas para la poblacion mexicana”, las
cuales propone lineamientos para satisfacer la mayor cantidad posible de las
necesidades diarias de liquidos a través de agua y otras bebidas con bajo

contenido energético y un adecuado perfil nutrimental (Rivera y col., 2008).

La Secretaria de Salud recomienda un consumo de alimentos con bajo contenido
calorico, asi como un alto consumo de compuestos antioxidantes, tales como las
vitaminas A, C y E, compuestos fendlicos como flavonoides, entre otros; debido a
las evidencias que los relacionan con la reduccion del estrés oxidativo y obesidad
(Secretaria de Salud, 2006).

1.2.4 Infusiones

En México, la ingesta de bebidas medicinales obtenidas por la coccién de hojas y

flores deshidratadas es anterior a la conquista y perdura hasta nuestros dias,
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registrandose un incremento hacia 2014 del consumo de las infusiones, debido a
sus cualidades para la salud y nutricion (Hurtado y col., 2012).

Con respecto a estas plantas que han ayudado a curar enfermedades del hombre a
través de la historia aln queda mucho por estudiar, especialmente a nivel quimico y
molecular. Conocer la estructura quimica de los compuestos de interés
farmacéutico presente en ellas y su funcidon, es el objetivo de muchos

investigadores (Montes y col., 1992).

El té y las infusiones son bebidas preparadas con agua a punto de hervir y hojas
secas, partes de flores o hierbas aromaticas. La diferencia entre té o infusion
consiste en que se le denomina té a la bebida elaborada con una planta llamada

Camelia sinensis pero basicamente un té es una infusion.

El té o infusién provee una variedad de flavonoides y antioxidantes, asi como
micronutrientes y algunos aminodacidos (Rivera y col., 2008). Estas bebidas ricas en
polifenoles y antioxidantes, son bajas en azlcares simples, y pueden ser una
opcion para reemplazar el consumo de refrescos y otras bebidas caléricas, asi
como, para aumentar el consumo de compuestos bioactivos con propiedades
benéficas (Hervert, 2011).

1.2.4.1 Toronja (Citrus paradisi)

Citrus paradisi pertenece al género Citrus de la familia Rutaceae. Su historia
comienza en las Antillas al principio del siglo XIX, es originaria de la isla de
Barbados. La toronja también se cultiva en Espafia, Marruecos, Israel, Jordania,
Sudafrica, Brasil, México, Jamaica y Asia. Hoy en dia es el segundo citrico mas

importante en todo el mundo (Leén, 2000; Gupta y col., 2011).

Se caracteriza por producir un fruto ovalado de 8 a 15 cm de didmetro, cascara
delgada; pulpa amarilla o rosada de sabor ligeramente amargo (Figura 5) (Ledn,
2000).



La toronja se ha utilizado en la medicina popular como antibacteriano, antihongos,
antiinflamatorio, antimicrobiano, antioxidante, antiviral, astringente y conservante.
También se ha utilizado en la prevencion de cancer, la regeneracion celular,

reduccion de colesterol, lupus nefritis, artritis reumatoide y para la pérdida de peso

(Gupta y col., 2011).

Figura 3. Toronja (Citrus paradisi).

En 2006, Fujioka y colaboradores realizaron un estudio para ver el efecto de la
toronja y los productos de toronja sobre la disminucion de peso. Dicho estudio se
realizd con 91 pacientes obesos. El primer grupo recibié capsulas de placebo con
207 ml de jugo de manzana; el segundo, capsulas de toronja con 207 ml de jugo de
manzana, el tercero, 237 ml de jugo de toronja con cépsula de placebo y el cuarto:
la mitad de una toronja fresca con una capsula de placebo, tres veces al dia antes
de cada comida. Después de doce semanas, el grupo de toronja fresca habia
perdido 1.6 kg, el grupo de jugo de toronja 1.5 kg, el grupo de capsulas de toronja
1.1 kg y el del grupo placebo 0.3 kg. El grupo de toronja fresca perdio

significativamente mas peso que el grupo de placebo (P <0.05).

Como ya menciond, los principales compuestos flavonoides con actividad biolégica

encontrados en Citrus paradisi son la naringina y hespiridina (Del Rio y Ortufio,



1994; Ortufio y col., 1995). La naringina ejerce una capacidad antioxidante contra la
oxidacion lipidica (Francis y col., 1989); mientras que, la hesperidina mejora la
permeabilidad vascular incrementando la resistencia capilar y muestra propiedades
analgésicas y antiinflamatorias (Gabor, 1988; Emim y col., 1994). La hesperidina es
un potente antioxidante y ha demostrado actividad anticancerigena in vitro (Fujiki y
col., 1986; Berkarda y col., 1998).

Otros compontes reportados en el fruto son el acido ascorbico, malico, oxalico y el

citrico (Fujioka y col., 2006; Owira y Ojewole, 2009; Haze y col., 2010).

1.2.4.2 Albahaca morada (Ocimum sanctum L.)

La albahaca morada es una hierba nativa de los tropicos del "viejo mundo",
naturalizada en Cuba. Ocimum sanctum L. pertenece a la familia Lamiaceae, es
una hierba aromatica, puberal de hasta 70 cm de altura (Figura 6). Se utiliza tanto
de forma culinaria como ornamental (Morales y col., 1996; Tada y col., 1996).

Figura 4. Albahaca morada (Ocimum sanctum L.).

En Cuba la albahaca se ha utilizado mucho por la medicina popular para la fiebre y
los catarros; también como calmante y diurética. Hace algunos afios se ha
intensificado su estudio en Cuba y otros paises por su accién hipoglicemiante
(Pérez y col., 1996).



Se han evaluado otros efectos farmacoldgicos, entre los que se incluyen su
capacidad inmunomodulador, antiestrés, hepatoprotector, antiinflamatorio y

analgésico (Carmonay col., 2009).

Las propiedades terapéuticas de la albahaca se centran en sus hojas, que se
pueden utilizar en infusion a partir de la planta seca o fresca, y en sus flores que

concentran gran parte del aceite esencial (Diaz y col., 1996).

Dentro de los compuestos con actividad biolégica encontrados en la albahaca
morada estan los polifenoles (Juliani y Simons, 2002), principalmente el &cido
cafeico, &cido clorogénico, &cido rosmarinico, luteolina, el kaemferol, entre otros

(Jayasinghe y col., 2003).
1.2.4.3 Flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa)

La flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa) es una planta originaria de la India que fue
propagada a zonas tropicales y subtropicales de ambos hemisferios. En México, la
jamaica fue introducida por los esparioles, se cultiva en regiones tropicales calidas
y semicdlidas, actualmente en los estados de Campeche, Colima, Guerrero,
Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca y Puebla (Pérez y col., 2009).

Es una planta herbacea con flores de color rojo en la base y mas palido en los
extremos, contienen un céliz carnoso y generalmente de un color rojo intenso
(Figura 4). Los célices son lo mas destacable de la planta, se dejan secar para su
uso principalmente como colorante alimentario, fabricacion de jarabes y para la
preparacion de una bebida ligeramente acida y refrescante conocida como “agua

de jamaica” en México (Sagayo y Goiii, 2010).

La infusién de Hibiscus sabdariffa es una bebida muy popular en muchos lugares
del mundo. Su composicion fitoquimica de asocia a efectos antioxidantes,

hipotensores y antiateroscleroticos (Guardiola y Mach, 2013).



Figura 5. Flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa).

La flor de jamaica estd compuesta, entre otros elementos, por acido fendlico,
flavonoides, antocianinas y polifenoles, como las antocianinas delfinidina-3-
glucosido y la cianidina-3-glucosido. A todos estos compuestos antioxidantes se les
atribuyen sus efectos antiinflamatorios, cardioprotectivos y reguladores de
colesterol (Badreldin y col., 2005). Aunado a ello se reporta que las antocianinas
son altamente reductoras, por lo que exhiben fuerte actividad antioxidante, y su
consumo puede proteger al organismo contra dafios provocados por los radicales
libres y la peroxidacion de los lipidos (Tsai y col., 2002). Otros estudios han
reportado que su ingesta inhibe el desarrollo de algunos tipos de cancer,
enfermedades coronarias, arteriosclerosis y disminucién de triglicéridos en
pacientes con sindrome metabdlico (Chen y col., 2004; Hirunpanich y col., 2006,
Gurrola—Diaz y col., 2010).
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2. JUSTIFICACION

La sociedad mexicana presenta un problema de salud derivado del sobrepeso y la
obesidad, donde a nivel mundial nuestro pais ocupa el primer lugar en adultos y
segundo en nifios y adolescentes. La obesidad y sobrepeso estan estrechamente
relacionados con el desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas como la
diabetes y problemas cardiovasculares, enfermedades que se han convertido en la

Gltima década en las principales causas de muerte.

Las dietas con un alto contenido caldrico pueden ocasionar un exceso de consumo
de energia reflejAndose en la ganancia de grasa corporal en el consumidor. En
nuestro pais, las bebidas con altas concentraciones de azucares aportan més del
20% de las calorias de la dieta. Por lo tanto, se han establecido recomendaciones
para satisfacer la mayor cantidad posible de las necesidades diarias de liquidos a

través del agua y otras bebidas con bajo contenido energético, como las infusiones.

Las infusiones naturales son bebidas que ofrecen al consumidor grandes
beneficios, principalmente por sus propiedades antioxidantes. Las infusiones se
consideran una bebida econémica y de facil acceso para toda la poblacion, donde
puede llegar a ser la Unica fuente importante de antioxidantes exdgenos.

Se ha reportado que varias hierbas y flores tienen propiedades antiobesogénicas,
anti-inflamatorias y antioxidantes, y éstas pueden ser una alternativa para el

tratamiento de obesidad.

Por lo tanto, este trabajo se enfocd en analizar infusiones de tres diferentes
materiales vegetales utilizadas en nuestro pais como alternativa auxiliar en el

control de estas enfermedades.
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3. HIPOTESIS

Las infusiones de flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa), toronja (Citrus paradisi) y
albahaca morada (Ocimum sanctum L.) presentan propiedades hipoglucémicas e
hipolipidémicas debido a sus compuestos fendlicos.
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4. OBJETIVOS
4.1 General
e Evaluar el efecto del consumo de bebidas funcionales (infusiones) en el
control de hiperglucemia e hiperlipidemia en un modelo de obesidad inducido

por dieta y determinar su asociacion con compuestos fendlicos.

4.2 Especificos

e Cuantificar las concentraciones de compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante in vitro de las infusiones en estudio.

e Evaluar in vitro la capacidad de las infusiones para inhibir las enzimas o-
amilasa, a-glucosidasa y lipasa pancreatica.

e Determinar el efecto in vivo agudo y crénico de las infusiones sobre el
control de glucosa y triglicéridos.

e Correlacionar los efectos hipoglucémicos e hipolipidémicos con el contenido

de compuestos fendlicos.
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5. METODOLOGIA
5.1 Materiales
5.1.1. Material de prueba

Se emplearon las flores, el fruto y las hojas de jamaica (Hibiscus sabdariffa), toronja
(Citrus paradasi) y albahaca morada (Ocimum sanctum L.) respectivamnete. La flor
de jamaica (Hibiscus sabdariffa) se adquiri6 de Santo Domingo, Gro., y la toronja
en Apatzingan, Mich., ambos materiales provenientes de agricultores dedicados al
cultivo y comercializacion de dichos materiales. La albahaca morada (Ocimum
sanctum L.) se obtuvo de la empresa “Floraplant S.A. de C.V.”, y se sembro a cielo

abierto en el invernadero del &rea de posgrado de la Facultad de Quimica, UAQ.
5.1.2 Preparacion de las infusiones

La flor de Jamaica fue sometida a un secado bajo el sol a condiciones ambientales
por los mismos productores de este material. Para la toronja y la albahaca morada,
se llevd6 a cabo un secado a 50°C en estufa, donde el proceso duré
aproximadamente de seis a ocho horas para la toronja y de cuatro a seis horas
para albahaca; la toronja se fraccion6 en rebanadas de 2 a 3 mm de espesor para

un mejor proceso de secado.

La flor de jamaica, toronja y albahaca morada, fueron sometidas a una molienda a
un tamafo de particula aproximado de 1-1.5 mm de acuerdo al tamafio reportado

en la industria para té comercial.

La preparacién de las infusiones consistié en agregar 1 g de material seco y molido
a 100 mL de agua en ebullicién, la concentracion de la infusién fue al 1%.
Posteriormente se dejé reposar durante 10 min a temperatura ambiente, se filtro y

se dejo enfriar.
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5.1.3 Cuantificacion de compuestos fendlicos
5.1.3.1 Cuantificacion de fenoles totales

Se tomod una alicuota de 20 uL de cada muestra y se llevé a un volumen final de
250 plL, se adiciondé 125 uL del reactivo de Folin Coicalteu 1IN y 625 uL de
carbonato de sodio (20%). Se dej6 reposar la mezcla en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 2 h, tras lo cual se realizé la medicion de las absorbancias a 760
nm en un espectrofotometro (Singleton y col., 1999). La cuantificacion de los
fenoles totales fue se realizé utilizando &cido galico como estandar y los resultados
se expresaron como microgramos de equivalentes de acido galico por gramo de

muestra seca (ug CE/ g).
5.1.3.2 Cuantificacion de antocianinas totales

Se tomo una alicuota de 200 uL de cada muestra y se adicionaron 700 pL de cada
solucion tampon: cloruro de potasio (0.025 M, pH 1) y acetato de sodio (0.4 M, pH
4,5). Se realiz6 la medicion de las absorbancias a 510 y 700 nm en un
espectrofotometro. La cuantificacion de las antocianinas se determiné por medio de

las ecuaciones 1y 2 (Giusti y col., 2001).

AbSiotq =  AbSs10nm — AbS700 nm pH1 — AbSs10nm — AbS700 nm pH 4,5 (1)

Antocianinas totales = AbSiprq * PM *FD  exd (2)

Doénde, Abs representa las absorbancias, £ es el coeficiente de extincion molar
(26,900), PM es el peso molecular de la cianidina-3-glucésido (449,2) y C es la
concentracion de la muestra. Los resultados se expresaron como microgramos de

equivalentes de cianidina-3-glucosido por gramo de muestra seca (C3GE pg/qg).
5.1.3.3 Cuantificacion de flavonoides totales

Se tomo una alicuota de 25 uL de cada muestra y se adicionaron 75 pL de nitrito de

sodio al 5%, 150 pL de cloruro de aluminio al 10% y 500 pL de hidroxido de sodio 1
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M. Se dejo reposar la mezcla en la obscuridad a temperatura ambiente durante 30
min, tras lo cual se realiz6 la medicion de las absorbancias a 510 nm en un
espectrofotometro (Liu, 2002). Los resultados se expresaron como microgramos de

equivalentes de catequina por gramo de muestra seca (ug/g CE).

5.1.4 Evaluaciones in vitro
5.1.4.1 Evaluacion de las capacidades antioxidantes
5.1.4.1.1. Capacidad de atrapamiento del radical ABTS

El radical 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfénico) (ABTS™) fue disuelto en agua
a una concentracion de 7 mM, y se hizo reaccionar con 2.45 mM de persulfato de
potasio, enseguida se incub6 la mezcla en la obscuridad durante 12 h.
Posteriormente, se diluyd la solucién de ABTS con amortiguador de fosfatos (pH
7.4) hasta obtener una absorbancia de 0.70 (+0.02) a 734 nm. Se adicion6 1 mL de
la solucién diluida de ABTS a 10 uL de diversas concentraciones de cada muestra y
se realizo la medicidn de las absorbancias a 734 nm en un espectrofotometro (Re y
col., 1999). La capacidad antioxidante se expresa como la capacidad inhibitoria
media (ICsp), la cual representa la concentracion requerida para inhibir la reacciéon
al 50%.

5.1.4.1.2 Capacidad de atrapamiento del radical DPPH

El radical 2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPH) fue disuelto en metanol hasta obtener
una absorbancia de 0.75 (x0.03) a 515 nm. Se adicionaron 50 pL de diversas
concentraciones de cada muestra a 450 uL de la solucion diluida de DPPH y se
realizé la medicién de las absorbancias a 515 nm en un espectrofotdmetro (Re y
col., 1999). La capacidad antioxidante se expresa como la capacidad inhibitoria
media (ICsp).
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5.1.4.1.3 Inhibicién de la formacién del radical 6xido nitrico

Para establecer la habilidad de los extractos para capturar el radical 6xido nitrico
(NO), se aplic6 la metodologia seguida por Giraldo et al. (2003), con algunas
modificaciones. Se prepararon diferentes concentraciones del extracto para calcular
la concentracion inhibitoria media (ICsp), a cada tubo se le agreg6é agua destilada
para completar un volumen de 1 mL, inmediatamente se adiciond6 0.2 mL
de nitroprusiato de sodio (113 mM), se agitd y se dejé incubar a temperatura
ambiente (150 min), después de este tiempo se agregd el reactivo de Griess,
primero 0.4 mL del reactivo A (4cido sulfanilico al 1% en acido fosférico al 5%) y 15
min después se adicion6 0.4 mL del reactivo B (N-1 naftiletilenediamina al 0.1% en
agua destilada), los tubos se dejaron en reposo durante 10 min, y se midio la
absorbancia a 546 nm. Las lecturas de absorbancia decrecen con el aumento de la

actividad antinitrosativa.
5.1.4.2 Capacidad de inhibicion de enzimas digestivas

5.1.4.2.1 Inhibicién de la a-amilasa

La enzima a-amilasa fue disuelta en una solucion amortiguadora de fosfatos (40
mM, pH 6.9), la cual consiste de 0.4 g/L de almidén y diversas concentraciones de
cada muestra. La mezcla se incubé a 37 °C durante 39 min, tras lo cual las
muestras se diluyeron en metanol (1:4) y centrifugaron a 700 g durante 10 min. Se
realizé la cuantificacion de glucosa por medio del método de glucosa oxidasa a 300

nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién.

5.1.4.2.2 Inhibicién de la a-glucosidasa

1 U/mL de la enzima a-glucosidasa se disolvié en una solucibn amortiguadora de
fosfatos (100 mM; pH 6.9) conteniendo 5 mM de p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido y
diversas concentraciones de cada muestra. La mezcla se incub6 a 25 °C durante

15 min y centrifugd a 700g durante 10 min (Apostolidis y col., 2007). Se realizo la
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cuantificacion de glucosa por medio del método de glucosa oxidada a 300 nm. Los

resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion.

5.1.4.2.3 Inhibicion de la lipasa pancreética

10 mg de lipasa pancreatica porcina fue disuelta en 1 mL de agua destilada y se
centrifugdé a 16 000 rpm durante 5 min. 150 pyL del sobrenadante se diluyeron en
400 pL de una solucién amortiguadora de Tris (100 mM; pH 8.2), el cual contiene
450 pL de p-nitrofenil laurato y diversas concentraciones de cada muestra. La
mezcla se incub6 a 37 °C durante 2 h y se centrifug6 a 16 000 rpm durante 2.5 min
(McDougall y col., 2009). Se realizo la cuantificacién del glicerol oxidado a 570 nm.

Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion.

5.1.5 Evaluacioén in vivo

5.1.5.1 Estudio cronico sobre las propiedades hipoglucemiantes e hipolipidémicas
5.1.5.1.1 Animales

Se utilizaron 37 ratas macho Sprague-Dawley de ocho semanas de edad, con un
peso promedio de 260 + 20 g. Dichos animales se mantuvieron en un lugar con
periodos de luz y oscuridad de 12 h a lo largo de la fase experimental con acceso

ad libitum al agua y alimento.
5.1.5.1.2 Dieta

Se proporcion6 una dieta alta en carbohidratos simples (fructosa) y grasa saturada.
El contenido nutrimental de la dieta fue distribuido con un total de 434.7
kilocalorias, de las cuales el 14.13% corresponde a contenido de proteinas, 45.0%
carbohidratos y 40.0% lipidos, de estos ultimos el 37.98% son saturados, 44.7%

monoinsaturados y 17.2% poliinsaturados.

La dieta fue constituida por un 70% de alimento base, 16% de manteca de cerdo y
14% de fructosa. El alimento base (croqueta comercial para rata marca nu3lab 22-
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5) se moli6 y posteriormente se mezcldé con cada uno de los ingredientes

mencionados anteriormente.

5.1.5.1.3 Grupos experimentales

Los animales se clasificaron en cinco grupos. El primer grupo, denominado grupo
control sano, se le dio una dieta normal (Alimento nu3lab 22-5) o estandar,
denominado en la dieta anterior como alimento base (porcentaje de proteina de
22%, grasa de 5% y fibra de 6%); dicho alimento también se molié para proveer a
todos los animales de las mismas condiciones de alimentacion. Los 4 grupos
restantes, se alimentaron con una dieta alta en carbohidratos simples (fructosa) y
grasa saturada.De estos cuatro grupos, uno fue el control obeso y los tres restantes
fueron los tratamientos con las infusiones al 1%: flor de Jamaica (Hibiscus
sabdariffa), toronja (Citrus paradasi) y albahaca morada (Ocimum sanctum L.)
(Cuadro 1).

Cuadro 1 .Grupos experimentales.

Dieta
Control sano Dieta estandar"
Control obeso Dieta alta en fructosa y grasa saturada’
H. sabdariffa Dieta alta en fructosa y grasa saturada®
C. paradisi Dieta alta en fructosa y grasa saturada®
O. sanctum L. Dieta alta en fructosa y grasa saturada’

!Dieta estandar (proteina de 22%, grasa de 5% y fibra de 6%) y “Dieta alta en
carbohidratos simples (fructosa) y grasa saturada (14.13 % proteinas, 45 %
carbohidratos y 40% lipidos).

El experimento se dividié en dos etapas: en la primera etapa los animales obesos
recibieron la dieta alta en grasa saturada y carbohidratos simples (fructosa) durante

5 meses. En la segunda etapa (tratamiento), se continué con la dieta alta en
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carbohidratos simples (fructosa) y grasa saturada, asi como la infusion
correspondiente a cada grupo. A los animales del grupo control se les administrd
agua en lugar de infusion. Este tratamiento se aplicO durante cuatro meses, al
finalizar el estudio, los animales fueron anestesiados y se tomaron muestras de
sangre por puncioén cardiaca; el suero fue inmediatamente separado y almacenado

a 70 °C para su posterior analisis.

5.1.5.1.4 Evaluacion de la ganancia de peso

Cada quince dias se registr6 el peso corporal durante todo el estudio. Los

resultados se expresaron como ganancia de peso.
5.1.5.1.5 Efecto hipoglucémico

La glucosa se midi6 en suero utilizando un kit enzimético (Randox Laboratories Ltd.
Crumlin, Reino Unido) y la insulina mediante un kit de ELISA (Millipore, EE.UU.). La
resistencia a insulina fue calculada con el modelo de homeostasis (HOMA),

utilizando la siguiente férmula:
HOMA = [insulina en ayunas (mU/mL) x glucosa en ayunas (mmol/L)/ 22.5]
5.1.5.1.6 Efecto hipolipidémico

Se determind la concentracion de triglicéridos en suero, con un kit enziméatico

(Randox Laboratories Ltd. Crumlin, Reino Unido).

5.1.5.2 Estudio agudo sobre las propiedades hipoglucemiantes e hipolipidémicas
5.1.5.2.1 Animales

Se utilizaron 16 ratas Wistar con un peso promedio de 350 + 20 g. Estas ratas se
mantuvieron en un lugar con periodos de luz y oscuridad de 12 h a lo largo de la

fase experimental con acceso ad libitum al agua y alimento.
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5.1.5.2.2 Prueba de tolerancia al almidén

Después de un ayuno de 12 h, se administraron por via oral a las ratas Wistar las
infusiones de H. sabdariffa, O. sanctum L. y C. paradisi (0,1 mL/kg). El agua
destilada o acarbosa (20 mg/kg) se les administré al grupo control negativo y
positivo, respectivamente. Cinco minutos mas tarde, se administré a cada rata por
via oral una carga de almidén (2 g/kg). Los niveles de glucosa plasmaticos se
midieron a los 0, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 min con un sistema Accutrend Plus
(Roche Diagnosis, Mannheim, Alemania) a partir de sangre obtenida de la vena de
la cola. El area bajo la curva (AUC) se calcul6 utilizando la funcion trapezoidal
(Allison y col., 1995).

5.1.5.2.3 Prueba de tolerancia a los lipidos

Después de un ayuno de 12 h, se administraron por via oral a las ratas Wistar las
infusiones de H. sabdariffa, O. sanctum L. y C. paradisi (0.1 mL/kg). El agua
destilada u orlistat (20 mg/kg) se les administré al grupo control negativo y positivo,
respectivamente. Cinco minutos mas tarde, una carga de aceite de maiz (5 g/kg) se
administré a cada rata por via oral. Los niveles de triglicéridos plasmaticos se
midieron a los 0, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 min en un sistema Accutrend Plus
(Roche Diagnosis, Mannheim, Alemania) a partir de sangre obtenida de la vena de
la cola. El area bajo la curva (AUC) se calcul6 utilizando la funcion trapezoidal
(Allison y col., 1995).

5.2 Andlisis estadistico

Los resultados se reportaron como la media + error estdndar (EE). Se realiz6 el
analisis de varianza (ANOVA) de una via con un nivel de confianza del 95%.
También se realizaron correlaciones de Sperman. La comparacion entre todos los
tratamientos se realizaron con la prueba de Tukey con la ayuda del paquete
estadistico JMP 5.0.1.
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6. RESULTADOS

6.1 Compuestos polifendlicos

El contenido de los principales grupos de compuestos polifendlicos se presenta en
el Cuadro 2, y los resultados muestran que la infusiébn de O. sanctum L. tuvo la
mayor cantidad de fenoles y flavonides totales, seguido por H. sabdariffa y C.
paradisi. Por otro lado, las antocianinas solo se detectaron en las infusiones de O.
sanctum L. y H. sabdariffa, siendo esta ultima infusion la que presentd el mayor

contenido de dichos compuestos.

Cuadro 2.Contenido total de compuestos fendlicos en las infusiones de
C. paradis, O. sanctum L. y H. sabdariffa.

C. paradisi O. sanctum L. H. sabdariffa
Fenoles totales® 32.7+0.3b 86.9+3.4a 30.1+0.9b
Flavonoides totales® 2.3+0.0b 26.7+1.8a 2.6+0.1b
Antocianinas totales® DLD 18.9 + 1.5b 33.8+2.2a

Los valores son expresados como ‘ug GAE/g, >ug CE/g y 3ug C3GE/g.DLD: debajo
del limite de deteccion (0.05 pg/g). Los datos se presentan como la media * error
estandar (n=3). Letras diferentes en un mismo renglén indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05) por la prueba de Tukey.

6.2 Evaluaciones in vitro
6.2.1 Capacidad antioxidante

En el Cuadro 3 se muestra la actividad antioxidante de las infusiones medidos por
tres ensayos diferentes, la infusibn de O. sanctum L. present6 la mayor actividad
contra DPPH, ABTS y radicales de NO, seguido por la infusion de H. sabdariffa,

mientras que la infusion de C. paradisi present0 la actividad antioxidante mas débil.
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Cuadro 3. Capacidad antioxidante de las infusiones de C. paradisi, O. sanctum L. y

H. sabdariffa,
C. paradise O. sanctum L. H. sabdariffa
DPPH? 36.5+ 1.6a 13.4+2.9¢c 24.9+1.8b
ABTS? 15.3+0.9a 35+0.2c 6.4 +£0.5b
NO! 215+13a 8.3+0.6c 16.9+1.3b

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracil; ABTS: 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico y NO: radicales de 6xido nitrico.! 1Cso, pg/g. Los datos se presentan como
la media + error estdndar (n=3). Letras diferentes en un mismo renglén indican
diferencia estadistica significativa (p<0.05) por la prueba de Tukey.

6.2.2 Inhibicion de enzimas
6.2.2.1 Capacidad de inhibicién de las enzimas de a-amilasa y a-glucosidasa

Las infusiones de H. sabdariffa y O. sanctum L. presentaron una capacidad
inhibitoria similar al control positivo acarbosa (65.16 + 4.19 y 56.78 * 3.38 pg/g vs
55.09 + 3.91 ug/g) en la inhibicién de a-amilasa, mientras que la de C. paradisi fue
de 152.62 + 6.17 pg/g (Figura 6).

Las infusiones de H. sabdariffa y O. sanctum L. (Figura 7) presentaron una
capacidad inhibitoria ligeramente superior a acarbosa (6.84 + 0.51 y 6.22 + 0.38
Mg/g vs 3.95 £ 0.21) en la inhibiciéon de a-glucosidasa; nuevamente, la infusion de
C. paradisi presenté el mayor valor de ICs (23.18 = 1.37 pg/g) (Figura 7), por lo

tanto esta infusion tiene una menor capacidad de inhibicion.
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Figura 6. Efecto de las infusiones de C. paradisi, O. sanctum L. y H. sabdariffa en la
capacidad inhibitoria de la enzima a-amilasa. Los datos se presentan como la
media + error estandar (n=3). Las letras diferentes indican diferencia significativa
(p=<0.05) con la prueba de Tukey.
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Figura 7. Efecto de las infusiones de C. paradisi, O. sanctum L. y H. sabdariffa en la
capacidad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa. Los datos se presentan como la
media + error estandar (n=3). Las letras diferentes indican diferencia significativa

(p<0.05) con la prueba de Tukey.
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6.2.3 Capacidad de inhibicién de la enzima lipasa pancreatica

Las infusiones de H. sabdariffa y O. sanctum L. inhibieron significativamente a la
enzima lipasa pancreética presentando un valor de ICsp de 9.54 + 0.65 y 5.64 +
0.44 ugl/g, ligeramente mas altos que el grupo de orlistat (1.43 £ 0.18 ug/g),
mientras que C. paradisi mostr6 menor inhibicion (ICsp 31.71 * 2.07 ug/g) (Figura
8).
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Inhibicién de lipasa pancreética

Figura 8. Efecto de las infusiones de C. paradisi, O. sanctum L. y H. sabdariffa en la

capacidad inhibitoria de la enzima lipasa pancreatica. Los datos se presentan como

la media + error estandar (n=3). Las letras diferentes indican diferencia significativa
(p< 0.05) con la prueba de Tukey.

6.3 Evaluacion in vivo
6.3.1 Estudio crénico
6.3.1.1 Evaluacion del incremento o disminucion de peso

En la Figura 9 se muestran los resultados del estudio cronico de los animales
alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa, después de 5 meses

continuaron con dicha dieta y consumieron 4 meses mas las infusiones ad libitum.
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A partir de los 5 meses se presenté una mayor ganancia de peso de los animales
obesos comparado con el control (38%) y al final del tratamiento, el grupo control

mostré un 33% mas de peso que el grupo control sano.

Los animales del grupo tratado con la infusion de H. sabdariffa mostraron una
disminucién de peso corporal en unll % con respecto al control obeso, aun cuando
este resultado no fue estadisticamente significativo comparado con el control
obeso. El consumo de alimento y bebida fue mayor para el grupo control sano
comparado con el control obeso; sin embargo, todos los grupos que tomaron
infusiones fueron similares al control obeso y al control sano, ya que no hubo

diferencia significativa entre ninguin grupo de estudio (Cuadro 4).
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Figura 9. Ganancia de peso corporal de ratas obesa alimentadas con una dieta alta
en carbohidratos simples (fructosa) y grasa saturada, y tratadas con infusiones de
C. paradisi, O. sanctum L. y H. sabdariffa.

6.3.1.2 Efecto hipoglucémico

Al final del estudio, el control obeso mostro 1.3, 1.7 y 3.8 veces mas niveles de
glucosa, insulina y valor de HOMA, respectivamente, que el grupo control sano. Los
animales que consumieron las infusiones de H. sabdariffay O. sanctum L.
presentaron valores de glucosa e insulina en suero menores al control obeso, asi

como sus valores de HOMA. Para el grupo C. paradisi soélo fueron
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estadisticamente menores los valores de insulina y HOMA; a pesar de que glucosa
también disminuyd, este valor no fue significativo (Cuadro 5).

Cuadro 4. Consumo de alimento e infusién de ratas obesas inducidas con una dieta
alta en carbohidratos simples (fructosa) y grasa saturada, durante cuatro meses.

Consumo de alimento (g) Consumo de infusién (mL)
Control sano 30.16 +5.7% 41.96 +2.4°
Control obeso 23.21+6.1% 36.78 £ 2.7%
C. paradasi 23.58 +1.8% 32.14 +2.2°
O. sanctum L. 30.47 £1.3% 33.67 £ 3.4%
H. sabdariffa 20.76 + 4.8° 20.20 +2.7%

Los datos se presentan como la media + errar estandar (n=7). Letras diferentes en
cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) con la prueba de
Tukey.

Cuadro 5. Glucosa e insulina en suero, y valores de HOMA de ratas obesas
tratadas con infusiones de C. paradisi, O. sanctum L. y H. sabdariffa.

Control sano Control obeso C. paradisi O. sanctum L. H. sabdariffa
Glucosa® N
(mg/dL) 94.8+4.0 122.4 +1.0° 102.1 + 2.4 87.8+5.8° 93.9+55
Insulina 2
(uuimL) 29.9+0.5° 51.9 + 2.8 31.3+25° 32.4+22° 31.3+0.8°
HOMA ®
(Unidades 48+0.6° 18.7 0.6 9.1+0.5° 6.5+ 0.5% 6.9+0.3°
arbitrarias)

'mg/dL, uU/mL y 3Unidades arbitrarias. Los datos se presentan como la media +
el error estandar (n=7). Letras diferentes en un mismo renglon indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05) por la prueba de Tukey.

6.3.1.3 Efecto hipolipidémico

El grupo control obeso al final del estudio mostré una concentracion de triglicéridos
en sangre (163 mg/dL), estadisticamente mayor al grupo sano (92 mg/dL). Todos

los grupos tratados con infusiones disminuyeron los niveles de triglicéridos en
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sangre, C. paradisi y H. sabdariffa fueron los tratamientos que presentaron niveles

similares al control sano (Figura 10).
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Control sano Control obeso C. paradisi O. sanctum H. sabdariffa

Nivel de triglicéridos en suero (mg/dL)
o o o o

o

Figura 10. Triglicéridos en suero de ratas obesas alimentadas con una dieta alta en
carbohidratos simples (fructosa) y grasa saturada, y tratadas con infusiones. Los
datos se expresan como la media * el error estandar. Letras diferentes indican
diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey.

6.3.2 Estudio agudo
6.3.2.1 Curva de tolerancia a la glucosa

Los niveles de glucosa basales fueron similares en todos los grupos, y a los 60 min
después de la administracion de almidon, los animales del grupo control positivo
presentaron un aumento de 1.6 veces en los niveles de glucosa en sangre y a los
180 min disminuyeron a 119 mg/dL. Los animales tratados con las infusiones
mostraron menores niveles de glucosa desde los 30 min, siendo este efecto mas
importante para los grupos tratados con las infusiones de H. sabdariffa y O.
sanctum L., mientras que C. paradisi presentod niveles de glucosa similaresa los del

grupo control negativo. Ademas los grupos tratados con las infusiones de H.
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sabdariffa y O. sanctum L. presentaron niveles de glucosa similares al grupo de

acarbosa a los 30, 60 y 180 min después de la carga de almidon (Figura 11).

—%— Control (-)
—e—H. sabdariffa
—— 0. sanctum
—e— C. paradisi
—a— Acarbosa (+)

160

140

120

100 4

Glucosa plasmatica (mg/dL)

80
0 30 60 90 120 150 180

Tiempo después de la administracion oral (min)

Figura 11. Efecto de las infusiones de C. paradisi, O. sanctum L. y H. sabdariffa
sobre la curva de tolerancia al almidon. Cada punto representa la media +
desviacion estandar (n=4). a, b, ¢, d indica la diferencia estadistica (p <0,05) con la
prueba de Tukey.

El 4rea bajo la curva representa el comportamiento de la digestion del almidon y de
la absorciéon de la glucosa después de una comida. Los animales tratados con las
infusiones de H. sabdariffa y O.sanctum L. presentaron valores estadisticamente
mas bajos que el control negativo; mientras que, los valores del grupo tratado con
la infusion de O. sanctum L. fueron similares a los de acarbosa y el grupo tratado
con la infusion de C. paradisi presentd valores similares que el grupo control
negativo (Figura 12).
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Figura 12. Area bajo la curva de ratas tratadas con almidon e infusiones. Cada
punto representa la media + desviacion estandar (n= 4). Las letras indican
diferencia estadistica significativa (p <0,05) con la prueba de Tukey.

6.3.2.2 Curva de tolerancia a los lipidos

Los niveles de triglicéridos basales fueron similares para cada uno de los grupos y,
a los 90 min después de la administracion de lipidos, el grupo control negativo
presentd un aumento de triglicéridos de 2.7 veces y a los 180 min mostr6 1.8 veces

mayor cantidad de éstos en sangre comparado con su tiempo cero.

En los grupos que consumieron las infusiones de H. sabdariffa y O. sanctum L. se
observd una disminucion en la concentracién de triglicéridos plasmaticos, pero sus
valores son ligeramente mayores a los del grupo de orlistat; mientras que, el grupo
tratado con la infusion de C. paradisi no presentd efecto antihiperlipidémico.
Ademas, los grupos tratados con las infusiones de H. sabdariffa y O. sanctum L.
presentaron valores ligeramente mas altos que los niveles de triglicéridos del grupo
de orlistat después de 180 min de la carga de lipidos, los cuales eran

significativamente mas bajos que el control negativo (Figura 13).
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Los grupos tratados con las infusiones de H. sabdariffa y O.sanctum L. presentaron
valores de AUC bajo; estos valores fueron ligeramente superiores al grupo control
positivo orlistat y menores que el control negativo; mientras que el grupo con C.
paradisi presentd valores estadisticamente similares a los del grupo control

negativo (Figura 14).
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Figura 13. Efecto de las infusionesde C. paradisi, O. sanctum L. y H. sabdariffa
sobre la curva de tolerancia a los triglicéridos. Cada punto representa la media *
error estandar (n= 4). Las letras indican diferencia estadistica significativa (p <0,05)
con la prueba de Tukey.

6.3.3. Coeficientes de correlacion de compuestos fendlicos, evaluaciones in vitro e

in vivo

En el Cuadro 6 se presentan las correlaciones de Pearson entre el contenido de
compuestos fendlicos, la capacidad antioxidante (determinada por los métodos de
ABTS y DPPH) e inhibicion de enzimas digestivas. Las correlaciones mas
importantes se presentaron entre la concentracion de antocianinas y la capacidad
antioxidante medida por los ensayos DPPH (r=0.89), ABTS (r=0.91) y NO (r=0.95);

también se encontré una correlacion significativa entre el contenido de fenoles con
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la capacidad antioxidante medida por el método ABTS (r=0.45). Respecto a la
inhibicién de las enzimas, la correlacion mas importante se presentd para la enzima
a-amilasa con flavonoides totales (r=0.47). Para la enzima a-glucosidasa las
correlaciones mas importantes se dieron con los contenidos de fenoles totales
(r=0.27) y antocianinas totales (r=0.31); mientras que, para la lipasa pancreatica,
las correlaciones fueron de 0.40, 0.31 y 0.36 para el contenido de fenoles,

flavonoides y antocianinas totales respectivamente.

En el Cuadro 7 se muestran las correlaciones entre el contenido de los compuestos
fendlicos con las curvas de tolerancia al almidon y a los triglicéridos. El efecto més
importante para la reduccién de ambas curvas se presento en relacion al contenido
de antocianinas totales (0.66 y 0.71, respectivamente), seguido del contenido de

flavonoides totales (0.41 y 0.36, respectivamente).
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Figura 14. Area bajo la curva de las ratas tratadas con aceite de maiz e infusiones.
Cada punto representa la media + error estandar (n = 4). Las letras indican
diferencia estadistica signifcativa (p <0,05) con la prueba de Tukey.
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Cuadro 6. Correlaciones de Pearson de compuestos fendlicos, capacidad
antioxidante e inhibicién de enzimas digestivas.

L o Inhibicién . .
mvn | mnwer "Il oo aots o T Fovnotes  Antocinines
g Pancreética

Inhibicién ; 0.62 011 027 019 023 033 0.47 0.28
a-amilasa
Inhibicion 0.62 . 0.18 031 023 017 027 0.19 0.31
a-glucosidasa ’ ’ ’ ’ ’ ' ’
Inhibiciéon
lipasa 0.11 0.18 - 009 014 012 040 0.31 0.36
pancreética
DPPH 0.27 0.31 0.09 ; 049 071 037 0.33 0.89
ABTS 0.19 0.23 0.14 0.49 - 042 045 0.41 0.91
NO 0.23 0.17 0.12 071 042 - 0.33 0.27 0.95
Fenoles totales 033 0.27 0.40 037 045 033 - 0.59 0.47
Flavonoides 0.47 0.19 0.31 033 041 027 059 - 0.28
roeon . . . . . . . .
Antocianinas 0.28 0.31 0.36 089 091 095 047 0.28 -

totales

Cuadro 7. Correlaciones de Pearson de compuestos fendlicos y curvas de

tolerancia al almidén y a los triacilglicéridos.

Antocianinas

AUC almidon AUC triglicéridos Fenoles totales Flavonoides totales totales
AUC almidén - 0.08 0.33 0.41 0.66
AUC triglicéridos 0.08 - 0.39 0.36 0.71
Fenoles totales 0.33 0.39 - - 0.47
Flavonoides totales 0.41 0.36 0.59 - 0.28
Antocianinas totales 0.66 0.71 0.47 0.28 -
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7. DISCUSIONES

Los polifenoles son considerados los principales compuestos bioactivos detectados
en infusiones herbales y se ha demostrado que presentan diferentes propiedades
biolégicas (Hernandez, 1999). En este estudio, las infusiones de H. sabdariffa y C.
paradisi tuvieron el mayor contenido de compuestos polifendlicos (Cuadro 2). La
presencia de compuestos polifenélicos en las bebidas contribuye mayoritariamente
a la capacidad antioxidante de la dieta en comparacién con el aporte de los frutas y
verduras (72.6% vs 17.3%) (Franco y Moure, 2010).

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio propiciado por la produccion
excesiva de especies reactivas (ER) y radicales libres (RL), que provocan dafio
oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas
antioxidantes de defensa. El dafo celular que producen los ER y los RL, provoca
una gran variedad de cambios bioquimicos vy fisiologicos en la célula, ocasionados
por la activacion de una reaccion en cadena. Esto induce a que se presenten
diversas enfermedades, como diabetes, ateroesclerosis, procesos inflamatorios,
enfermedad de Alzheimer, Parkinson, cataratas, depresién, diversos tipos de
cancer, entre otros (Ramos y col., 2006). Debido a lo anterior, se recomienda el
consumo de bebidas ricas en polifenoles y antioxidantes, bajas en azUcares
simples, para aumentar el consumo de compuestos bioactivos con propiedades
benéficas (Hervert, 2011). En el Cuadro 3 se muestra la actividad antioxidante de
las infusiones estudiadas, la cual se evalué mediante tres ensayos diferentes,
siendo la infusion de O. sanctum L. la que present6 la mayor actividad contra los
radicales DPPH, ABTS y NO, seguido por la infusion de H. sabdariffa.

A pesar de que los radicales ABTS y DPPH no se forman en el organismo, la gran
capacidad de eliminacién de H. sabdariffa y O. sanctum L. contra estos radicales,
sugiere que estas infusiones de hierbas tienen una actividad de transferencia de
electrones. Ademas, la alta capacidad de éstas infusiones contra radicales de NO
es de gran importancia fisiolégica, ya que una excesiva produccion de este

compuesto conduce al desarrollo de estrés nitrosativo, debido a la produccion de
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peroxinitritos (NO®), que son especies muy reactivas, las cuales pueden inducir la
peroxidacion de lipidos, la oxidacion de proteinas y dafios de nitracion al ADN, y se

relaciona con el desarrollo de complicaciones diabéticas (Pacher y col., 2005).

La maxima capacidad inhibitoria de la infusion H. sabdariffa contra DPPH y ABTS
(99 y 92%) fue mayor que la reportada para un extracto acuoso de H. sabdariffa (~
40%) (Mohd y col., 2010.), lo cual puede estar relacionado con una mayor
extraccion de compuestos bioactivos en infusiones debido a la utilizacion de altas
temperaturas (90°C). La capacidad antioxidante de infusiones a partir de flores de
O. sanctum L. no se ha informado, y estos resultados sugieren que las flores O.

sanctum L. pueden disminuir el estrés oxidativo.

En este estudio también se determiné la capacidad de las infusiones para disminuir
los niveles de glucosa y triglicéridos postprandiales. Los efectos se compararon con
la acarbosa y el orlistat, ya que el uso de acarbosa puede mejorar el control
glucémico de los pacientes y orlistat impide la hidrdlisis intestinal de los triglicéridos
y, por tanto, llega a disminuir la captacion de grasas de la dieta en un 30%
consiguiendo una pérdida de peso comparable a la que se consigue con una dieta
baja en grasas (Levy y col., 2000; Gomis, 2004). Sin embargo, el orlistat
comunmente presenta efectos adversos gastrointestinales; de manera similar, los
efectos secundarios de la acarbosa limitan su utilizacién (Calle y Charro, 2001,
Padwal y Majumdar, 2007) por lo tanto, la identificacién de alternativas naturales es

de gran interés para los investigadores y la creacion de nuevos medicamentos.

En la medicina tradicional mexicana, las decocciones e infusiones de H. sabdariffa
se utilizan para la diabetes y tratamiento de la obesidad, y se ha reportado que uno
de los mecanismos de sus propiedades hipoglucemiantes y hipolipidémicos es la
inhibicion de las enzimas digestivas (Badreldin y col.,, 2005). Sin embargo, el
potencial antidiabético y antihipertrigliceridémicos postprandial de las infusiones de

O. sanctum L. y C. paradisi siguen siendo desconocido.

La capacidad de los polifenoles para modular la actividad de diferentes enzimas, y

para interferir consecuentemente en mecanismos de sefalizacion y en distintos
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procesos celulares, puede deberse, al menos en parte, a las caracteristicas
fisicoquimicas de estos compuestos, que les permiten participar en distinta
reacciones metabdlicas celulares de oxido-reduccion (Quifiones y col, 2012). Los
polifenoles presentan una actividad inhibidora sobre varias enzimas debido a la
interaccion de sus grupos hidroxilo con los grupos polares del sitio alostérico de
estas enzimas (Adisakwattana y col., 2012).

En este estudio se evaluo la capacidad de las infusiones para inhibir las enzimas a-
amilasa, a-glucosidasa y lipasa pancreéatica. La evaluacion de las dos primeras
enzimas se efectud con el fin de elucidar el mecanismo de inhibicion de la digestion
y/lo absorcion de carbohidratos, ya que el efecto antihiperglucémico postprandial
esta relacionado con la regulacion de la absorcion de glucosa desde la luz
intestinal. El almidon de la dieta se hidroliza primero en oligosacaridos por a-
amilasa pancreética, que se hidroliza al final a glucosa por a-glucosidasa intestinal

para su absorcién (McDougall y col., 2005).

Las infusiones de H. sabdariffa y O. sanctum L. presentaron una capacidad
inhibitoria contra a-amilasa similar a la acarbosa (Figura 6), y una capacidad
inhibitoria un poco mayor para a-glucosidasa (Figura 7), lo que sugiere que la
inhibicion de la digestién de carbohidratos estd parcialmente relacionada con su
efecto antidiabético. Esto fue confirmado in vivo en una curva de tolerancia al
almidon en donde se demostr6 que las infusiones de H. sabdariffa y O. sanctum L.
presentaron menores valores de glucosa comparado con el grupo control negativo
(Figura 11 y 12). En base a lo anterior, el efecto antihiperglicémico de las infusiones
podria estar relacionado con la regulacion del transporte de glucosa a través del

lumen intestinal, inhibiendo la digestién y/o absorcion de carbohidratos.

En el estudio cronico también se observd una disminucion de glucosa y dicho
efecto estuvo asociado con una mejora de la resistencia a insulina (Cuadro 5), por
lo tanto, ademas del efecto gastrointestinal, las infusiones podrian mejorar algunas
de las vias relacionadas con la insulina. Se ha reportado que un extracto

polifendlico de H. sabdariffa mejoro6 los niveles de glucosa e insulina en un modelo
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de diabetes tipo 2 (Peng y col., 2011). Por otro lado, un extracto acuoso de O.
sanctum L. mejor0 la resistencia a insulina en un modelo de animales alimentados
con una dieta alta en fructosa (Reddy y col., 2008). Y respecto a C. paradisi un
extracto de esta fruta mejoré el valor de HOMA en animales resistentes, dicho
efecto se asocidé a una disminucién de las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa y
disminuyo la entrada de glucosa mediada por el transportador de glucosa intestinal
SGLT1 (De la Garza y col., 2013).

Otro de los efectos bioldgicos evaluados fue la propiedad hipolipidémica de las
infusiones. Primeramente se determind el efecto de estas bebidas sobre la
actividad de la enzima lipasa pancreatica, la cual es una enzima clave de la
hidrélisis de triacilglicéridos en mono y diacilglicéridos, y acidos grasos, por lo que
su inhibicion puede reducir triglicéridos postprandiales (Birari y Bhutani, 2007). Las
infusiones de O. sanctum L. y H. sabdariffa presentaron una alta capacidad
inhibidora de la lipasa pancreatica (Figura 8), la cual fue moderadamente mayor
que orlistat, lo que sugiere que el efecto antihiperlipidémico observado puede ser

parcialmente relacionado con la inhibicién de esta enzima.

Por otro lado, el efecto antihiperlipidemicode las infusiones se evalu6 usando un
lipido (aceite de maiz) administrado por via oral. Las ratas tratadas con H.
sabdariffa y O. sanctum L. mostraron una disminucion significativa del aumento de
la concentracién de triglicéridos plasmaticos, presentando valores ligeramente mas
altos que el grupo de orlistat, mientras que el grupo C. paradisi no presentd un
efecto antihiperlipidemico (Figural3). Las infusiones de H. sabdariffa y O. sanctum
L. presentaron valores del area bajo la curva ligeramente superiores a orlistat, lo
gue sugiere que estas infusiones presentan un efecto hipotrigliceridémico, mientras
gue el grupo C. paradisi presentd estadisticamente valores similares a los del

grupo control negativo (Figura 14).

En el estudio crénico se observo una disminucion de los niveles de triglicéridos en
sangre en los grupos tratados con todas las infusiones, por lo tanto, ademas de la

inhibicion de la lipasa, existe un mecanismo adicional que permite mejorar los
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niveles de estos lipidos, principalmente para el grupo tratado con C. paradisi
(Figura 10).

Un extracto acuoso de H. Sabdariffa disminuyo la sintesis de triacilglicérido en
higado de ratones obesos alimentados con una dieta alta en grasa, presentandose
una regulacién negativa del factor de transcripcion SREBP-1, del cual depende la
sintesis de acidos grasos (Villalpando-Arteaga y col., 2013). Resultados similares
fueron reportados para un extracto de O. sanctum L. en el cual se observo una
disminucién de la concentracion de triacilglicéridos en higado (Rai y col., 1997).
Respecto a toronja, solo existe informacion del efecto hipolipidémico del consumo
de jugo, pero no de infusiones y dicha actividad esta relacionada con una menor
concentracion de triacilglicéridos en higado, esto podria a su vez mejorar la

concentracion de estos lipidos en sangre (Deyhim y col., 2006).
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8. CONCLUSIONES

Las infusiones de H. sabdariffa y C. paradisi mostraron el mayor contenido de
compuestos fendlicos, principalmente antocianinas, las cuales influyen de manera

importante para la capacidad antioxidante.

Estas mismas infusiones disminuyeron la actividad de las enzimas digestivas o-
amilasa, a-glucosidada y lipasa pancreatica, lo cual podria estar relacionado con el

mecanismo de accion hipoglucemiante e hipolipidémico.

La infusidbn C. paradisi, disminuyé la resistencia a insulina y los niveles de
triacilglicéridos en ratas obesas y el mecanismo es independiente al de la inhibicién

de enzimas digestivas.

El consumo de infusiones en ratas obesas inducidas con una dieta alta en
carbohidratos simples (fructosa) y grasa saturada, disminuyd parametros
relacionados con las complicaciones originadas por la obesidad. Por lo tanto el
consumo de las infusiones en estudio se pueden utilizar como una alternativa para

el tratamiento de obesidad.
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