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RESUMEN

Una de las alternativas para el control de la diabetes es el consumo de productos
a base de sébila (Aloe vera), debido a sus fitoquimicos y contenido de fibra. Sin
embargo, dentro de su composicion se encuentra la aloina, una antraquinona
asociada con efectos carcinogénicos; por esta razon, la FDA ha catalogado a la
sabila como un alimento no reconocido como seguro (NO GRAS). Las empresas
que elaboran productos a base de sabila, han implementado una operacion
adicional para la eliminacion de este compuesto, lo que podria modificar su
composicion quimica y asi comprometer su capacidad antidiabética. El objetivo de
este trabajo fue determinar las propiedades antidiabéticas de productos de sabila
sometidos a procesos de eliminacién de aloina. Se utilizaron tres productos: jugo
de la hoja completa sin procesar (HCSP), jugo de la hoja completa procesada
(HCP) vy jugo interior de la hoja (gel) procesado (HIP). A las cuales se les
cuantificaron algunos fitoquimicos relacionados con salud y propiedades
funcionales. En los resultados obtenidos se encontr6 que HCP e HIP, en
comparacion con HCSP, presentaron menor concentracion de compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante. Por otra parte, HIP presenté el mayor
porcentaje de fibra dietaria tanto soluble como insoluble, asi como la mayor
inhibicion in vitro de las enzimas digestivas a-amilasa y a-glucosidasa. Ademas, se
observdé una hidrélisis de los polisacaridos en los productos de sabila con
eliminacion de aloina (HCP e HIP). Para los estudios in vivo, se emplearon ratas
diabéticas inducidas con estreptozotocina, a las que se les administraron los tres
productos de sabila: HCSP, HCP y HIP en dosis de 60 y 80 mg/dia cada uno,
durante 4 semanas. No se observaron efectos sobre la disminucién de glucosa en
suero, ni un incremento en los niveles de insulina con ninguno de los tratamientos
de sabila. Sin embargo, si se observé una disminucién de los triglicéridos en suero
e higado con HIP a una dosis de 80 mg/dia y se mejoro la esteatosis hepatica; asi
mismo, este tratamiento presenté una menor actividad de la enzima alanino
aminotransferasa sérica. En conclusion, HCSP y HCP no mostraron efectos
hipoglucemiantes pero HIP disminuyé las alteraciones hepaticas relacionadas con
el almacenamiento de triglicéridos, pero dicho tratamiento podria ocasionar dafio
al rindn, por lo tanto, este tipo de productos podria ocasionar efectos adversos a la
salud.

Palabras clave: aloina, diabetes, Aloe vera, sabila



SUMMARY

An alternative for the control of diabetes is the consumption of aloe (Aloe vera),
due to its phytochemicals and fiber content. However, aloe contains the
antraquinone aloin, which has been associated with carcinogenic effects; for this
reason, the FDA declared aloe products as not generally recognized as safe (NOT
GRAS). Therefore, industries that produce aloe-based products must include
additional operations to reduced aloin content. Nevertheless, the effect of this
process on aloe chemical composition and its antidiabetic properties is unknown.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the antidiabetic properties of
aloe products undergoing aloin elimination procedure, which included the
unprocessed whole leaf juice (UWL), the processed whole leaf juice (PWL) and the
processed inner leaf juice (PIL). Several compounds with health benefits and
functional properties were spectrophotometrically quantified and the results
showed that PIL and PWL had lower concentration of total polyphenolic
compounds and antioxidant capacity compared with UWL. Moreover, PIL had the
highest percentage of both soluble and insoluble dietary fiber, as well as the
highest in vitro inhibition of digestives enzymes (a-amylase and a-glucosidase).
Furthermore, higher polysaccharide hydrolysis products were determined after
aloin elimination procedure (PWL and PIL). For in vivo studies, the streptozotocin-
induced diabetic model was used to evaluate the aloe products (UWL, PWL and
PIL) at doses of 60 and 80 mg/day each, for 4 weeks. No effects on lowering
serum glucose and increased insulin levels with any of aloe treatments were
observed. Interestingly, serum and liver triglycerides were decreased with HIP
treatment at a dose of 80 mg/day. Moreover, this treatment also improved hepatic
steatosis and the alanine aminotransferase levels in serum. In conclusion, UWL
and PWL did not exert antidiabetic activity while PIL ameliorated hepatic disorders
related to triglyceride storage, however this treatment may cause kidney damage.
Therefore, these products may cause adverse health effects.

Keywords: aloin, diabetes, Aloe vera, aloe
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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénico degenerativa que
se caracteriza por un aumento de los niveles de glucosa en sangre. Esta
enfermedad es una de las principales causas de mortalidad en México y
actualmente, existen entre 6 y 10 millones de diabéticos (con una prevalencia
nacional de 10.7 % en personas entre 20 y 69 afos). La DM se clasifica en 2 tipos:
la diabetes mellitus tipo I, en la que existe una destruccioén total de las células (3, lo
gue conlleva una deficiencia absoluta de insulina; la diabetes mellitus tipo II, que
se genera como consecuencia de una resistencia periférica a la insulina. La
mayoria de los pacientes son clasificados con diabetes tipo II. En ambos casos, la
disminucién de la captacion de glucosa en el tejido muscular y adiposo conduce a
la hiperglucemia cronica en torrente sanguineo, lo que resulta en dafio tisular y

sus complicaciones (Aguilar Salinas, 2001).

Recientemente, se ha sugerido que la sobreproduccién de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno generadas principalmente dentro de la
mitocondria, puede ser la clave central en muchas de las patologias de la
diabetes. Por lo tanto, la generacion de estas especies reactivas y el dafio
oxidativo pueden contribuir a la aparicion y progresion de las complicaciones de la
diabetes (Pérez Matute, 2009).

Debido a lo anterior es necesario el desarrollo de diversas alternativas
con propiedades antidiabéticas y que ademas ayuden a contrarrestar el estrés
oxidativo generado durante el desarrollo de la esta enfermedad, lo que puede

disminuir el riesgo de complicaciones (FMD, 2012).

Una de estas alternativas es el consumo de sabila (Aloe vera), la cual ha
reportado que tiene efectos antidiabéticos debido a su capacidad antioxidante y a
su alto contenido de fibra. Los compuestos a los que se les atribuye dichas
propiedades incluyen las antraquinonas, cromonas Y los polisacaridos compuestos
de glucosa y manosa. Sin embargo, en 2002 la “Food and Drug Administration”

(FDA) catalog6 a la sabila como un alimento No Generalmente Reconocido Como



Seguro (NO GRAS, por sus siglas en inglés), debido a su contenido de aloina, una
antraquinona presente en la sabila a la cual se le ha atribuido un efecto
cancerigeno. Por dicha razon, la Comision Federal para la Proteccion contra
Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) en México ha solicitado a las empresas
generadoras de suplementos alimenticios a base de sébila, implementar nuevas
tecnologias para la eliminaciéon de aloina. No obstante, estas modificaciones al
proceso original para la obtencién de estos suplementos podrian producir cambios
en la composicidbn quimica de la sabila y estar comprometiendo su actividad
antidiabética, lo cual hace necesario llevar a cabo una evaluacion de estos
productos para verificar que sus propiedades se conserven después del
tratamiento (FDA, 2002; IMPROVE USA, 2014).

En este trabajo se pretendid evaluar la composicion nutracéutica,
caracteristicas antioxidantes y antidiabéticas de los productos derivados de sabila
antes y después del tratamiento para la eliminacion de aloina, asi como su efecto

in vivo en un modelo de diabetes.



2 ANTECEDENTES
2.1 Diabetes mellitus (DM)

La DM es una enfermedad cronica caracterizada por una hiperglucemia
gque se desencadena cuando el organismo pierde su capacidad de producir
suficiente insulina o de utilizarla con eficacia. Ya que la insulina es una hormona
que permite que la glucosa de los alimentos entre a las células del organismo. Una
alteracién es esta hormona da como resultado que la glucosa no se absorba
adecuadamente y quede circulando en la sangre, dafiando a los tejidos con el
paso del tiempo y asi generando complicaciones (Aguilar Salinas et al, 2001; IDF,
2015).

2.1.2 Clasificacion de DM
2.1.2.1 Diabetes Mellitus Tipo |

Este tipo de diabetes es causada por una reaccidén autoinmune, en la que
el sistema de defensas del organismo ataca a las células productoras de insulina
(células B pancreéticas) y como consecuencia, el organismo deja de producirla.

Por lo tanto, se requiere la administracién de esta hormona (OMS, 2014).
2.1.2.2 Diabetes mellitus Tipo I

La diabetes tipo 2 es el tipo mas comun de diabetes. El organismo puede
producir insulina pero, en ocasiones esta no es suficiente o el organismo no

responde a sus efectos, provocando una acumulacion de glucosa en la sangre.

Este tipo de diabetes, generalmente, aparece en la vida adulta y se
relaciona frecuentemente con la obesidad de la parte media del cuerpo, inactividad

fisica, mala alimentacién y dislipidemia (OMS, 2014).
2.1.3 Prevalencia

La diabetes tipo Il representa el 90% de los casos a nivel mundial y se
debe en gran medida a un excesivo peso corporal e inactividad fisica. Sélo hasta



hace poco, la diabetes tipo Il se presentaba Unicamente en adultos pero ahora se
ha manifestado también en nifios (FMD, 2012).

La DM se encuentra entre las primeras causas de muerte en México
debido a las complicaciones que genera esta enfermedad y en 2012, México
ocupo el sexto lugar a nivel mundial en muertes relacionadas con la diabetes (IDF,
2014).

2.1.4 Complicaciones de la DM

2.1.4.1 Daio renal

Se le llama nefropatia diabética al dafio ocurrido en el rifién asociado a las
altas concentraciones de glucosa en el organismo; ésta se define como un
aumento de albumina, una proteina abundante en el organismo, mayor de 300
mg/24 h y por una disminucion de la tasa de filtracion glomerular (Torres Viloria y
Zacarias Castillo, 2002).

El rifidn esta conformado por nefronas y éstas en su interior contienen a los
glomérulos, cuya funcién es filtrar la sangre y eliminar productos de desecho.
Debido al aumento de glucosa en el organismo, ésta interactla con las proteinas
formando productos de glicacion avanzada que se acumulan en el glomérulo, lo
que provoca cambios en su estructura, evitando la correcta filtracion del rifion e
incrementando los productos de desecho como lo son creatinina y urea en suero.
El efecto anterior, también se observa en los tubulos proximales del rifién, cuya
funcién es reabsorber de manera controlada algunos compuesto Utiles para el
organismo, pero cuando los tubulos se dafian debido a la glucosa, hay un
aumento en suero de otros productos de desecho como el &cido urico (Jiménez
Cocco et al., 2003; Fierro, 2009; Zenteno et al., 2011).

2.1.4.2 Daifo hepético

La enfermedad hepatica grasa no alcohdlica se define como una
acumulacion excesiva de grasa en el higado en forma de triglicéridos,

denominada esteatosis (histolégicamente infiltracion mayor del 5% de los



hepatocitos). La clasificacion del grado de esteatosis se determina por la
cantidad de triglicéridos encontrados en el higado; se tienen cuatro grados:
Grado 0, no se encuentra ninguna lesion; Grado 1, el porcentaje de triglicéridos
es menor del 33% en el higado; Grado 2, el porcentaje se encuentra entre 33-

66% y el Grado 3, el porcentaje es mayor al 66% (Bernal Reyes, 2010).

La esteatosis es una complicacion de la diabetes como consecuencia de
la resistencia a la insulina, pues existe una hiperinsulinemia que contribuye a una
lipogénesis en el higado lo que conlleva a un aumento de acidos grasos, estos
se pueden esterificar dando como resultado un incremento en la formacién de
triglicéridos en el hepatocito. Debido a lo anterior, se promueve la lisis celular y
por lo tanto se incrementan en suero, enzimas que se encontraban en el
hepatocito (Postic y Girad, 2008).

Una de estas enzimas es la alanina aminotransferasa, la cual cataliza la
transferencia de grupos amino para formar el metabolito oxaloacetato. Se
encuentra en abundancia en el citoplasma de los hepatocitos y, por lo tanto, se
considerada una enzima higado-especifica, aunque también esta presente en el
rién y, en cantidades menores, en el miocardio y en el mulsculo esquelético
(Tejos et al., 2013).

La otra enzima es la aspartato aminotransferasa, que cataliza la
transferencia del grupo amino del aspartato al 2-oxoglutarato, formando
oxalacetato y glutamato. En mas inespecifica en comparacion con la alanina
aminotransferasa. Se encuentra en altas cantidades en las células del higado, el

corazon y los musculos (Rodriguez y Martin, 2002).

Finalmente, la fosfatasa alcalina es una fosfomonoesterasa ligada a la
membrana celular, constituida por un grupo de isoenzimas que catalizan la
liberacién de fosfato de ésteres monofosféricos a pH alcalino. La enzima esta
involucrada en el transporte de metabolitos a través de las membranas celulares,
se encuentra en casi todos los tejidos del cuerpo, pero es mayor su presencia en

el higado, las vias biliares y los huesos (Briozzo et al., 2008).



2.1.5 Estrés oxidativo en la DM

Se define como estrés oxidativo a la pérdida del equilibrio entre la
produccion de radicales libres y los agentes antioxidantes en el organismo (Résen,
2000).

Recientemente, se ha sugerido que la sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrogeno (ERN) generadas
principalmente dentro de la mitocondria, pueden ser la clave central en la diabetes,
ya que éstos causan interferencia en la cascada de sefializacion de la insulina y el
transporte de glucosa en las células. Se ha observado que en pacientes que
presentan estrés oxidativo tienen una mayor resistencia a la insulina que los
pacientes que no presentaban dicha alteracién. Esto se debe a que los radicales
libres que promueven el estrés oxidativo impiden la secrecién de insulina por parte
de las células B del pancreas, afectando el transporte de glucosa en el tejido
muscular y el tejido adiposo. Ademas se ha encontrado que en una condicién
cronica de hiperglicemia se favorece la produccién de radicales libres (Maritim et
al., 2003; Pérez Matute et al., 2009; Roberts y Sindhub, 2009).

Se ha reportado que durante el desarrollo de la DM, el sistema
antioxidante del organismo disminuye y no es suficiente para contrarrestar los
efectos deletéreos del estrés oxidativo, por lo que se sugiere consumir

antioxidantes para equilibrar dicho sistema (Jaramillo Juarez et al., 2012).

2.1.6 Alternativas terapéuticas para el control de la DM

La diabetes representa un problema para la poblacion ya que cada vez
son mas las personas que padecen este trastorno, por lo tanto, es necesario tener
diversas alternativas para el tratamiento de este enfermedad; tal es el caso de la
sabila (Aloe vera), la cual presenta propiedades antidiabéticas debido a su

capacidad antioxidante y alto contenido de fibra.



2.2 Sabila (Aloe vera)
2.2.2 Generalidades

La séabila es una planta originaria de Africa y puede encontrarse en todo el
mundo, especialmente en las zonas tropicales y subtropicales. Es una planta con
gran interés terapéutico, existen alrededor de 300 especies de Aloe pero son
cuatro tipos las que presentan propiedades medicinales, siendo Aloe barbadensis
la mas popular y llamada comunmente por los taxnomos como Aloe vera. De
acuerdo a la Figura 1, las hojas se componen de tres capas: a) La capa exterior y
gruesa, que tienen la funcién de proteccion, b) La capa intermedia que esta
compuesta de un latex, el cual es una savia amarilla y amarga, y c) La capa
interna que compuesta de gel. De las plantas adultas (3-5 afios), se recolectan las
hojas mas externas de la base para obtener una pulpa de aloe. Las partes de la
sabila que se utilizan para procesar y fabricar productos, son el gel y el latex
(Shelton, 1991; Surjushe et al., 2008; Shengal et al., 2013).

Figura 1. Corte trasversal de una hoja de Aloe vera
(Tomado de http://www.consultatodo.com/aloeVera/paginaAloe3.htm)



2.2.3 Distribucién nacional de la sabila

México aporta el 56% de las hectareas cultivadas y se posiciona como el

mayor agricultor de sabila en el mundo (Alvarez Moreno, 2007).

En México se cuenta con una vasta distribucion de sabila, siendo
Tamaulipas el principal productor aportando un 75 % de la produccion nacional.
En ese estado se encuentra una de las empresas mas importantes para la

comercializacién de productos a base de sabila (SAGARPA, 2009).
2.2.4 Composicién quimica

La sabila en su mayoria contiene antraquinonas, carbohidratos en su
mayoria polisacaridos y cromonas; ademas de otros componentes que se

encuentran en menor cantidad (Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicién quimica de la sabila (Aloe vera)

Componentes Elementos

Aloe-emodin, 4cido aloético, antranol, aloina Ay B
(ambos son llamados barbaloina), isobarbaloina,
emodina, éster de acido cindmico.

Manano, manano  acetilado, glucomananao,
glucogalactomanano, galactano, galactogalacturano,
arabinogalactano, galactoglucoarabinomanano,
pectina, xilano y celulosa.

Calcio, cloro, cromo, cobre, hierro, magnesio,
manganeso, potasio, fosforo, sodio, zinc.
8-C-glucosil-(2’-O-cinnamoil)-7-O-metilaloediol A, 8-
C-glucosil-(S)-aloesaol, 8-C-glucosil-7-O-metil-(S)-
Cromonas aloesol, 8-C-glucosil-7-O-metilaloediol,
8-C-glucosil-noreugenin, iIsoaloeresin D,
isorabaicromona, neoaloesin A.

Fosfatasa alcalina, amilasa, carboxipeptidasa,
catalasa, cyclooxidasa, ciclooxigenasa, lipasa,
oxidase, fosphoenolpiruvato carboxilasa y
superéxido dismutasa.

Acido araquiddnico, acido y-linolenico, esteroides,
Varios trigliceridos, triterpenoides, ligninas, sorbato de
potasio, acido salicilico y acido urico.

B1, B2, B6, C, B-caroteno, colina, acido félico y a-
tocoferol.

Antraquinonas

Carbohidratos

Compuestos inorganicos

Enzimas

Vitaminas

(Hamman, 2008)



2.2.4.1 Polisacéridos

La sabila es una fuente rica en polisacaridos que forman parte de la fibra
soluble, éstos se encuentran en mayor proporcién en el gel; el glucomanano es

uno de los principales polisacéridos (Choi y Myung-Hee, 2003; Ni et al., 2004).

El glucomananno es un polimero formado por la union de glucosas y
manosas en una proporcion 5:8 con enlaces 3 (1-4) y un alto peso molecular;
posee la capacidad de captar agua, formando soluciones muy viscosas.
Proporciona una sensacion de saciedad, asi mismo, disminuye los niveles de
glucosa e insulina, debido a que retrasa el vaciado gastrico y por lo tanto, dificulta
el acceso de la glucosa a la mucosa intestinal (Gonzalez Canga et al., 2003).

2.2.4.2 Cromonas

La principal cromona encontrada en la sabila es la aloesina (Choi y
Myung-Hee, 2003). Las cromonas son componentes bioactivos que han
demostrado tener efecto antidiabético debido a su poder antioxidante, esto puede
contribuir a la disminucion de los efectos del estrés oxidativo durante la diabetes
(Yimam et al, 2014).

2.2.4.3 Antraguinonas

Las antraquinonas son metabolitos que se componen de anillos
aromaticos con dos grupos acetona. En la sabila se encuentran las siguientes
antraquinonas: aloe emodina, emodina y en mayor cantidad la aloina. Diversos
estudios han demostrado que las antraquinonas son importantes por su capacidad
antioxidante (Park et al., 1998).

2.2.5 Aloeveray diabetes

Existen estudios donde se han reportado que el extracto pulverizado de
las hojas de séabila disuelto en agua en una dosis entre 300-500 mg/kg, induce un

efecto hipoglicémico en ratas diabéticas inducidas con aloxano, debido a que la



sabila previene la muerte de las células B, ademas de inducir su recuperacion e

iniciar la proliferacion de éstas (Sharma et al., 2013).

En otras investigaciones se ha demostrado que existe un efecto
antidiabético del gel de aloe. El tratamiento fue suministrado a pacientes obesos
con prediabetes; a los pacientes se les dio dos capsulas que contenian 147 mg de
gel por capsula después del desayuno y cena. Los resultados no fueron muy
claros debido a que no se manejé una dieta estricta para los pacientes y no se
controlaron otros factores. Sin embargo, en estudios anteriores realizados por el
mismo grupo de trabajo, se demostro que el gel redujo los niveles de insulina en
ratas diabéticas por la activacion de AMP, una protein quinasa del musculo, la cual
es un regulador importante del metabolismo de glucosa vy lipidos (Choi et al.,
2013).

Abo-Youssef y Messiha (2013) reportaron que al administrar el gel directo
de la pulpa de la sabila, en concentraciones de 10 mL/kg a ratas diabéticas
mostraron efectos hipoglucémicos; dicho efecto se relacion6 con las propiedades
antioxidantes del extracto sobre las células B del pancreas, promoviendo su
reparacion. Asi mismo, se sugiri6 que la proteccién de la sabila puede estar
relacionada con su efecto antiinflamatorio, pues ellos proponen que la inflamacién
participa en la progresion de la diabetes, los principales componentes

antinflamatorios son la emodina y la manosa 6-fosfato.

Extractos del gel de las hojas de sabila fueron administrados a ratas
diabéticas en una dosis de 300 mg/kg; se observé una mejora en los niveles de
actividad de las enzimas antioxidantes hepaticas. Estos resultados se les atribuyd
a los polisacaridos debido a su capacidad antioxidante y a que éstos estimulan la
secrecion de insulina a partir de las células B remanentes y regeneradas

(Ramachandraiahgari et al., 2012).

En otro trabajo se utilizo el gel de Aloe vera y éste se sometio a digestion
de cinco proteasas para eliminar todo aquello que no fuesen polisacéaridos. A este

extracto se le realizé un estudio de radicales libres a través de un inductor llamado
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AAPH y se observd la disminucion de la concentracion de radicales libres
proporcional al aumento de la concentracion de este extracto de polisacaridos.
Posteriormente, se identific6 el polisacarido que resulté ser una mezcla de

ramnosa y arabinosa (Misawa et al., 2008).
2.2.6 Toxicidad de Aloe vera

La aloina es un componente de la sabila y se le han atribuido efectos
benéficos debido a que tiene capacidad antioxidante (Park et al., 1998). Sin
embargo, se ha propuesto que los productos alimenticios a base de sabila no
deben contener aloina dado sus propiedades laxantes y alergénicas (FDA, 2002).

Adicionalmente, se han evaluado las propiedades antioxidantes y
prooxidantes de diferentes concentraciones de aloina, sobre plasmidos de ADN en
un estudio in vitro; el dafio al ADN se midi6 a través de irradiacion UV. Se
encontré que concentraciones de 1.25 hasta 2.5 mM de aloina inducian rupturas
en el ADN de 5-30%, mientras que concentraciones de 8-300 uM tenian efecto

prooxidante, ocasionando un dafio de 29-35% en el ADN (Tian y Hua, 2005).

En un estudio realizado por Pandiri et al. (2011), se evaluaron los
extractos de las hojas de Aloe vera. Se administrd el jugo de las hojas a ratas
sanas F344 en concentraciones de 0.5, 1 y 1.5% por dos afos ad libitum y estas
desarrollaron tumores intestinales similares a tumores colaterales en humanos,
ademas se relaciono positivamente el aumento de estos tumores con la dosis del

jugo de sabila.

A bebidas suplementadas con gel de sabila se les realizé evaluaciones
toxicoldgicas usando ratones B6C3F1 sanos. En este caso, las hojas de sabila se
trataron con carbo6n activado y un estudio de HPLC demostrd que se contaba con
una concentracion menor de 10 ppm de aloina después del tratamiento. Se
suministraron estas bebidas en una dosis del 1% del peso corporal del raton por
dia. Después de 13 semanas no se observaron patologias intestinales, por lo que
se atribuy6 éstos efectos a la disminucion en la concentracion de aloina (Sehgal et
al., 2013).
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Posteriormente, el Headquartered at the National Institute of
Environmental Health Sciences (NIHHHS) en 2011 estableci6 que en la
elaboracion de productos a base de sabila, el limite permitido de aloina es menor
a 1 ppm para productos liquidos y hasta 10 ppm en productos solidos o
semisolidos. En mayo de 2002, la FDA definié a la aloina como un alimento NO
GRAS y los productos que contienen aloina ya no son viables para medicamentos
o suplementos de venta libre (FMD, 2012).

2.2.6 Tratamientos de los productos de sabila

Debido a lo anterior, se debe de procesar a la sabila con tratamientos que
eliminen a la aloina, para continuar con su consumo Yy seguir utilizando a esta
planta como una alternativa al tratamiento de la diabetes. En México, la
COFEPRIS ha solicitado a las empresas que generan productos a base de sabila

la implementacion de alguna tecnologia para la eliminacion de aloina.

Una de las alternativas ha sido el empleo de carbén activado, el cual se
mezcla y se deja reposar, posteriormente se afiade tierra de diatomeas para
generar un sistema de filtrado y eliminar el carbén activado, después el jugo
continua con las etapas sucesivas del proceso para finalizar con el secado del
producto (IMPROVE, 2014).

I Recirculacion

Tanque

de E— Tanque de
almacenamiento < almacenamiento
(Jugo)

A N\

Filtracion con

Pre-filtrado tierra de
diatomeas

Aplicacién de N 4
Carbén Activado

Filtro de
pulido

Secado
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Figura 2. Diagrama del proceso para la eliminacion de aloina de los productos de sabila

Sin embargo, el empleo de estas tecnologias para eliminar aloina podria modificar
la composicion quimica de los productos y, por lo tanto, se podria modificar las
propiedades benéficas.
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3 JUSTIFICACION

Una de las principales causas de muerte en México es la diabetes, por lo
tanto se requiere encontrar alternativas para el tratamiento de esta enfermedad.
La sabila se ha recomendado como un coadyuvante debido a sus propiedades
antidiabéticas, las cuales han sido demostradas en estudios cientificos.

Cabe destacar que México es el principal productor de sébila a nivel
mundial, y en el estado de Tamaulipas se encuentra una de las empresas mas
importante, ya que cosecha mas de 120 toneladas al dia ofreciendo un importante
ingreso para este estado y el pais.

Sin embargo, debido a que existen estudios donde se ha relacionado a la
sabila con induccion de cancer de colon atribuido a la aloina. En el 2013, se
estableci6 que los productos de sabila para consumo humano deberan tener
menos de 1 ppm para productos liquidos y hasta 10 ppm de aloina para productos
sélidos o semisdlidos. En base a lo anterior, se ha optado por implementar nuevos
procesos tecnoldgicos que eliminen este compuesto.

No obstante, es necesario demostrar que los productos a base de sabila
gque han sido sometidos a dichos procesos para la eliminacion de aloina,
conservan sus propiedades antidiabéticas.

Por tal motivo, en este estudio se planteé evaluar las propiedades de
productos de sébila, los cuales fueron generados empleando carbén activado y

tierras diatomeas para disminuir la concentracion de aloina.
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4 HIPOTESIS

El proceso industrial para la eliminacion de aloina de los productos a base
de sébila, disminuye las propiedades antidiabéticas de dichos productos, ya que
los materiales empleados retienen algunos de los fitoquimicos con beneficios a la

salud.
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antidiabético de productos comerciales de sabila
obtenidos con una tecnologia adicional a lo convencional para la eliminacion de

aloina.
Objetivos especificos

1. Determinar el efecto del tratamiento para eliminacién de aloina sobre el
contenido de compuestos bioactivos en los productos comerciales de
sabila.

2. Evaluar la capacidad antioxidante de los productos de sébila en estudio.

3. Determinar las propiedades antidiabéticas de los productos en un modelo
animal de diabetes.

3.1 Propiedades hipoglucemiantes.
3.2 Proteccion de dafio renal.

3.3 Proteccion de dafio hepatico.
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6 MATERIALES Y METODOS
6.1 Materiales
6.1.2 Material Quimico

Tiras reactivas para la determinacion de glucosa sanguinea fueron de la
marca ACCUTREND. Kits enzimaticos para la determinacion de glucosa,
triglicéridos, creatinina, urea y &cido Urico de la marca Spinreact. Kits para la
determinacién de las enzimas hepéaticas AST, ALT y fosfatasa alcalina fueron de la
marca Randox. Kit para cuantificacion de insulina de la marca ALPCO. Kit para la
fibra dietética de la marca Sigma-Aldrich. Y para la capacidad antioxidante se
utilizaron la 2 desoxi-d- ribosa, acido ascorbico, pirogalol, DPPH, catequina, Tris-
HCI y trolox de la marca Sigma-Aldrich. EDTA de la marca BioRad. HCI de la
marca Fermont. La enzima o-amilasa de Bacillus subtilis y la enzima a-
glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae fueron de la marca Sigma-Aldrich.

Membrana de celulosa para tubo de diélisis de 76 mm de la marca Sigma-Aldrich.
6.1.3 Material Biolégico

Ratas machos Wistar de 180-200 g fueron adquiridas en el bioterio de la

UNAM campus Juriquilla.
6.1.4 Materia prima

La harina molida proveniente de los productos del jugo de la hoja
completa sin procesar (HCSP), jugo en polvo de la hoja completa procesada
(HCP) y jugo en polvo del interior de la hoja procesada (HIP) fueron obtenidas de
la empresa Improve S. A de C.V localizada en el estado de Tamaulipas, México. El
producto HCSP fue liofilizado.

6.2 Métodos
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6.2.2 Caracterizacion de los productos derivados de los tratamientos de

eliminacién de aloina
6.2.2.1 Identificacién de aloina

Este compuesto fue cuantificado por la empresa IMPROVE S.A de C.V,
utilizando HPLC. Las muestras se diluyeron en 10 ml de etanol, se dejo reposar
durante 1 hora con 50 min en agitacion y después se centrifugd a 300 x g por 10
min; el sobrenadante se utilizé para el analisis de cromatografia. Se usd una
columna de 150 x 3.9 mm y para la separacion se realizé utilizando el siguiente
protocolo de elucion: 25-30 % de metanol (5 min; gradiente lineal), 30-35 % de
metanol (10 min; gradiente lineal), 35-70 % de metanol (35 min; gradiente lineal),
70 % de metanol (10 min; isocratico). El flujo del disolvente se mantuvo constante
a 0.7 ml/min a temperatura ambiente en todo el analisis y la deteccion se llevo a
cabo por UV a 293 nm (Park et al., 1998).

6.2.2.2 Determinacién de compuestos fendlicos totales

Se realiz6 una extraccion metandlica, pesando 0.5 g de los productos de
sabila y 20 mL de metanol:agua (50:50), pH 2. Se agité por una hora a 500 x g a
temperatura ambiente. Después, se centrifugd a 3 000 x g por 10 min se recolecto
el sobrenadante, al cual se le afiadieron 20 mL de acetona:agua (70:30) y se agito
por una hora a 50 rpm a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifug6 a 3
000 x g por 10 min y se recolectd el sobrenadante; ambos sobrenadantes se

mezclaron.

Para la reaccion se agregaron 66 uL de agua, 9 pL del extracto metandlico,
37.5 pL de la solucién de Folin-Ciocalteu 1N; se agité y se dejo reposar por 5 min.
En seguida, se agregd 187.5 puL de Na2COs al 20%, se agitd y dejo reposar por 30
min. Se usO una solucion de acido galico 0.1 mg/mL como estandar para la

realizacion de la curva patron (Singleton y Rosi, 1965).
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6.2.2.3 Cuantificacion del contenido de fibra de los productos
procesados de Aloe vera

Se utilizé un kit de fibra dietética total, se pesd 1 g de muestra y se incubo
a-amilasa termoestable a 100 °C, pH 6 por 15 min y luego se realizé la digestion
enzimatica con proteasa a 60 °C, pH 7.5, 30 min, la muestra se incubd en seguida

con a-amiloglucosidasa a 60 °C, pH 4.5, para eliminar las proteinas y el almidén.

Posteriormente, la muestra se filtré y se lavdé con agua, se secO y peso
para determinar la fibra soluble. Cuatro volimenes de etanol al 95% (previamente
calentado a 60 °C) se agregaron para el filtrado y los lavados de agua. A
continuacion, el precipitado se filtr6 y se lavd con etanol al 78% y acetona al 95%.
Después de esto, el residuo fibra insoluble se sec6 y se peso. La fibra dietética

total se determind mediante la formula:
FDT = Peso residuo — (peso proteina + peso ceniza)
6.2.2.4 Inhibicién in vitro de la enzima a-amilasa

Se prepar6 una solucion de cada uno de los productos de sabila con una
concentracion de 1 mg/mL. Se pesaron 0.025 g de la enzima (50 U/mg) y se le
agrego 160 pL de la solucién de los productos de sébila y 5 mL de la solucion de
almidon al 4%. El control sélo contenia almidon y la enzima, sin muestra. Los
tubos se colocaron en un bafio con agitacién a 37 °C por 30 min. Después de este
tiempo, se tomaron 2 mL de la solucion y se colocaron en un tubo Falcén de 15
mL, se agregdb 2 mL de etanol absoluto, se colocaron en un vortex y
posteriormente se centrifugaron a 100 x g durante 15 min. Finalmente, en el
sobrenadante se cuantificé la concentracion de glucosa con un kit enzimatico

colorimétrico (Kandra et al., 2005).

Los resultados se expresaron en porcentaje de inhibicion, el cual se calculd

por medio de la siguiente féormula:
Abs. muestra

% Inhibicion = Abs. patron * 100
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6.2.2.5 Inhibicién in vitro de la enzima a-glucosidasa

Se prepar6 una solucion de cada uno de los productos de sabila con una
concentracion de 1 mg/mL, el jugo de la hoja entera sin procesar se liofilizo.

A 100 pL de la muestra se le agregaron 100 pL de la enzima a-glucosidasa
a una concentracion de 1 U/mL; en el caso del blanco se agregdé 100 uL de la
muestra y 100 pL de la solucién de fosfatos 100 mM, pH 6.9; para la muestra de
100% de actividad de la enzima se agregaron 100 pL de gua y 100 pL de la

enzima.

Posteriormente, las muestras se agitaron e incubaron por 10 min a 25 °C y
se les agreg6 50 pL de nitrofenil glucopirandsido 5 mM; se agitaron nuevamente e

incubaron por 5 min a 25 °C y se ley0 la absorbancia a 405 nm (Liu et al., 2011).

Los resultados se expresaron en porcentaje de inhibicion, el cual se calculd

por medio de la siguiente férmula:

L Abs. muestra
% Inhibicion = Abs. patron * 100

6.2.2.6 Cuantificacion de los polisacaridos

Se preparo el jugo interior de la hoja (gel) procesado a una concentracion
de 0.05 g/mL y los otros dos productos a una concentraciéon de 0.1 g/mL. Se
colocaron 400 pL de cada uno de los productos de sabila en micro tubos de 2 mL,
se adicionaron 500 pL de NaOH 0.2 M y finalmente se agregaron 100 pL del
colorante 3,3'-([1,1'-bifenil]-4,4'-diil) bis (4-aminonaftalen-1-sulfonato) de sodio (rojo
congo) 2x10“ M a cada una de las muestras. Se dej6 reposar por 20 minutos para

finalmente leer a una longitud de onda de 540 nm (Eberendu et al., 2005).

Se realizé una curva patron utilizando inulina.
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6.2.2.7 Identificacion de monosacaridos y disacaridos mediante
cromatografia en placa fina

Se realiz6 una cromatografia en capa fina usando como estandares:
glucosa, manosa, fructosa, sacarosa e inulina. Tanto los estandares como los

productos de sabila se prepararon a una concentracion de 1 mg/mL.

Se colocaron 0.5 pL de los estandares y las muestras en una placa de silica
dejando 1 cm de separacion de la parte inferior de la placa, con un espacio de
0.75 cm entre cada muestra. La placa con las muestras se puso en contacto con la
fase movil que consisti6 en una mezcla de 2-propanol, 1-butanol y agua en una
relacion 12:3:4; ésta se mantuvo tres veces en contacto con la fase movil; la
primera vez por un tiempo de 3 h, la segunda vez por 1.5 h y finalmente por 1 h,
dejando un tiempo de secado de 10 min entre cada intervalo de contacto con la
fase movil. Posteriormente, la placa se rocié por 3 min con un liquido revelador
compuesto por 0.1 g de difenilamina en 10 mL de acetona, 0.6 mL de acido
fosforico y 0.1 mL de anilina. Finalmente, la placa se dejé secar y se calentd en

una parrilla hasta la aparicién de color (Robyt, 2000).
6.2.3 Determinacién de la capacidad antioxidante

6.2.3.1 Determinacién de la capacidad antioxidante por el método del 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

Este método, desarrollado por Brand-Williams et al. (1995), se basa en la
disminucion de la absorbancia medida a 515 nm debido a la reduccion del radical
DPPH por la accion de los antioxidantes. Se preparé una soluciéon 0.1 mM de
DPPH en metanol, 1 mL del radical se adicion6 a 12 pL de los extractos
metanolicos de los productos de sabila como los preparados de acuerdo a la
seccion 6.2.2.2. Las muestras se mezclaron y se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente y protegidos de la luz, una vez terminado este tiempo se
leyé la absorbancia de la mezcla a 517 nm. La actividad para secuestrar radicales
de los extractos se determinG en base a la disminucion de los valores de

absorbancia calculando el porcentaje de inhibicion, realizando una curva patrén
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con catequina y posteriormente los resultados son expresados como equivalentes

de catequina por gramo de producto.

6.2.3.2 Determinaciéon de la capacidad antioxidante por el método de la

actividad de captacion de radicales superdxido (O2)

La capacidad de los productos de sabila de secuestrar aniones
superoxido se evaluaron a través del método de inhibicion de la autoxidacion del
pirogalol. El pirogalol en medio basico se autoxida generando aniones superéxido,
de esta forma la reaccion mediada por radicales libres se propaga acelerando la
autoxidacion del pirogalol cuya forma oxidada absorbe la luz a 420 nm. La
presencia de un secuestrador de dichos radicales en el medio, inhibiran la

autoxidacion al evitar las reacciones de propagacion.

En un volumen final de reaccion de 3 mL se adicionaron los siguientes
reactivos en las concentraciones finales indicadas: 50 uL tampon Tris-HCI pH - 8.2
50 mM, 50 yL EDTA 1 mM, 100 pL de la muestra y 50 pL de solucion de pirogalol
0.124 mM. Se dej6 reposar por 20 min y se leyd la absorbancia a 420 nm
(Bermudez Camps et al., 2000; Kanga et al., 2013; Ray y Gupta, 2013). Se realizé
una curva patron utilizando trolox, los resultados se expresaron como equivalentes

de trolox por gramo de producto.
6.2.4 Evaluacion in vivo
6.2.4.1 Aclimatacién de los animales de experimentacion

Las ratas Wistar macho con un peso de 180-200 g se sometieron a un
periodo de adaptacion aproximadamente de una semana en el bioterio, bajo un

ciclo de luz-oscuridad de 12 h cada uno y con acceso libre a comida y agua.
6.2.4.2 Induccion de diabetes

Una vez aclimatados los animales y con un estado de ayunas de 12 h, se
realizo la induccion de diabetes con estreptozotocina (STZ) y el grupo sano fue

inyectado unicamente con 0.5 mL de una solucion salina. Para los grupos
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inducidos con STZ via intraperitonial con dosis Unica de 35 mg/kg de peso
corporal disuelta en una solucion de citrato de 0.1 M, pH 4.5.

Después de cinco dias se midié la glucosa sanguinea en un estado de
ayuno de 12 h y se seleccionaron aquellos animales que presentaron niveles

mayores a 180 mg/dL.
6.2.4.3 Grupos experimentales

Los animales posteriormente se distribuyeron en ocho grupos de ocho
ratas cada uno. El grupo uno (control sano) se mantuvo con un consumo de
alimento estandar y agua ad libitum. Los animales del grupo control diabético
tuvieron acceso a una dieta alta en grasa desde el comienzo del experimento
hasta su sacrificio; los grupos a los que se les administraron los tratamientos
ademas de la dieta alta en grasa, se les incorporé en al agua de beber los
productos procesados de sébila, a dos diferentes dosis durante cuatro semanas
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Grupos experimentales de los tratamientos de los productos de Aloe vera

Grupo Tratamiento
Control negativo (sano) Dieta estandar
Control positivo (diabético) Dieta 28 % grasa + STZ
Dieta 28 % grasa + STZ + 60 mg/dia
HCSP
Dieta 28 % grasa + STZ + 80 mg/dia
Dieta 28 % grasa + STZ + 60 mg/dia
HCP
Dieta 28 % grasa + STZ + 80 mg/dia
HIp Dieta 28 % grasa + STZ + 60 mg/dia

Dieta 28 % grasa + STZ + 80 mg/dia

HSCP: Hoja completa sin procesar, HCP: Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior
procesada
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6.2.4.4 Determinacién de glucosa semanal

Los niveles de glucosa se midieron semanalmente en sangre extraida de
la vena caudal de las ratas (localizada en el extremo de la cola del animal)
semanalmente, con un minimo de 12 h en estado de ayuno. La medicion se
realizd con tiras reactivas y un glucometro ACCU CHEK Performa. En esta
técnica, el glucometro mide la corriente generada al convertir la glucosa de la
muestra de sangre (colocada sobre la tira) en glucolactona por la enzima glucosa

deshidrogenasa, indicando asi la concentracion de glucosa en mg/dL.
6.2.4.5 Evaluaciones semanales

Posterior a la induccion, se midieron semanalmente los siguientes
pardmetros semanalmente: glucosa, consumo de alimento y peso para evaluar la

evolucion de la enfermedad.
6.2.4.6 Sacrificio

Las ratas se sacrificaron utilizando éter etilico para anestesiarlas y se les
extrajo sangre por puncion cardiaca. El suero se separd inmediatamente de las
muestras de sangre por centrifugacion, se congelaron y almacenaron a — 70 °C
hasta su analisis. Finalmente, se extrajeron los rifiones y el pancreas, se lavaron
con amortiguador de fosfatos salino frio; una parte se almacené en solucion de
formaldehido para andlisis histopatolégico; la otra parte se congelo
inmediatamente en nitrogeno liquido y se almacend a -70 °C para posteriores

analisis.
6.2.4.7 Determinacion de glucosa

Se realiz6 la determinacion de glucosa del suero obtenido de la extraccion

por puncién cardiaca de las ratas, utilizando un kit de la marca Spinreact.
6.2.4.8 Determinaciéon de insulina

Se determind la insulina en suero usando un kit de Elisa de Insulina para

rata.
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6.2.4.9 Determinacién del perfil lipidico en sangre

En las muestras obtenidas de sangre se obtuvo el suero para cuantificar
el perfil lipidico: Colesterol total y triglicéridos mediante kits enzimaticos de la

marca Spinreact.

6.2.4.10 Determinacién de triglicéridos en heces

100 a 300 mg de heces se colocaron en un tubo, se le adicionaron 350 pL de una
solucién etandlica KOH (2 partes de etanol y una parte de KOH 30%). Se dejo
incubar durante 18 h. Posteriormente, la muestra se llevo a un volumen de 1000
puL con una solucién etanol:agua (1:1), se centrifugé a 3 000 x g durante 5 min y
se coloc6 el sobrenadante en otro tubo. Enseguida, la muestra se llevd a un
volumen de 1200 pL con la solucion etanol:agua (1:1) y se mezcld. Después, se
tomaron 200 pL y se colocaron en un nuevo tubo y se le agregaron 215 L de
MgCl2 1 M y se mezclaron. Se incubaron los tubos en hielo por 10 min v,
finalmente, se centrifugaron a 3 000 x g durante 5 min y el sobrenadante se colocé
en otro tubo (Norris et al., 2002). Se cuantificd la concentracién de triglicéridos

mediante kit enzimatico.
6.2.5 Evaluacién de dafo renal
6.2.5.1 Determinacién de urea, creatininay acido Urico

Para evaluar dafo renal se analizaron urea y creatinina en suero y orina
utilizando kits. Con estos valores se determiné el aclaramiento de creatinina y urea

con la siguiente formula para ambos casos:

mlL ) Creatinina 6 urea en orina (%) * Volumen orina (mlL)

Aclaramiento ( -
min Creatinina 6 urea en suero (ﬁ) * tiempo (min)

El volumen de orina fue recolectado durante 12 h y también se cuantifico los

niveles de acido urico en suero y orina con un kit comercial.
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6.2.6 Evaluacién de dafio hepético
6.2.6.1 Cuantificacion de triglicéridos en higado

Se procedio de la misma manera que para heces (6.2.4.10).
6.2.6.2 Cortes histoldgicos en higado

Los higados se colocaron en formaldehido al 4% con una solucion de
fosfatos, posteriormente se realizO un corte transversalmente que se sometio a
una serie de lavados con alcohol a diferentes concentraciones (0.5% a 100%) para
deshidratar el tejido, posteriormente se colocé en xilol para hacer el aclaramiento y
finalmente se agrego la parafina, colocando la muestra en una estufa durante 30
min manteniendo la temperatura a 60 °C. Finalmente se dej6 solidificar a
temperatura ambiente, formandose un bloque soélido de parafina con el trozo de
tejido incluido. A partir de este bloque se realizaron los cortes con el criostato con
un espesor de 6 ym, los cuales se fijaron en un portaobjetos para posteriormente

realizar las tinciones.

La tincién de acido peryodico schiff (PAS) se realiz6 de la siguiente forma:
los cortes se rehidrataron con agua destilada y se sumergieron en solucién de
acido peryddico por 5 min a temperatura ambiente, se lavaron con agua destilada
para posteriormente tefirse con solucion de hematoxilina durante 90 s,
nuevamente se lavaron los portaobjetos y finalmente se deshidrataron, aclararon y

montaron los cortes en un medio con base de xileno.

6.2.6.3 Cuantificacion de enzimas hepaticas ALT, AST y fosfatasa
alcalina.

Se cuantifico la actividad en suero a las enzimas hepaticas como alanina
aminotransfersa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y fosfatasa alcalina

utilizando kits enziméticos.
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7 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se expresan como la media £ error estandar
(EE). La evaluacion estadistica de los datos se determindé mediante el andlisis de
varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%, ademas se realizé un
analisis de comparacion de medias aplicando la prueba de Tukey-Kramer y

cuando se comparoé contra un control se utilizé la prueba de Dunnet (P<0.05).

En el caso de los resultados de las técnicas in vitro no llevan comparacion
de medias, debido a que no se cont6 con el numero suficiente de lotes para éste

analisis estadistico.
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8 RESULTADOS Y DISCUSIONES

8.1 Caracterizacién de los productos de sabila.
8.1.1 Determinacion de la concentracion de aloina.

Se ha reportado que la sabila genera beneficios a la salud, como en el caso
de Pérez et al. (2007) donde observaron que un extracto metanolico de la sabila
disminuy6 la resistencia a la insulina en ratones ICR y ésta disminucion se
relacion6 con su capacidad antioxidante; ademas, el extracto se caracterizé y
entre los compuestos mayoritarios se encontrd a la aloina. Sin embargo, existen
estudios contradictorios que sefialan que la aloina actia como un prooxidante,

ocasionando rupturas en las hebras de ADN (Tian y Hua, 2005).

Por su parte, Pandiri et al. (2011) demostraron que el consumo ad libitum
de jugo de sabila en ratas sanas durante dos afios, induce adenomas en el

intestino grueso, dichas alteraciones se atribuyeron a la aloina.

En base a lo anterior, el NIHHHS en 2011 decretd que en la elaboracién de
productos a base de sabila, el limite permitido de aloina es menor a 1 ppm para
productos liquidos y hasta 10 ppm en productos sélidos y semisdlidos. La
COFEPRIS (2012) establecié que las empresas que elaboren productos a base de
sabila, deberan de aplicar tratamientos para la remocién de aloina.

En base a lo anterior, una de las empresas mas importantes de
lationamérica ubicada en el estado de Tamaulipas ha modificado el proceso para
la obtencion de productos a base de sabila, aplicando carbén activado para
eliminar a esta antraquinona, en este estudio se evaluaron dichos productos. Los
resultados de la concentracion de aloina se presentan en la Figura 3. HCSP
contiene 102 ppm de aloina. Por su parte, la concentracion de aloina de los
productos HCP y HIP disminuyé en un 95% en comparacion con HCSP, por lo
tanto, estos productos se encuentran dentro del limite permisible establecido por el

NIHHHS. Estos resultados indican la efectividad del tratamiento para la remocion
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de aloina, ya que el carbon activado tiene una elevada capacidad de adsorcion
debido a su estructura porosa (Mohammad-Khah y Ansari, 2009).
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Figura 3. Concentracion de aloina de los productos de sébila. Los resultados se
expresan como la media + desviacién estandar (n=3). HCSP: Hoja completa sin procesar, HCP:
Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior procesada.

8.1.2 Contenido de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de
sustancias quimicas que poseen un anillo aromatico con uno 0 mas grupos
hidroxilos. Existe evidencia del papel de los compuestos polifenélicos en la
prevencion de enfermedades cronico degenerativas, como es el caso de la
diabetes; debido probablemente a la actividad antioxidante. Esta actividad se debe
a su estructura, ya que favorece la captacion de radicales libres, neutralizando
alas ERO e iones metalicos (Manach et al., 2005). Esto es conveniente pues en un
estado de diabetes, se genera la formacion de radicales libres que van generando
procesos oxidativos, por lo que la inhibicion de estos procesos puede prevenir la
aparicion y el desarrollo de complicaciones en la diabetes (Bahadoran et al.,
2013). Como lo demuestran Yin et al. (2011) donde la presencia de compuestos
fendlicos encontrados en Castanea mollissima generan un efecto antioxidante v,

por lo tanto, disminuye la concentracion de glucosa en ratas Wistar.
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En el Cuadro 3 se presenta la concentracion de compuestos fendlicos. Esta
concentracion fue 5.7 veces en el producto HSCP al compararse con su
contraparte sin procesar HCP; ambas muestras procesadas (HCP y HIP)
presentaron tendencias similares, o que indica que este proceso ademas de

disminuir la aloina, elimina compuestos fendlicos.

Cuadro 3. Concentracién de compuestos fendlicos de los productos de sabila.

Compuestos fendlicos
Producto de sabila | (mg equivalente de acido galico/g de

producto)

HCSP 23.36 + 1.11
HCP 4.04 +0.21
HIP 2.71+£0.62

Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar (n=3). HSCP: Hoja completa sin
procesar, HCP: Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior procesada.

Los resultados de la concentracion de compuestos fendlicos del jugo de la
hoja sin procesar (HCSP) fueron similares a los obtenidos por Miladi y Damak

(2008), usando acetato de etilo como solvente de extraccion.

El carbon activado es el principal componente para la remocion de la aloina;
sin embargo, han surgido estudios donde demuestran que el carbon activado
posee la capacidad de adsorcion de compuestos organicos de bajo peso
molecular tales como los compuestos fendlicos. Esta puede ser una de las causas
de la baja concentracion de estos compuestos en los productos a los que se les ha

removido la aloina (Dabrowski et al., 2005).

8.1.3 Capacidad antioxidante de los productos de sabila

Existen varios métodos para medir la capacidad antioxidante de una
especie o sustancia. Un método muy usado se basa en la estabilidad del radical
DPPH, esta estabilidad se atribuye a la deslocalizacion del electrén desapareado,
esta deslocalizacion también le otorga una coloracion violeta. Cuando una

disolucién de DPPH interacciona con una sustancia que puede donar un atomo de
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hidrogeno se produce la forma reducida DPPH-H, que tiene como consecuencia la
pérdida del color violeta (Brand-Williams et al., 1995; Padmanabhan y Jangle,
2012).

No obstante, aunque el radical DPPH nos da informacién acerca del
comportamiento de una sustancia, este radical es de origen sintético; por lo tanto
también se cuantificé la capacidad antioxidante utilizando un radical que se
produce en el organismo como lo es el anion superdxido (03). La formacion de
este radical ocurre por la reduccién del oxigeno; es decir, cuando el oxigeno
acepta un electron (Fridovich, 1997). Esta especie es relativamente inestable y
tiene una funcién importante in vivo, ya que puede generarse durante la funcion
catalitica normal de diversas enzimas y durante la oxidacion de la hemoglobina a
metahemoglobina (Jaramillo Juarez et al., 2012). La formacion in vitro de 0; se
genera utilizando pirogalol que al oxidarse origina anion superdxido y una forma
oxidada del pirogalol, la cual genera la coloracibn que se cuantifica

espectrofotométricamente (Ray y Gupta, 2013).

Los resultados de la capacidad antioxidante para la inhibicion de los
radicales DPPH y anion supéroxido se muestran en el Cuadro 4. La capacidad
antioxidante es mayor en el producto HCSP usando ambas técnicas y existe una
reduccion de aproximadamente de un 55-65% cuando la hoja completa fue
procesada (HCP), mostrando valores similares a HIP. Esto nos indica que existen
pérdidas de compuestos donadores de electrones durante el proceso para eliminar
a esta antraquinona, lo cual coincide con los resultados del contenido de
compuestos fenolicos, pues se tiene una correlacion positiva de 0.78 y 0.87 para
el radical DPPH y 03, respectivamente; debido a que hay un aumento de la
capacidad antioxidante conforme aumenta el contenido de compuestos fenolico en
HCSP; ya que estos son compuestos con potencial antioxidante y su
concentracion disminuye durante el proceso para eliminar aloina (Manach et al.,
2005).
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Cuadro 4. Capacidad antioxidante de los productos de sabila

Producto de SIFEA 0;
sabila (mg eqm_valente (mg equivalente
catequina/g) trolox/q)
HCSP 0.37 £ 0.06 1.97 +0.37
HCP 0.13+0.01 0.88 + 0.02
HIP 0.15+0.01 0.94 + 0.54

Los resultados se expresan como la media + desviacién estandar (n=3). HCSP: Hoja completa sin
procesar, HCP: Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior procesada.

8.1.4 Contenido de fibra soluble e insoluble en los productos de sabila

La fibra dietaria se clasifica en fibra soluble e insoluble, segun la solubilidad
de las sustancias que componen la fibra en agua. La fibra representa la porcién no
digerible de los alimentos y ésta llega intacta al colon donde puede ser hidrolizada
y fermentada por la biota colonica. El interés por la fibra en la nutricion humana
aparece por la relacién que existe entre el consumo inadecuado de fibra y el
aumento progresivo de enfermedades degenerativas, debido a que existe una
clara relacién entre la actividad biolégica de las bacterias, los metabolitos
producidos en la fermentacién de la fibra y la fisiologia del ser humano (Escudero

Alvarez y Gonzéalez Sanchez, 2006).

En el cuadro 5 se muestran los resultados obtenidos de fibra soluble e
insoluble. Al examinar los porcentajes de ambos tipo de fibra en los productos de
la hoja completa sin procesar (HCSP) y procesada (HCP), no se observan
cambios en la fibra soluble, pero si una menor concentracién en la fibra insoluble
de un 84%; mientras que el producto HIP presenta las mayores concentraciones

tanto de fibra soluble como insoluble.

La sébila es rica en polisacéaridos que forman parte de la fibra soluble, entre
estos podemos mencionar al acemanano y glucomanano, ambos se encuentran
localizados principalmente en el tejido parenquimatoso en concentraciones
importantes (Choi y Myung-Hee, 2003). El glucomanano se ha asociado con el
control de la diabetes, pues éste incrementa la viscosidad del contenido del tracto

gastrointestinal, lo que retrasa el vaciado gastrico a nivel del estbmago e intestino
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generando una barrera que evita la accion de las enzimas sobre el contenido

gastrico (Doi et al., 1981; Gonzalez Canga et al., 2004).

Ademaés, la sabila contiene celulosa, la cual forma parte de la fibra
insoluble; este tipo de fibra aunque no se disuelve en agua, si la retiene, lo que le
permite aumentar el volumen de las heces y acelerar el transito intestinal.
Finalmente, la fibra insoluble llega al intestino grueso donde las bacterias del colon
pueden hidrolizarla, debido a sus enzimas. Este proceso de digestién se produce
en condiciones anaerobias, por lo que se le denomina fermentacién. Los
principales productos de la fermentacion de la fibra son acidos grasos de cadena
corta: acido acético, &cido butirico y el acido propionico. El acido propionico influye
en la neoglucogénesis reduciendo la produccién hepética de glucosa. El acido
butirico puede actuar reduciendo la resistencia periférica a la insulina al disminuir
la produccion de TNFa (Eckel et al., 2005; Escudero Alvarez y Gonzalez Sanchez,
2006).

Cuadro 5. Contenido de fibra soluble e insoluble de los productos de sébila

';md,uc_to Fibra soluble (%) | Fibrainsoluble (%) | Fibra total (%)
e sabila
HCSP 14.85 + 2.89 5.97 + 1.36 20.82 + 4.25
HCP 13.05 + 2.19 0.95+ 0.17 14.00  2.36
HIP 27.90 * 3.39 27.40 £ 0.28 55.30  3.67

Los resultados se expresan como la media = desviacion estandar (n=3). HCSP: Hoja completa sin
procesar, HCP: Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior procesada.

8.1.5 Inhibicion in vitro de la enzimas digestivas a-amilasa y a-glucosidasa

La enzima a-amilasa se encuentra en la saliva y el jugo pancreatico; esta
enzima cataliza la hidrélisis de las cadenas lineales (amilosa) y las ramificadas
(amilopectina) del almidon rompiendo enlaces «-1,4 para formar mono-, di- y
oligosacaridos. En el caso de la enzima a-glucosidasa, ésta se encuentra en la
superficie de la mucosa del intestino delgado y cataliza la etapa final de la
digestion del almidon, hidrolizando los enlaces a-1,6. Los inhibidores de ambas

enzimas impiden la hidrdlisis del almidén en el intestino delgado y, por lo tanto, la
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disminucién de glucosa en sangre (Subramanian et al., 2008; Michelle de Salas et
al., 2012).

Se muestran resultados similares en el caso del porcentaje de inhibicién de
los productos HCSP y HCP para ambas enzimas (Cuadro 6). Pero el mayor
porcentaje de inhibicion para ambas enzimas se presentd en el producto HIP con
porcentajes de inhibicibn de 36% y 29%, para las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa, respectivamente. La correlacion entre fibra total y el porcentaje de
inhibicion de la enzima a-amilasa fue de 0.94 y 0.96 para a-glucosidasa; lo anterior
sugiere que entre mayor cantidad de fibra tengan los productos de sabila, mayor

es la inhibicién de estas enzimas.

Cuadro 6. Porcentaje de inhibicion de la enzima a-amilasa y a-glucosidasa de los
productos de sabila.

Porcentaje de Porcentaje de
Producto de sabila inhibicién de laenzima | inhibicion de la enzima
a-amilasa a-glucosidasa
HCSP 1.37 £0.15 0.39 + 0.07
HCP 1.08 +0.19 4.52 £ 0.95
HIP 36.34 + 2.30 29.47 £ 0.45

Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar (n=3). HCSP: Hoja completa sin
procesar, HCP: Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior procesada.

Se ha demostrado que los compuestos polifendlicos pueden inhibir a las
enzimas digestivas debido a su capacidad para unirse a éstas, por lo tanto, las
enzimas no se encuentran disponibles para la hidrélisis del almidén (Thilagam et
al., 2013). Sin embargo, los resultados obtenidos no sugieren que la inhibicién se
atribuya a la presencia de dichos compuestos, ya que la concentracion de los

compuestos fenolicos fué menor con los tratamientos para eliminar aloina.

Por otro lado, las fibras y polisacaridos de alta viscosidad pueden reducir
los niveles de glucosa postprandial, debido a que la fibra puede atrapar al almidon
y evitar la accesibilidad de las enzimas digestivas a éste (Ahmed et al., 2011;
Havrlentova et al.,, 2011). Como lo demuestran Jenkins et al. (2002), donde la
adicién de fibra soluble a diversos alimentos, mejor6 en indice glicémico de

pacientes con diabetes tipo Il. En ese sentido, el producto HIP tiene la mayor
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cantidad de fibra soluble lo cual se relaciona con el mayor porcentaje de inhibicion
de las enzimas digestivas (R?=0.95 para a-amilasa y R?=0.88 para a-glucosidasa);
esto nos indica que la fibra presente en este producto puede disminuir la

concentracion de glucosa a través de la inhibicion de las enzimas digestivas.

8.1.6 Cuantificacion de polisacaridos

Una de las diferencias que existen en el jugo de la hoja completa procesada
y sin procesar es la disminucion del porcentaje de fibra; esto podria estar
relacionado con una hidrélisis de los polisacéaridos. Para evaluar este efecto se
realizd una cuantificacion de los polisacaridos totales presentes en los productos
de sabila usando el colorante 3,3'-([1,1'-bifenil]-4,4'-diil) bis (4-aminonaftalen-1-

sulfonato) de sodio, comunmente llamado Rojo congo.

Se eligié usar al colorante rojo congo, porque se puede unir de manera no
covalente a las cadenas de polisacéaridos en los enlaces B (1-4), debido a las
interacciones por puentes de hidrégeno y fuerzas de van der Waals. De igual
manera, se ha visto que existe interaccion hidrofébica entre los grupos hidroxilo de
los polisacaridos y los grupos azo del colorante; ademas, el exceso de rojo congo
protege electrostaticamente la interaccion entre los iones de este mismo y los

polisacaridos (Yuguchi et al., 2005).

En la Figura 4 se presentan los resultados obtenidos. La concentracion de
polisacéaridos de la hoja completa procesada (HCSP) fue menor en un 16% en
comparacion con la hoja completa sin procesar (HCP). Esto sugiere que los
polisacaridos se estan eliminando con los tratamientos empleados para disminuir
la concentracién de aloina. No obstante, se ha demostrado que el carb6n activado
tiene afinidad por los monosacaridos y disacaridos, incluso puede llegar a remover
oligosacaridos de 20 unidades (Ruiz-Matute et al., 2008; Kuhn et al., 2014). Esto
sugiere que el carboén activado no podria remover a los polisacaridos presentes en
la sabila, especialmente al glucomanano, ya que tiene un peso molecular alto y

ramificaciones cada 60 unidades (Gonzalez Canga et al., 2004).
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Figura 4. Concentracion de polisacéridos en los productos de sabila. Los resultados
se expresan como la media + desviacion estandar (n=3). HCSP: Hoja completa sin procesar, HCP:
Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior procesada.

Por su parte, el producto de la hoja interior procesada (HIP) presenté la
mayor concentracién de polisacéaridos; lo que coincide con los resultados de fibra
reportados anteriormente, ya que este producto mostrd los mayores porcentajes
tanto de fibra dietaria. Estos resultados eran de esperarse, pues el tejido
parenquimatoso es la parte de la sabila que presenta la mayor concentracion de
polisacaridos (Lucini et al., 2013) y la composicion mayoritaria del producto HIP es

el tejido paranquimatoso.

8.1.7 Identificaciéon de monosacaridos y disacéaridos

Se realiz6 una cromatografia de placa fina utilizando los productos de sabila
y se compararon con los productos de una hidrolisis de polisacéaridos:
monosacaridos y disacéaridos. Este tipo de cromatografia es una técnica analitica
donde la muestra a analizar se deposita cerca de un extremo de una placa
aluminio que ha sido recubierta de una capa de adsorbente (fase estacionaria).
Después, la placa se pone en contacto con una mezcla de disolventes (eluyente o
fase movil); a medida que la mezcla de disolventes asciende por capilaridad a
través del adsorbente, se produce un reparto diferencial de los productos

presentes en la muestra entre el disolvente y el adsorbente. Al final el liquido
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revelador deshidrata a las pentosas y hexosas originando furfural o
hidroximetilfurfural, los cuales son compuestos coloreados (Robyt, 2000; Gocan,
2002).

Uno de los parametros que se miden en este tipo de cromatografia es la
constante Rf (Retardation factor). Esta constante es una manera de expresar la
posicion numérica de un compuesto sobre una placa y se define como: la distancia
de la muestra desde el origen / la distancia del eluyente desde el origen (Robyt,
2000). Como esta constante es caracteristica de cada compuesto, los estandares
tendran un Rf Unico que se podra comparar con los Rf de las muestras en estudio

y asi determinar su composicion.

Las contantes Rf de los estandares de monosacaridos y de los productos
de sabila se encuentra en el Cuadro 7 y en la Figura 5. Los valores de Rf varian
entre 0.69-0.74 para los estandares; estos valores son similares a los reportados
por Skalska-Kaminska (2009). Por su parte, la inulina presenta un Rf inferior al de
los monosacaridos debido a que su peso molecular no le permite recorrer una

distancia mayor (Bohm et al., 2005).

En el producto HCSP no se observa una mancha en comparacion con HCP;
lo que coincide con los resultados obtenidos en la seccion anterior, ya que una
disminucién en la concentracion de polisacaridos concuerda con un aumento en la
concentracion de los monosacaridos y sacarosa. El producto HIP también contiene
una mancha, pero su grosor es menor en comparacion con HCP. Estos resultados
demuestran que la hoja completa sometida a tratamiento de eliminacion de aloina

presenta mayor cantidad de mono y disacaridos.

Existen trabajos donde se aplicaron tratamientos para eliminar aloina
usando carbon activado con diferentes caudales de alimentacion, encontrandose
gue los azucares reductores disminuyeron al aplicar el carbén activado (Lozano
Urbina et al., 2011). Esto sugiere que existe otra etapa del proceso que genera la

hidrolisis de los polisacaridos después de la aplicacion de carbon activado.
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Cuadro 7. Valores de la constante Rf (Retardation factor) de los estandares y
productos de sabila

Glucosa 0.69
Fructosa 0.68
Manosa 0.74
Sacarosa 0.71
Inulina 0.27
HCSP 0.71
HCP 0.72
HIP 0.72

Valores de Rf

HCSP HCP HIP Inulina Manosa Glucosa
Sacarosa Fructosa

Figura 5. Cromatograma de los productos de sabila sometidos a tratamientos de

eliminacion de aloina, comparados con los estandares. HCSP: Hoja completa sin
procesar, HCP: Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior procesada.
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8.2 Evaluacién in vivo

Después de las evaluaciones in vitro, fue necesario corroborar la capacidad
antidiabética de los productos de sébila posterior a la remocion de aloina, usando

un modelo in vivo.

8.2.1 Efecto de los productos de sabila sobre el peso corporal en ratas
diabéticas
En la Figura 6, se observa la relacion de peso corporal de las ratas
diabéticas, desde el dia de la induccion (semana cero) hasta el final del
experimento. En la semana cero y uno, no hubo diferencia significativa en los

pesos de los animales.

A partir de la semana dos, se puede distinguir que los animales del control
diabético disminuyeron de peso de manera significativa en un 10% en
comparacion con el control sano. Esta tendencia es similar a la observada en un
trabajo desarrollado por Muhammad y Naqvi (2010) en donde hubo una asociacion
entre la progresion de la enfermedad y la disminucion de peso corporal de los
animales a lo largo del tiempo. No obstante, los pesos de los animales tratados
con los productos de sabila fueron muy similares entre ellos, ya que no hay

diferencia significativa al compararlo con el control sano y diabético.

La relacién entre la diabetes y la pérdida de peso corporal se debe a que
una disminucién en la concentracion de insulina genera la liberacion de &cidos
grasos a partir de triglicéridos del tejido adiposo para utilizarlos como fuente de

energia (Flores et al., 2005).
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Figura 6. Peso corporal de ratas diabéticas tratadas con productos de sabila. Los

resultados se expresan como la media + error estandar (n=8). Letras diferentes indican
diferencia estadistica (p < 0.05) entre los tratamientos (prueba de Tukey). HCSP: Hoja completa sin
procesar, HCP: Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior procesada.

8.2.2 Efecto de los productos de sabila sobre la concentracién de glucosa
sanguinea en ratas diabéticas

La induccién de diabetes se realizd con estreptozotocina, la cual es un
glucosa-nitrosourea que genera citotoxicidad sobre las células B del pancreas,
debido a su afinidad por estas células; su mecanismo de accién se basa en la
generacion de radicales libres que causan la fragmentacién del ADN en las células
pancreaticas. Cabe destacar que la citotoxicidad de este compuesto es progresiva
(Ling, 2001).

En la Figura 7 se muestran los resultados de la concentracion de glucosa
durante el experimento; las concentraciones de glucosa para animales sanos
varian entre 77 a 109 mg/dL, lo que coincide con los resultados obtenidos por
Fook Chen et al. (2012). Existe una diferencia en la concentracion de glucosa
entre los grupos del control sano y diabético desde la semana cero, no obstante,

no existe diferencia significativa en la concentracion de glucosa a lo largo del
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experimento para los animales que fueron tratados con los productos de sabila, en
comparacion con el control diabético. En el caso de HCSP, estos resultados son
contradictorios a los presentados en otros trabajos, donde se muestra que la
sabila tiene efectos antidiabéticos en ratas inducidas con estreptozotocina o

aloxano.

Abo-Youssef y Shehata (2013) mezclaron la pulpa y el latex de hojas de
sébila y esta mezcla disminuyé los niveles de glucosa en ratas diabéticas
inducidas con STZ a una dosis de 10 mL/Kg durante 3 semanas. También se ha
usado el gel de las hojas de sabila en este mismo modelo, y éste disminuy6 la
glucosa a concentraciones similares a las de un medicamento antidiabético
(glibenclamida) (Bolkent et al., 2005). En otro estudio se utilizé el gel de la sabila al
gue se le aplicé un pre-tratamiento con celulasa y, posteriormente, se pasé por
una columna de carbén activado para eliminar antraquinonas; las dosis de 10, 25y
100 mg/Kg del gel tuvieron efecto antidiabético sobre ratones a los que se les
indujo diabetes a través de una dieta alta en grasa, el experimento duré 8

semanas (Kim et al., 2009).

En los trabajos anteriores es evidente que la manera de obtencion de las
muestras de sabila mostré tener efectos antidiabéticos. En el presente estudio, los
procesos industriales a los que es sometida la sabila para la obtencion de los tres
productos pueden ser una de las causas para la falta del efecto antidiabético;
ademas, los tratamientos para la remocion de aloina modifican la composicion
guimica de la sabila, al disminuir compuestos polifendlicos y polisacaridos e

incrementar monosacaridos y disacaridos.
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Figura 7. Niveles de glucosa sanguinea en ratas diabéticas tratadas con

productos de sabila. Los resultados se expresan como la media + error estandar (n=8). Letras
diferentes indican diferencia estadistica (p < 0.05) entre los tratamientos (prueba de Tukey). HCSP:
Hoja completa sin procesar, HCP: Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior procesada.

8.2.3 Efecto de los productos de sabila sobre la concentracion de insulina
en suero en ratas diabéticas

La insulina es la hormona regulatoria de los niveles de glucosa sanguinea.
Por esta razén, se evalu6 los niveles de esta hormona en suero de los animales al

término de los tratamientos.

En la Figura 8, se puede observar que existe una disminucién significativa
entre la concentracion de insulina entre el grupo control sano y diabético. Como se
mencion0 en la seccion anterior, esta disminucion de insulina se debe a la
citotoxicidad de la estreptozotocina por las células B pancreéticas, y al haber una

disminucién de estas células, se reduce la produccion de insulina.

Ninguno de los tratamientos aumento de manera significativa la secrecion
de insulina, lo que coincide con los resultados de la concentracion de glucosa del
punto anterior. Existen diversos estudios donde se muestran resultados

contradictorios a los presentados en este trabajo, como Yimam et al. (2014)
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quienes demuestran que una mezcla de la aloesina (una cromona presente en la
sabila) y polisacéridos, a 80 mg/Kg durante 4 semanas, aumentaron los niveles

plasmaticos de insulina en ratas diabéticas.
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Figura 8. Concentracién de insulina en suero de ratas diabéticas tratadas con
productos de sabila. Los resultados se expresan como la media * error estandar (n=8). Letras
diferentes indican diferencia estadistica (p < 0.05) entre los tratamientos (prueba de Tukey). HCSP:
Hoja completa sin procesar, HCP: Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior procesada.

8.2.4 Efecto de los productos de sabila sobre los lipidos en ratas diabéticas

Las alteraciones en el metabolismo de lipidos en pacientes diabéticos son
una consecuencia comun, y esto es de considerable importancia ya que existe una
asociacion entre la hiperlipidemia y el desarrollo de arterosclerosis. El patrén mas
comun asociado a pacientes diabéticos es la elevacion de los niveles de
triglicéridos (ADA, 2007; Abbate and Brunzell, 1990).

En el Cuadro 8 se muestran los resultados de la concentracion de colesterol
y triglicéridos. En el caso del colesterol total, no hubo diferencia significativa entre
el grupo control sano y el control diabético ni tampoco con los tratamientos.
Ademas, para presentar una alteracion en los niveles de colesterol la
concentracion debe ser mayor de 200 mg/dL (ADA, 2007).
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En cuanto a los niveles de triglicéridos en suero, el control diabético
presentd un aumento en mas de dos veces su concentracidbn en comparacion con
el control sano. Como ya se habia mencionado anteriormente, esta alteracion es
muy comun en el desarrollo de la diabetes y se asocia principalmente a una
disminucién en los niveles de insulina, ya que en condiciones normales esta
hormona promueve el almacenamiento de los triglicéridos en el tejido adiposo; si
ésta se encuentra disminuida, los triglicéridos no se almacenan y quedan

circulando en torrente sanguineo (ADA, 2007).

A pesar de que los animales tuvieron acceso a una dieta alta en grasa, HIP
a la dosis de 80 mg/dia fue el Unico tratamiento que tuvo la menor concentracion
de triglicéridos séricos, con una disminucién del 30% en comparacion con el
control diabético, esto puede disminuir el

riesgo de padecer problemas

cardiovasculares.

Los animales que forman parte de los tratamientos HCSP 80 mg/dia, HCP
80 mg/dia y HIP 60 mg/dia tuvieron las concentraciones mas altas de triglicéridos
en suero (inclusive mas alto que el control diabético), sin embargo no fueron
estadisticamente significativas. Esto sugiere que existe mayor sintesis de los
triglicéridos o que éstos son absorbidos casi por completo en el intestino y no son

desechados en heces.

Cuadro 8. Lipidos en suero, higado y heces de ratas diabéticas tratadas con
productos de sabila con eliminacion de aloina.

_ Colesterol total Triglicéridos en | Triglicéridos
Tratamiento (ma/dL) suero en heces

(mg/dL) (mg/g heces)

SANO 92.62 + 6.862 72.54 £ 8.51° 1.31 +£0.092
DIABETICO 86.20 + 9.682 168.02 + 9.32% 1.13 + 0.042
HCSP 60 mg/dia 82.57 £9.742 146.07 £ 11.672* | 1.04 +0.092°
HCSP 80 mg/dia 09.88 + 4.542 168.35 + 19.032 1.14 + 0.052
HCP 60 mg/dia 80.34 +9.782 168.61 £11.12 1.06 + 0.052

HCP 80 mg/dia 86.86 + 9.272 187.57 + 18.172 0.91 + 0.04°

HIP 60 mg/dia 87.30 £ 12.02 191.05 + 15.012 0.92 + 0.02°
HIP 80 mg/dia 84.40 £ 12.12 107.89 + 8.36"° 1.17 +0.032
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Los resultados se expresan como la media * error estandar (n=8). Letras diferentes por columna
indican diferencia estadistica (p < 0.05) entre los tratamientos (prueba de Tukey). HCSP: Hoja
completa sin procesar, HCP: Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior procesada.

Resultados opuestos a los presentados por la mayoria de los tratamientos
en este trabajo fueron observados por Moniruzzaman et al. (2012), quienes usaron
extractos del gel de la sébila y de la corteza en ratas inducidas con STZ, los
animales tratados disminuyeron los niveles de triglicéridos en suero. De igual
manera, Mohapatra et al. (2013) administraron el gel de la sabila en animales
diabéticos por 21 dias y los niveles de triglicéridos séricos disminuyeron de
manera significativa. Uno de los mecanismos que se asocia con la disminucion de
triglicéridos séricos es el contenido de fibra, ya que se ha reportado que esta
puede atrapar a los lipidos provenientes de la dieta impidiendo su absorcién en el
intestino (lwata et al., 2012). Cabe resaltar que el producto HIP tiene el mayor

porcentaje de tanto de fibra soluble como insoluble.

Para demostrar el efecto de los tratamientos sobre la eliminacion de
triglicéridos, éstos se cuantificaron en heces y los resultados indican que no existe
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos comparados con el control
diabético. Por lo tanto, el mecanismo del tratamiento que tuvo la menor
concentracion de triglicéridos en suero (HIP 80 mg/dia), no esta relacionado con

una mayor eliminacion de estos lipidos en heces.

8.2.5 Efecto de los productos de sabila sobre marcadores de dafio hepatico
en ratas diabéticas

Durante la progresion de la diabetes se puede desarrollar esteatosis no
alcoholica. Esta es una enfermedad cronica que se define como una acumulacion
excesiva de triglicéridos en el higado, ademas, se clasifica en cuatro estadios

segun la cantidad de triglicéridos acumulados (Barba Evia, 2008).

Por lo anterior, se cuantificaron los niveles de triglicéridos en el higado de
los animales en estudio. En la Figura 9 se puede observar que la concentracion de
triglicéridos del grupo control diabético aument6 dos veces en comparacion con el
control sano; como ya se habia mencionado en secciones anteriores, la insulina

promueve el almacenamiento de triglicéridos en el tejido adiposo; sin embargo, los
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bajos niveles de esta hormona provocan que los triglicéridos queden circulando en
torrente sanguineo y pueden llegar al higado para ser hidrolizados y ser utilizados
como fuente de energia (ADA, 2007). Asimismo, la dieta es otro factor importante
para el desarrollo de higado graso no alcohdlico, ya que existen estudios donde
ratas sanas con acceso a dietas con diferentes porcentajes de grasa y, hubo un
aumento en el desarrollo de esteatosis al incrementar el porcentaje de grasa
(Kerpe et al.,, 2011; Krugner-Higby et al, 2011). En el presente estudio, los
animales también tuvieron acceso a una dieta alta en grasa, lo cual puede ser otro

de los factores para el desarrollo de esteatosis.

En cuanto a los tratamientos, el Unico producto que tuvo la menor
concentracion de triglicéridos en higado fue HIP a una dosis de 80 mg/dia, hasta
en un 35% (p<0.05) estadisticamente igual al grupo control sano. Este producto
contiene el mayor porcentaje de fibra dietaria tanto soluble como insoluble. La fibra
evita que los triglicéridos sean absorbidos por el intestino para ser desechados en
heces, como lo comprueban Villlanueva et al. (2011) en donde suministraron
diversas dietas variando la cantidad de fibra a hdmsteres sanos, la concentracion
de triglicéridos en higado disminuy6é y aumentd en heces. No obstante, en este
presente estudio la concentracién de triglicéridos en heces no presentd un

decremento significativo para este producto (Cuadro 8).

Se ha reportado que fitoesteroles extraidos de la sabila disminuyen la
concentracion de triglicéridos hepaticos en ratas diabéticas Zucker y este efecto se
relacion6é a una menor expresion de genes relacionados con enzimas lipogénicas,
tales como acetil CoA carboxilasa (ACC) y sintasa de acidos grasos (FAS); asi
mismo, se reportd un incremento en la expresion de enzimas que participan en la
oxidacion de acidos grasos como la acil CoA oxidasa (ACO) y la carnitin Palmitoil
CoA tranferasa (CPT-1) (Misawa et al., 2012). En base a lo anteriormente
mencionado, el efecto producido por el producto HIP puede estar relacionado con

los fitoesteroles.

Para demostrar el grado de dafio generado en el higado se tomaron

microfotografias representativas de cortes histolégicos, realizados en el higado de
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los animales en estudio (Figura 10). Las imagenes del lado izquierdo
corresponden a un aumento 200x y las del lado derecho 400x; el grupo control
sano presenta grado cero de esteatosis (Figura 10 a, b) y el control diabético
grado 2 (Figura 10 c, d) lo que coincide con la cuantificacion de triglicéridos en

higado.

Para los grupos tratados con HCSP y HCP se ve que hay una relacién dosis
dependiente, pues las dosis de 60 mg/dia presentan grado 1 de esteatosis (Figura
10-e, f, i, j), mientras que las dosis de 80 mg/dia presentan grado 2 (Figura 10-g,
h, k, I). El tratamiento HIP 60 mg/dia tiene grado 1 (Figura 10-m, n), se puede
confirmar que el higado de los animales que fueron tratados con HIP 80 mg/dia

presenta grado de esteatosis semejante al grupo control sano (10-fi, 0).
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Figura 9. Concentracion de triglicéridos en higado de ratas diabéticas tratadas con

productos de sabila. Los resultados se expresan como la media * error estandar (n=8). Letras
diferentes indican diferencia estadistica (p < 0.05) entre los tratamientos (prueba de Tukey). HCSP:
Hoja completa sin procesar, HCP: Hoja completa procesada, HIP: Hoja interior procesada.
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Figura 10. Microfotografias representativas del andlisis histopatolégico de los
higados de los animales en estudio. (a: control sano 200x; b:control sano 400x; c: control

diabético 200x; d: control diabético 400x; e: HCSP (60 mg/dia) 200x; f: HCSP (60 mg/dia) 400x; g:
HCSP (80 mg/dia) 200x; h: HCSP (80 mg/dia) 400x; i: HCP (60 mg/dia) 200x j: HCP (60mg/dia)
400x; k: HCP (80 mg/dia) 200x; I: HCP (80 mg/dia) 400x; m: HIP (60 mg/dia) 200x; n: HIP (60
mg/dia) 400x; fi: HIP (80 mg/dia) 200x; o: HIP (80 mg/dia) 400x).

Otros de los parametros que indican dafio hepatico son las transaminasas y
la fosfatasa alcalina; por lo tanto, se procedié a medir su actividad catalitica en el
suero de los animales tratados con los productos de sébila. Los resultados se

observan en el Cuadro 9.

Al evaluar la enzima alanino aminotransferasa se ve que no hay diferencia

significativa entre el control sano y el control diabético; pero el tratamiento HCP 80
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mg/dia presenté un aumento en su actividad hasta en un 65% en comparacion con
el grupo control diabético, lo que indica que este plroducto no solamente ejerce
una proteccién sobre el higado, sino que puede inducir dafio. El grupo tratado con
HIP 80 mg/dia tiene valores estadisticamente similares al grupo control sano, lo
que coincide con la cuantificacion de triglicéridos en higado y con las

observaciones en las microfotografias del estudio histopatologico.

En el caso de la aspartato aminotransferasa, tampoco se observa diferencia
entre los controles, sin embargo, el tratamiento HCSP 80 mg/dia increment6 en un
34% su valor al compararlo con el grupo control diabético, lo que confirmé el

resultado anterior, un posible dafio hepatico.

Finalmente, la actividad de la fosfatasa alcalina muestra diferencia
significativa entre el grupo control sano y diabético, ya que este ultimo incrementa
su actividad considerablemente, pero no hubo diferencia significativa entre los

tratamientos.

Cuadro 9. Actividad de las transaminasas y fosfatasa alcalina en ratas diabéticas
tratadas por productos de sabila

Alanino Aspartato .
: : : Fosfatasa alcalina
Tratamientos aminotransferasa | aminotransferasa (UIL)
(U/L) (U/L)
SANO 13.79 + 0.96° 19.20 +1.11° 128.58 + 10.82°
DIABETICO 16.51 + 2.33b¢ 23.88 +2.322 447.31 + 69.942

HCSP 60 mg/dia

20.62 + 1.543b

20.37 £1.35

447.74 + 22.232

HCSP 80 mg/dia

20.37 + 1.25%

25.69 +1.23%

398.35 + 22.292

HCP 60 mg/dia

17.65 + 2.46°

2453 +1.213

381.03 + 39.03%

HCP 80 mg/dia 22.76 +£1.192 22.59 +£1.922b 495.35 + 20.732
HIP 60 mg/dia 21.79 £ 0.622° 20.17 £1.592 464.20 + 75.382
HIP 80 mg/dia 16.42 + 0.83° 24.22 +0.473° 402.04 + 19.27%

Los resultados se expresan como la media + error estandar (n=8). Letras diferentes por columna
indican diferencia estadistica (p < 0.05) entre los tratamientos (prueba de Tukey). HCSP: Hoja
completa sin procesar, HCP: Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior procesada.

El producto HIP, debido a su alta composicion en fibra dietética, presenta
una menor concentracion de triglicéridos en higado y decrementa la actividad de la
enzima alanino aminotransferasa. De acuerdo a los mecanismos mencionados

anteriormente, esto es importante ya que esta enzima es especifica de dafo
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hepético en comparacién con las otras dos; sin embargo, los otros productos al
parecer generan dafio hepético. Estos resultados coinciden con los reportados por
Yang et al. (2010), observaron una hepatotoxicidad directa de los productos de
sabila en pacientes que consumieron suplementos alimenticios a base de sabila,

debido al aumento considerable de las transaminasas en suero.

8.2.6 Efecto de los productos de sabila sobre marcadores de dafio renal en
ratas diabéticas

La nefropatia diabética es una complicacién relativamente frecuente
durante el desarrollo de la diabetes, es una enfermedad irreversible y progresiva

gue culmina con la insuficiencia renal cronica (Martin Lépez et al., 2002).

Uno de los parametros que se evalla para determinar si existe dafio renal
es la creatinina. Este compuesto es un producto de desecho del metabolismo
muscular pues proviene de la creatina, una molécula que participa en la
produccién de energia en el musculo (Jabary et al., 2006). Otro parametro que
también se evalla es la urea, ésta se sintetiza en el higado como producto de
desaminacion de los aminoacidos y se excreta en la orina (Caravaca et al., 1996).
En una condicion normal, los rifiones filtran a la creatinina y urea de la sangre,
para posteriormente desecharlos en la orina; si los rifiones no funcionan bien,
ambos elementos se acumulan en suero. Para obtener informacion acerca del
funcionamiento renal se calcula el aclaramiento de creatinina y urea, ya que éste
mide la eficiencia con la que los rifiones pueden remover a ambos parametros de

la sangre (Zenteno et al., 2011).

Los resultados del aclaramiento de creatinina y urea se muestran en el
Cuadro 10. En el caso del valor de aclaramiento de creatinina, se observa que
existe diferencia significativa entre el grupo control sano y diabético, ya que este
altimo tuvo una menor concentracion en su tasa de aclaramiento al disminuir en un
56% en comparacién con el control sano; sin embargo, no existe diferencia
significativa entre los tratamientos con los productos de sabila. Por otro lado, los
resultados para el aclaramiento de urea indican diferencia significativa entre

ambos controles, pues el control diabético tuvo una menor tasa de aclaramiento
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de urea (38%) en comparacion con el control sano, no obstante, los grupos que
fueron tratados con los productos de sabila tampoco mostraron diferencia

significativa.

La diferencia que existe entre los controles para ambos parametros, se
debe en caso del control diabético a que la glucosa interacciona con las proteinas
formando productos de glucosilacion avanzada que se acumulan en el glomérulo y
provoca cambios estructurales en éste, lo que conlleva a una alteracion en su
capacidad para filtrar productos de desecho y, por ende, hay un incremento de
estos productos en suero. En el caso del control sano, al no haber alteraciones en
el glomérulo, puede filtrar adecuadamente a ambos productos, desechandolos en
orina y asi su tasa de aclaramiento aumenta (Torres Viloria y Zacarias Castillo,
2002).

Saka et al. (2012), administraron el gel de la sabila a ratas sanas por 28
dias y se observd un aumentdé en la concentracion de urea, creatinina y
bicarbonato en suero; por lo que concluyd que la sabila promueve nefrotoxicidad.
Por su parte, Yagi et al. (2009) evaluaron fracciones de alto peso molecular de la
sabila con menos de 10 ppm de antraquinonas en ratas diabéticas, y no se
presentaron cambios en los niveles de creatinina y urea en suero. Este ultimo
trabajo coincide con los resultados obtenidos en este estudio, pues no hubo
cambios favorables sobre el efecto de los productos de sabila en el aclaramiento

de creatinina y urea.

El acido arico es un compuesto de desecho de las purinas. Cuando este
compuesto esta en contacto con altos niveles de sodio, forma cristales de urato
monosddico que son la estructura bioldgica activa del acido Urico. Los cristales se
reabsorben en los tlbulos del rifidn, pero si existe alguna alteracion estructural a
nivel tubular, principalmente asociado a la generacion de productos de
glucosilacion avanzada, los cristales no son excretados a través de la orina y
guedan circulando en torrente sanguineo (Torres Vilora y Zacarias Castillo, 2002;

Jiménez Cocco et al., 2003).
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Los resultados (Cuadro 10) muestran que no hay diferencia significativa
entre los grupos controles sano y diabético para las concentraciones de &cido
arico, tanto en orina como en suero, pero existe una tendencia con los
tratamientos de los productos de sabila; ya que en el caso de la cuantificacion en
suero, hay un incremento del acido uUrico conforme aumenta la dosis de los
productos de sabila, y el efecto contrario se observa en orina, sin embargo para
suero solo fue estadisticamente significativo el tratamiento de 80 mg/dia de HSCP
y HCP. Mientras que para orina no hubo diferencia estadistica significativa entre

ninguno de los tratamientos y los controles (sano y diabético).

Cuadro 10. Parametros de dafio de renal en suero y orina de ratas diabéticas
tratadas con productos de sabila con eliminacion de aloina

Aclaramiento | Aclaramiento | Acido Urico | Acido Urico
Tratamiento de creatinina de urea en suero en orina
(mL/min) (mL/min) (mg/dL) (mg/12h)
SANO 1.65 + 0.402 1.34 +0.572 1.75 +0.16° 1.80 + 0.142
DIABETICO 0.72 +0.21b 0.83+0.27" 2.21 +0.19° 2.02 +0.112
HCSP 60 mg/dia 1.40 £0.172° 0.67 £ 0.07° 1.77 + 0.09° 1.98 + 0.242
HSCP 80 mg/dia 0.89 + 0.252 0.68 +0.11° 3.32+£0.322 1.35+0.113
HCP 60 mg/dia 0.86 + 0.11a 0.45 + 0.03° 2.14 +0.28° 1.68 £0.162
HCP 80 mg/dia 0.94 +0.172 0.64 +0.11°" 3.31+£0.262 1.26 + 0.11°
HIP 60 mg/dia 0.85 + 0.04 0.44 +0.04" 1.99+0.17° 1.95 + 0.252
HIP 80 mg/dia 0.92 +0.172 0.55 + 0.03P 2.62 +0.252 1.57 £+ 0.092

Los resultados se expresan como la media + error estandar (n=8). Letras diferentes por columna
indican diferencia estadistica (p < 0.05) entre los tratamientos (prueba de Tukey). HCSP: Hoja
competa sin procesar, HCP: Hoja completa procesada y HIP: Hoja interior procesada.

Estos resultados son contradictorios a los mostrados por Kirdpon et al.
(2006), ellos administraron el gel de sabila en adultos sanos y no hubo ninguin

cambio en la concentracion de acido Urico en orina.

Como lo muestran los resultados los productos de sabila pueden generar un
dafio a nivel tubular, por lo que el &cido Urico no se reabsorbe adecuadamente,
entonces éste aumenta en suero y por lo tanto disminuye en orina. Sin embargo,
para considerar una alteracion a nivel tubular las concentraciones de acido arico
deben ser mayores a 8 mg/dL (Sivakumar et al., 2014). Estos resultados sugieren

gue el dafo renal asociado al desarrollo de la diabetes se encuentra en etapas
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tempranas, ya que tampoco existe una alteracion en los parametros de creatinina

y urea.
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9 CONCLUSIONES

e Los tratamientos para la eliminacion de aloina disminuyen a esta
antraquinona de acuerdo a la norma establecida por el NIHHHS.

e Los nuevos procesos para la obtencion de los productos de sabila
disminuyen la capacidad antioxidante in vitro, lo cual puede estar relacionado con
la menor concentracion de compuestos fendlicos.

e El porcentaje de fibra insoluble disminuye con el proceso para eliminar
aloina en el producto de hoja completa; sin embargo, el producto HIP tiene las
mayores concentraciones de fibra dietética tanto soluble como insoluble.

e HIP es el Unico producto con capacidad de inhibir las enzimas digestivas a-
amilasa y a-glucosidasa in vitro, lo cual se puede atribuir al alto porcentaje de fibra
de este producto.

e Durante el procesamiento de los productos de sabila existe una hidrdlisis de
los polisacéaridos presentes en la planta.

e Los productos de sabila suplementados en ratas diabéticas no disminuyen
la concentracion de glucosa en sangre ni mejoraron la secrecién de insulina.

e La dosis de 80 mg/dia del producto HIP disminuy6 la concentracién de
triglicéridos en suero e higado, y mejoré la esteatosis hepatica por un mecanismo
no relacionado con eliminacion de triglicéridos en heces. Asi mismo, este
tratamiento presentd una menor actividad de la enzima alanino aminotransferasa
sérica.

e Los productos de sabila de la hoja completa procesada y sin procesar no
mostraron actividad antidiabética, mientras que el producto HIP disminuyé las

alteraciones hepaticas relacionadas con el almacenamiento de triglicéridos.
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