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RESUMEN

La diversidad botanica mexicana es una de las mas importantes y extensas a nivel
mundial. Hibiscus sabdariffa L. es una planta herbacea anual cultivada en México,
tiene un caliz rojo y carnoso, el cual es utilizado para la elaboracion de una bebida
conocida como “agua de jamaica”’; a esta se le han identificado diversas
propiedades por su contenido de compuestos fendlicos y fibra dietaria. En nuestro
pais comunmente el subproducto de esta elaboracion es desechado por lo que
podria utilizarse como un potencial ingrediente para desarrollar alimentos
funcionales. El objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto del subproducto de la
decoccion de célices de jamaica sobre las alteraciones metabdlicas en un modelo
in vivo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) inducido con una dieta alta en grasa y
fructosa y estreptozotocina. El trabajo fue en dos etapas, la primera fue la obtencion
y caracterizacion del subproducto de jamaica, al secar los céalices después de su
decoccion y posteriormente caracterizar sus polifenoles y acidos organicos
extraibles y no extraibles por métodos cromatograficos. En la segunda etapa, se
realizd un estudio in vivo donde se utilizaron 70 ratas macho Wistar, las cuales
fueron aleatorizadas en siete grupos (n=10), 10 ratas fueron alimentadas con una
dieta estandar (control negativo) y los grupos restantes recibieron una dieta alta en
grasa y fructosa ad libitum por 17 semanas, inducidos a DM2 con una dosis de
estreptozotocina (30 mg/Kg) en la semana 13 y divididos en un grupo control
enfermo, dos grupos de prevencion suplementados con un 6.2% de subproducto en
la semana 1y 9, y tres grupos de tratamiento suplementados en la semana 14 con
6.2% subproducto, 200 mg/Kg de metformina y la combinacion de ambos como
tratamiento coadyuvante. Entre los principales resultados obtenido destaca el alto
contenido de fibra dentaria, principalmente insoluble, y de polifenoles no extraibles
con alta capacidad antioxidante, por lo que el subproducto de la decoccién de
calices de jamaica tiene potencial como fibra dietaria antioxidante. La
suplementacién con el subproducto de jamaica previno y controlo la hiperglucemia
y dislipidemia asociada a la DM2, observando resultados similares cuando la
suplementacién se llevd a cabo en animales sanos, con resistencia a la insulina y
con DM2. Con base en lo anterior, la conclusién de este estudio es que el
subproducto de la decoccién de los calices de jamaica puede ser aprovechado como
un suplemento dietaria para la prevencién, coadyuvancia y/o tratamiento de las
alteraciones metabdlicas asociadas a la DM2.

(Palabras clave: Hibiscus sabdariffa L, diabetes mellitus tipo 2, alteraciones
metabdlicas, modelo in vivo, resistencia a la insulina, subproducto).
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ABSTRACT

Mexican botanical diversity is one of the most important and extensive in the world.
Hibiscus sabdariffa L. is an annual herbaceous plant cultivated in Mexico, it has a
red and fleshy calyx, which is used to make a drink known as “agua de jamaica”;
Various properties have been identified as the content of phenolic compounds and
dietary fiber. In our country, the decoction’s by-product is commonly discarded so it
could be used as a potential ingredient to develop functional foods. The aim of this
project was to evaluate the effect of the decoction’s by-product of Hibiscus sabdariffa
calyxes on metabolic alterations in an in vivo model of type 2 diabetes mellitus
induced with a high-fat and high-fructose diet and streptozotocin. The investigation
was carried out in two stages, the first was the obtaining and characterization of the
by-product, by drying the calyxes after their decoction and subsequently
characterizing their polyphenols and extractable and non-extractable organic acids
by chromatographic methods. In the second stage, an in vivo study was carried out
where 70 male Wistar rats were used, which were randomized into seven groups
(n=10), 10 rats were fed a standard diet (negative control) and the remaining groups
received a high-fat and high-fructose diet ad libitum for 17 weeks, induced type 2
diabetes with a dose of streptozotocin (30 mg/Kg) in week 13 and divided into a
diabetic control group, two prevention groups supplemented with 6.2% of by-product
in weeks 1 and 9, and three groups of treatment supplemented in week 14 with 6.2%
of by-product, 200 mg/Kg of metformin and the combination of both as adjuvant
treatment. Main results obtained, the high content of dietary fiber, mainly insoluble,
and non-extractable polyphenols with high antioxidant capacity stands out, so the
by-product of the decoction of hibiscus calyxes has potential as antioxidant dietary
fiber. Supplementation with the by-product prevented and controlled hyperglycemia
and dyslipidemia associated with type 2 diabetes, observing similar results when
supplementation was carried out in healthy, insulin resistance and diabetic animals.
Based on the above, the conclusion of this study is that the decoction’s by-product
of Hibiscus sabdariffa calyxes can be used as a dietary supplement for the
prevention, adjuvantness and/or treatment of metabolic alterations associated with
type 2 diabetes mellitus.

(Keywords: Hibiscus sabdariffa L, type 2 diabetes mellitus, metabolic alterations, in
vivo model, insulin resistance, by-product).
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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es el término colectivo para los trastornos metabdlicos
heterogéneos cuya principal caracteristica es la hiperglucemia crénica. La causa es
una secrecion de insulina alterada, una disminucion de la actividad de insulina o por
lo general, ambos (Petersmann et al., 2019). Durante las Ultimas décadas, la
prevalencia de DM ha aumentado significativamente, principalmente como
resultado del aumento continuo en la incidencia de DM2. Segun las estadisticas de
la Organizacion Mundial de la Salud mas de 422 millones de adultos en todo el
mundo padecian DM en 2014 y se espera un aumento continuo en su prevalencia
(Lovic et al., 2020).

De acuerdo con cifras de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (Ensanut) del
2021, en nuestro pais existen 12 millones 400 mil personas con DM, donde DM2 es
la mas comun, y afecta principalmente a personas mayores de 60 afios, aunque su
incidencia se muestra en diversos grupos de edad. La tasa de mortalidad al afio es

de 361 personas por cada 100 mil habitantes (Secretaria de Salud, 2022).

La hiperglucemia crénica de la DM se asocia con dafio a largo plazo, disfuncién e
insuficiencia principalmente en ojos, riflones, nervios, corazon y vasos sanguineos.
Las complicaciones macro y microvasculares como la enfermedad cardiovascular
y renal, la retinopatia y neuropatia son la principal causa de morbilidad y mortalidad

en personas diabéticas (Cole & Florez, 2020).

La herbolaria en el mundo es una de las bases mas importantes y uno de los
primeros pasos para el descubrimiento de nuevos aportes a la farmacologia; en
México tenemos una gran diversidad de plantas medicinales; su uso es milenario y
Su conocimiento se remonta a aplicaciones empiricas que poco a poco se han ido

convirtiendo en descubrimientos cientificos de apoyo a la salud de la sociedad.

Hibiscus sabdariffa L. es una planta herbacea que tiene flores con colores palidos
en las hojas y un caliz color rojo intenso y carnoso, considerado como la parte mas

destacable de la misma; es recolectada al cerrarse la flor y el caliz al alcanzar un




tono rojo vinoso, el cual es secado para su uso principalmente para la preparacion
de una bebida de color rojo con un sabor ligeramente acido y refrescante, que en
México se conoce como “agua de jamaica” y que también es utilizado para la
produccion de colorantes alimentarios, algunos jarabes y en recetas de cocina (Riaz
& Chopra, 2018).

Las bebidas se preparan hirviendo calices secos para liberar compuestos solubles,
los célices usados se convierten en residuos o subproductos que son desechados
y desaprovechados. Se han realizado evaluaciones del efecto del extracto acuoso
de los calices de jamaica sobre el tratamiento de las alteraciones causadas por la
DM, observando una reduccion en los niveles séricos de glucosa y colesterol LDL,
asi como una mejora en el funcionamiento renal (Bule et al., 2020; H. J. Lee et al.,
2011; Li et al., 2020). Dichos efectos han sido atribuidos a los compuestos
polifendlicos y acidos organicos extraidos de los calices de jamaica. Si bien los
calices de jamaica son una fuente importante de compuestos bioactivos como fibra
dietética (36-38%) y compuestos fenolicos (3-4%), y una fraccion de estos son
lixiviadas durante el proceso de la bebida, una gran proporcién de estos compuestos
se retienen en los célices tras su decoccion. Se ha reportado que el residuo tiene
un mayor contenido de fibra dietaria que el céaliz (67% vs 37%) y de un 71% a 74%
mas contenido de polifenoles no extraibles y de 45% a 57% menor contenido de

polifenoles extraibles (Amaya-Cruz et al., 2019; Sayago-Ayerdi et al., 2014),

Amaya-Cruz et al. (2019) demostraron que el subproducto de jamaica (SJ) es un
ingrediente potencial para desarrollar alimentos funcionales contra la obesidad y sus
complicaciones, ya que observaron efectos benéficos comparables a los del caliz.
Si bien se ha demostrado que el subproducto de jamaica previene el desarrollo de
resistencia a la insulina (RI) asociada a la obesidad, se desconoce si tiene un efecto
sobre el desarrollo de las alteraciones metabdlicas causadas a partir de la DM2. Es
por ello, que el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto del subproducto
de la decoccion de Hibiscus sabdariffa L. en las alteraciones metabdlicas en un
modelo in vivo de diabetes mellitus tipo 2 inducido por una dieta alta en grasa y alta

en fructosa y una dosis Unica de estreptozotocina.




2. ANTECEDENTES

2.1. Diabetes mellitus
DM es una de las probleméaticas mundiales mas importantes en las GUltimas décadas,

convirtiéndose en uno de los topicos de investigacion con amplia necesidad de
investigacion. De manera resumida, es una enfermedad que se determina de
manera genética, donde el sujeto que la padece presenta alteraciones metabdlicas
de las macromoléculas como proteinas, grasas y carbohidratos; y a su vez, una
secrecion de insulina deficiente ya sea, relativa o absoluta, y/o resistencia a esta en

el organismo.

La DM es un trastorno metabdlico crénico caracterizado por niveles elevados de
glucosa plasmética. En cuanto a la patogenia de la enfermedad, se han propuesto
dos mecanismos principales: la destruccion autoinmune de las células beta
pancreaticas con la consiguiente produccion insuficiente de insulina, asi como
también, la resistencia endégena de las células del cuerpo a la accién de la insulina,
generando asi, una hiperglucemia crénica (Lovic et al., 2020). Esto es la base de
las anormalidades en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas
observadas en DM. El deterioro de la secrecion de insulina y los defectos en la
accion de ésta hormona coexisten con frecuencia en el mismo paciente y, a
menudo, no esta claro qué anomalia, si es que es la Unica, es la causa principal de

la hiperglucemia.

En el occidente, la prevalencia de DM se estima entre el 2% al 6% a nivel mundial,
pero se cree que hasta un 50% de los pacientes diabéticos se encuentran sin
diagnosticar. En 2020, se reporté que en México murieron 151,019 personas a
causa de la DM, lo que equivale al 14% de las prevalencias de muerte en México;
donde el 48% fueron mujeres y el 52% fueron hombres. La tasa de mortalidad por
DM para 2020 fue la cifra mas alta en los ultimos 10 afios, con 11.95 personas por
cada 10 mil habitantes (INEGI, 2021).




2.1.1. Diabetes mellitus tipo 2
DM2 se desarrolla como una consecuencia de la reduccién en la accién de la

insulina acompafiado de una pérdida progresiva de la funcion de las células beta,
inicialmente a menudo con una deficiencia relativa de insulina y tipicamente una
interrupcion de la secrecion de insulina dependiente de la glucosa. La RI con
hiperinsulinismo se encuentra en el estadio normoglucémico prediabético, mientras
que la alteracion de su secrecion es mas tardia. Los factores genéticos de
susceptibilidad son poligénicos, hay grupos raciales de riesgo y al mismo tiempo
influyen factores medioambientales tales como una vida sedentaria y una ingesta
alta en calorias y grasas saturadas (Barrio-Castellanos, 2004; Harreiter & Roden,

2019). Para diagnosticar la DM2 se tienen 3 consideraciones en los pacientes:

e  Glucosa en sangre en ayuno de 8 horas mayor a 126 mg/dL en dos
dias diferentes.

e Glucosa en sangre a cualquier hora del dia mayor 200 mg/dL con
sintomas previos como aumento de consumo de agua, aumento en la produccién
de orina y una pérdida de peso inexplicable.

e  Glucosa en sangre mayor a 200 mg/dL a las 2 horas de una carga oral

de 75 gramos de glucosa, aun en ausencia de sintomas caracteristicos de DM2.

Los principales signos y sintomas son la pérdida de peso, sed, poliuria, nicturia,
prurito genital, letargia, balanitis y vision borrosa. El diagnéstico de DM2 se basa en
la glucosa en ayunas, la prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT por sus siglas
en inglés) o la hemoglobina glicada (HbAlc). La hiperglucemia se desarrolla
continuamente, y los trastornos de la glucemia en ayunas y postprandial tienen
diferentes cursos de tiempo. Por lo tanto, los valores de corte no estan
completamente establecidos en la identificacion de pacientes con DM2, y todas las
pruebas estan sujetas a variabilidad, por lo que siempre es necesario la repeticion
de una prueba o la confirmacién del resultado de una prueba por otra prueba, a
menos que los sintomas clinicos clasicos estén presentes (Harreiter & Roden,
2019).




2.1.2. Resistencia a la insulina
La RI se define fisiolégicamente como un estado de respuesta reducida en los

tejidos que se dirigen a la insulina a niveles fisioldégicos elevados de insulina y se
considera el factor patogeno de muchas enfermedades modernas como la DM2.
Precede a niveles elevados de glucosa en plasma no fisiologicos, que es el sintoma
clinico principal de DM2. En la condicién prediabética, los niveles de insulina
aumentan para cumplir con los requisitos normales de insulina, lo que lleva a
hiperinsulinemia cronica, insuficiencia de las células beta inducida por
hiperglucemia y, finalmente, a DM2. En particular, los efectos reguladores de la
insulina, como la supresion de glucosa enddégena hepaticay la lipdlisis, la captacion
celular de glucosa plasmatica y la sintesis neta de glucdégeno, no se observan en
tejidos resistentes a la insulina a niveles plasmaticos normales. Dado que el
musculo esquelético es un tejido cuantitativamente central para la eliminaciéon de
glucosa estimulada por insulina, y el higado y el tejido adiposo son cualitativamente
los sitios criticos para la sefializacién de insulina inducida por glucosa, estos tejidos
se consideran fundamentales para comprender los mecanismos responsables de la
RI ( Lee et al., 2022; Petersen & Shulman, 2018).

Muchos estudios moleculares han demostrado que la captacion de glucosa
muscular estimulada por insulina es altamente susceptible a la RI atribuida a la
alteracion de la traslocacion de la proteina transportadora de glucosa 4 (GLUT4)
gue es regulada por la insulina. Sin embargo, la traslocacién de GLUT4 a la
membrana plasmatica y el transporte de glucosa en la DM2 son estimulados por la
hipoxia o el ejercicio a través de la regulacion mediada por la proteina quinasa
activada por AMP (AMPK), lo que sugiere que los defectos del transporte de glucosa
en la Rl son anomalias en la via de sefalizacion de la insulina mas que defectos en
el propio sistema de transporte. Ademéas, se ha demostrado que existe una
correlacion inversa entre la concentracion plasmatica de acidos grasos, la
acumulacion de lipidos en tejido adiposo y la sensibilidad a la insulina (Lee et al.,
2022; O'Neill et al., 2011; Perseghin et al., 1997; Wojtaszewski et al., 1999).




2.1.3. Alteraciones metabdlicas causadas por la diabetes mellitus
Garcia-Torres et al. (2020) describe a la DM2 como un desorden metabdlico con

diversas causas etiolégicas, con una hiperglucemia crdnica caracteristica, y
trastornos metabdlicos en el metabolismo de los azucares, las grasas y las
proteinas, esto causado por los defectos en la secrecion de insulina, o bien, defectos
en la accion de esta hormona en el organismo, o ambos. La disfuncién de esta
hormona puede causar, principalmente una desregulacién en los niveles de glucosa
en sangre, pero también, alteraciones metabdlicas en carbohidratos, lipidos y
proteina; causados principalmente por cambios en la composicibn quimica
molecular, como la glicosilacion no enzimatica, la dislipidemia y el estrés oxidativo;
generando asi complicaciones microvasculares y macrovasculares provenientes de

la enfermedad.

La RI se manifiesta temprano antes de la aparicion de la hiperglucemia. Mientras
las células beta pancreaticas secreten suficiente insulina para compensar la RI, los
niveles de glucosa se mantienen en niveles relativamente normales. La DM ocurre
cuando las células beta ya no secretan suficiente insulina para mantener la
normoglucemia. La hiperglucemia en ayunas es impulsada por una mayor
produccion de glucosa hepatica debido a niveles de insulina relativamente bajos
combinados con RI hepatica (Taylor et al., 2021).

La dislipidemia diabética (DD) es multifactorial y esta relacionada con un mal control
glucémico, RI, inflamacion y susceptibilidad genética. Esta alteracion se caracteriza
exclusivamente por niveles elevados de triglicéridos (TG), niveles reducidos de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y lipoproteinas ricas en triglicéridos (TRL). Los
TG circulantes son una mezcla de lipoproteinas ricas en TG, es decir, quilomicrones,
remanentes de quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL-C) y
colesterol de lipoproteinas de densidad intermedia (IDL-C), cada uno con
concentraciones variables de colesterol y TG en un paciente diabético. Numerosos
estudios han demostrado que, en todas las etapas de intolerancia a la glucosa,
incluida la pre-diabetes, se pueden detectar anomalias en los niveles séricos de

estas lipoproteinas (Cuevas M. & Alonso K, 2016).




Al principio de la DM2, la deficiencia relativa de insulina debido a la resistencia a
ésta hormona, promueve la lipdlisis y aumenta el flujo de &cidos grasos libres hacia
la circulacion portal. Esto se ve agravado por el consumo excesivo de carbohidratos
y grasas, lo que desencadena una lipogénesis de novo. Los pacientes con DM2
generalmente suelen tener un exceso de grasa abdominal y visceral, asi como un
estado de RI, hiperinsulinemia y dislipidemia. La hipertrigliceridemia en la DM, se
puede explicar a partir de la RI, en la cual se produce un aumento en la liberacién
de &cidos grasos libres desde los adipocitos, lo cual activa una sintesis hepatica de
TG y estimulan la produccion de apolipoproteina B (ApoB); lo que, a su vez,
promueve una sobreproduccion de VLDL ricas en TG en el higado(Taylor et al.,
2021). .

En la DM2, especialmente en presencia de hipertrigliceridemia, se genera un
aumento de TG con HDL, afectando directamente su catabolismo. Estas particulas
son el sustrato de la lipoprotein lipasa endotelial y la lipasa hepética que hidrolizan
sus TG, generando asi una HDL pequefia con muy poco colesterol. Este proceso
induce la disociacion de la apolipoproteina Al (ApoAl), la cual es la proteina principal
de las HDL, favoreciendo su filtrado y catabolismo renal. El flujo elevado de &cidos
grasos libres de manera cronica en el higado y el musculo incrementa el estado de
RI, lo que en ultima instancia conduce a la destruccion acelerada de las células beta
y la deficiencia de insulina, generando asi, un ciclo de Rl y de la DD (Cuevas &
Alonso, 2016; Sunil & Ashraf, 2020).

El riesgo de complicaciones cardiovasculares diabéticas después de la exposicion
a niveles elevados de glucosa durante un cierto periodo de tiempo se denomina
“‘memoria metabdlica” o “efecto legado”. Los eventos metabodlicos condicionantes
de la definida “memoria metabdlica” son caracterizados por la glicosilacion no
enzimatica de proteinas y lipidos celulares, asi como también el aumento de
especies reactivas de Oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) y de Nitrégeno
(Garcia-Torres et al.,, 2020). Bornfeldt (2016) menciona que uno de los posibles
mecanismos de este efecto es la formacion de productos finales de glicacion

avanzada (AGE por sus siglas en inglés), que se produce cuando el nivel de glucosa




en sangre es alto. Estos compuestos no se metabolizan facilmente y se acumulan
en pacientes con una larga historia de control inadecuado de la glucosa en sangre.
Este aumento puede acelerar la progresion de la enfermedad vascular en pacientes
diabéticos. Numerosos estudios han establecido el vinculo entre un nivel de glucosa
en sangre controlado inadecuadamente y las complicaciones microvasculares de la
DMZ2. Un nivel elevado de glucosa intracelular aumenta el flujo a través de las vias
metabdlicas celulares, como el sistema de transporte de electrones mitocondrial, lo
que puede resultar en una sobreproduccion de ROS. Ademas, los metabolitos de la
glucosa pueden inducir respuestas proinflamatorias mediante la activacién de la
proteina quinasa C-beta y la aldosa reductasa. Katakami (2018) menciona que otra
posibilidad es que la glucosa elevada actue principalmente a través de mecanismos
extracelulares, por ejemplo, al inducir la glicacién y la glucoxidacién de proteinas, lo
que da como resultado la formacion de AGE. Los AGE se acumulan en pacientes
diabéticos cuando el nivel de glucosa en sangre esta elevado y participan en la
modificacion de las moléculas de la matriz extracelular, esta interaccién produce

efectos proinflamatorios y una mayor generacién de ROS intracelular.

2.1.4. Complicaciones de la diabetes mellitus
Debido a un diagnéstico tardio, un tratamiento inadecuado o un mal cuidado de

parte del servicio de salud o del propio paciente, la DM puede generar una serie de
complicaciones que pueden llevar a diversas patologias. Dentro de las tres mas
importantes se encuentran la retinopatia, la nefropatia y la neuropatia diabética.
Cada una de las complicaciones representa el mal cuidado y control de diversos
factores, y la mayoria puede causar multiples formas de fatalidad e incluso la
muerte; por lo que su prevencion juega un papel importante, principalmente en

pacientes que ya tengan DM con complicaciones. (Demir et al., 2021)

2.1.4.1. Retinopatia diabética
La retinopatia diabética (RD) es una complicacion importante de la diabetes mellitus
(DM), que sigue siendo una de las principales causas de pérdida visual en la

poblacién en edad laboral.




2.1.4.2. Neuropatia diabética

Entre las complicaciones de la DM, un grupo de sindromes clinicos causados por
dafios en los sistemas nerviosos periférico y autbnomo son, con diferencia, los mas
frecuentes. Feldman et al. (2019) describe que, generalmente denominados
diferentes formas de neuropatia, estos sindromes son causados por dafo difuso y
focal del sistema nervioso y ocurren en hasta la mitad de todas las personas con
DM.

2.1.4.3. Nefropatia diabética

La ND se caracteriza por tener sintomas como microalbuminuria e hiperfiltracion
glomerular, lo que a nivel tisular refiere a una hipertrofia tubular, engrosamiento en
membrana basal glomerular, y expansion de matriz mesangial; en el cuadro 1 se
muestran las principales alteraciones que se presentan en el desarrollo de la
enfermedad. La DM2 y la hipertension arterial juegan un papel importante en el
desarrollo de la ND al causar hiperfiltracion glomerular, hipertrofia glomerular,
seguida de expansion del mesangio y acumulacién de matriz extracelular. Esta
tltima puede conducir a una pérdida de podocitos, alteracidon del mesangio
(mesangiolisis) y fibrosis glomerular. Por lo tanto, se crea otro circulo vicioso en el
que la combinacién de DM2 e hipertension esencial conduce a la ND, que puede
causar hipertension secundaria y mayor deterioro de la funcion renal. Como ocurre
con otras complicaciones microvasculares de la DM2, el control glucémico temprano
y efectivo reduce la probabilidad de desarrollar ND. La hiperuricemia, que en
algunos casos es secundaria a la disfuncién renal, puede “alimentar” este circulo.
El acido urico es proinflamatorio, induce el estrés oxidativo y activa el sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (Braunwald, 2019; Umanath & Lewis,
2018).

2.1.4. Tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2

La DM2 es una enfermedad crénica compleja y su manejo requiere tratamientos
conductuales y farmacoldgicos multifactoriales para prevenir o retrasar las
complicaciones y mantener la calidad de vida. Esto incluye el manejo de los niveles

de glucosa en sangre, el peso corporal, los factores de riesgo cardiovascular, las




comorbilidades y las complicaciones. Esto requiere que la atencién se brinde de
manera organizada y estructurada. Los aspectos fundamentales del cuidado de la
DM2 pueden ser clasificados en tratamientos farmacoldgicos y no farmacolégicos
para la promocién de comportamientos saludables (Davies et al., 2022).

2.1.4.1. Tratamiento farmacoldgico
Los medicamentos para bajar de peso son complementos efectivos de las

intervenciones en el estilo de vida y los comportamientos saludables para controlar
el peso y también se ha descubierto que mejoran el control de la glucosa en
personas con DM2 (ADA, 20222).

El tratamiento individualizado en pacientes con IMC superior a 27 Kg/m? es
preferible, un medicamento adecuado seria la liraglutida en dosis de 3 mg/dia para
disminuir el peso y control DE la glucemia (ALAD, 2019). La metformina es
recomendada en pacientes con DM2 debido a su alta eficacia en la reduccion de la
HbAlc, el riesgo minimo de hipoglucemia cuando se usa como monoterapia, la
neutralidad del peso con el potencial de una pérdida de peso modesta, el buen perfil
de seguridad y el bajo costo. Sin embargo, existe una aceptacion continua de que
un enfoque de tratamientos farmacolégicos combinados puede ser apropiado
(Aroda et al., 2016; Crowley et al., 2020; Lalau et al., 2018; Masson et al., 2021,
Matthews et al., 2020).

2.1.4.2. Tratamiento no farmacoldgico

La reduccion de peso se ha visto principalmente como una estrategia para mejorar
los niveles de hemoglobina glicosilada y reducir el riesgo de complicaciones
relacionadas con el peso. Recientemente se sugirié que la pérdida de peso del 5%
al 15% deberia ser un objetivo principal del tratamiento para muchas personas que
viven con DM2. La pérdida de peso puede ejercer beneficios que se extienden mas
alld del control glucémico para mejorar los factores de riesgo de enfermedad
cardiometabdlica y la calidad de vida (Lingvay et al., 2022). Uno de los enfoques
mas utilizados para la prevencién y el control de la DM es la terapia nutricional, con
los objetivos de promover y apoyar patrones de alimentacion saludables, abordar

las necesidades nutricionales individuales, mantener el placer de comer y
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proporcionar al paciente diabético las herramientas para desarrollar una
alimentacion saludable. No existe una proporcion uUnica de ingesta de carbohidratos,
proteinas y grasas que sea 6ptima para todas las personas con DM2. Sin embargo,
la distribucion de las macromoléculas en la dieta de un paciente con DM2 sin ND
debe ser de: 40-60% de carbohidratos, 30-45% de grasas y 15-30% de proteinas.
La ingesta diaria de fructosa no debe superar los 60 gramos y el consumo de sal no
debe superar los 4 gramos al dia. Barriere et al., (2018) demostraron que dietas que
combinan niveles elevados de grasa y fructosa inducen etapas tempranas de la

DM2, conocido como pre-diabetes y caracterizado por una RI.

Por otro lado, grandes estudios de cohortes prospectivos muestran
consistentemente asociaciones entre una ingesta elevada de fibra dietética (>25 g/d
en mujeres y >38 g/dia en hombres) con una reduccion del 20-30% en el riesgo de
desarrollar DM2 (Weickert & Pfeiffer, 2018). Asimismo, se ha prestado mucha
atencién a la importancia de los antioxidantes para proteger contra el dafio celular
oxidativo generado por la hiperglucemia crénica de la DM2. Por lo que numerosos
estudios han sugerido evidencia Gtil de compuestos bioactivos de alimentos de

origen vegetal para mejorar la DM2 y sus complicaciones (Leh & Lee, 2022).

2.2. Hibiscus sabdariffa L

Hibiscus sabdariffa L. es conocida también como roselle, rosa de Abisinia, rosa de
jamaica o flor de jamaica, forma parte de la familia de las malvaceas y su origen se
remonta a de Africa tropical, aunque su cultivo se ha extendido por México,
Centroamérica, Sudamérica y el sudeste asiatico. Es una planta herbacea que tiene
flores con colores palidos en las hojas y un céliz color rojo intenso y carnoso, que
es recolectado al cerrarse la flor y el caliz alcanzar un tono rojo vinoso, es secado
para su uso principalmente para la preparacion de una bebida de color rojo con un
sabor ligeramente acido y refrescante, que en México se conoce como “agua de
jamaica”; pero también es utilizada para la produccion de colorantes alimentarios,

algunos jarabes y en recetas de cocina (Riaz & Chopra, 2018).

Segun datos de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (2021) la produccién

nacional de jamaica en 2019 fue de 7 mil 889 toneladas, donde los estados lideres
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en produccion fueron Guerrero (5 mil 810 toneladas), Michoacan (884 toneladas) y

Oaxaca (507 toneladas).

2.2.1. Usos comunes
Tradicionalmente, la jamaica se cultiva por su tallo, hojas, calices y semillas, ya que

todas las partes tienen aplicaciones industriales, medicinales y de otro tipo, como
en medicina tradicional. En la cocina, por ejemplo, las hojas y los tallos tiernos de la
jamaica se comen crudos o cocidos en ensaladas o acompafando diversas
proteinas; en la India, las mujeres usan las hojas tiernas y el tallo para hacer salsa
picante durante la temporada de lluvias. Las semillas son ricas en proteinas v,
después de la extraccion del aceite, se hierven y se comen en sopas y también se
usan como sustituto del café en Africa. Las semillas se fermentan para producir un
condimento sustituto de la carne. Los chinos utilizan las semillas para la extraccion
de aceite (Riaz & Chopra, 2018).

Varias partes de la planta de jamaica se han utilizado en la medicina tradicional para
tratar resfriados, dolores de muelas, infecciones del tracto urinario y resacas. En
México se utilizan las infusiones de los célices y hojas para aliviar el dolor al orinar,
la indigestion, la hipertension y otras enfermedades diversas. El polvo de caliz seco
o flores frescas se usa para curar flatulencias en vacas, cabras y ovejas. El extracto
de los célices adicionado con sal comun es beneficioso para curar la diarrea y la
disenteria de animales y humanos. También se utiliza para curar el dolor de cintura
y otros trastornos ginecoldgicos en casos posteriores al parto. Las bebidas también
se utilizan para tratar enfermedades hepaticas, fiebre, hipercolesterolemia,
hipertension, agente antiespasméddico y antimicrobiano (Da-Costa-Rocha et al.,
2014).

2.2.2. Fitoquimica
El principal constituyente de la jamaica en contexto de importancia terapéutica son

los polisacaridos, acidos organicos y flavonoides, principalmente antocianinas. Se
sabe que los extractos de célices secos contienen compuestos como son acidos
organicos, é&cidos fendlicos, flavonoides, antocianinas y otros antioxidantes

hidrosolubles. El efecto beneficioso para la salud se atribuye principalmente a estas
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moléculas bioactivas con actividades antioxidantes,

antihipertensivas, antimicrobianas,

antiinflamatorias, antidiabéticas

hipocolesterolémicas,

y

anticancerigenas. En el Cuadro 1 se muestran los diversos compuestos fitoquimicos

reportados en Hibiscus sabdariffa L.

Cuadro 1. Compuestos fitoquimicos reportados en Hibiscus sabdariffa L (Riaz &

Chopra, 2018).

Familia

Compuesto

Antocianinas

Acidos fenélicos

Flavonoides

Acidos orgéanicos

Delfinidina 3-O-sambubidsido
Cianidina 3-O-sambubiésido
Acido 5-cafeoilshiquimico
Acido 3-cafeoilquinico

Acido 4-cafeoilquinico

Acido 5-cafeoilquinico

Acido cafeico

Acido protocatecuico
(+)-Catequina
(-)-Epigalocatequina galato
Quercetina

Quercetina 3-O-sambubidsido
Quercetina 3-O-rutinésido
Quercitina 3-O-glucoésido
Kaempferol 3-O-rutindsido
Acido hidroxicitrico

Acido hibiscus

Cabe destacar que la mayoria de los estudios se han realizado con extractos

acuosos de célices de jamaica, obtenidos por procesos de maceracion, infusiéon o

decoccion, observando un efecto hipoglucémico, hipolipidémico y renoprotector,

demostrando su efecto antidiabético en diversos modelos in vitro, in vivo e incluso

con seres humanos. Estos efectos han sido ampliamente asociados a compuestos
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antioxidantes hidrosolubles que se encuentran presentes en los extractos acuosos
obtenidos de célices de jamaica. Amaya-Cruz et al. (2019) describe que los
subproductos de jamaica representan los calices usados y cocidos que se obtienen
después de colocar la jamaica en decoccién, que comunmente son desechados y
desaprovechados. Sin embargo, éstos son ricos en fibra dietaria y compuestos
fendlicos, observando un efecto benéfico en la sensibilizacion a la insulina asociada
a una dieta rica en grasa y fructosa en un modelo in vivo de obesidad. Lo anterior
sugiere que este residuo podria tener un efecto antidiabético, ya que presenta
componentes similares a los observados en los extractos acuosos previamente

descritos.
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JUSTIFICACION
La DM2 es un conjunto de enfermedades caracteriza por un aumento de los niveles

de glucosa en sangre que puede generar multiples alteraciones en el metabolismo
de los carbohidratos, lipidos y proteinas y causar diversas complicaciones, que, sin
atencion adecuada y oportuna, pueden generar la muerte. Su elevada prevalencia
representa una problematica de salud a nivel mundial, se estima que aumentara a
55 millones de personas para el afio 2025, siendo DM2 para el 99% de los casos.
Diversas plantas pertenecientes a la herbolaria mexicana son utilizadas en el
tratamiento y prevencion de las alteraciones metabdlicas causadas por la DM2, una
de ellas es Hibiscus sabdariffa L.; sin embargo, sus estudios se han enfocado en el
uso del céliz o del extracto de la planta y no en el subproducto, es decir, los célices
usados generados durante el proceso de decoccion, el cual es comunmente
desechado y desaprovechado, lo que representa una pérdida de una fuente de
compuestos bioactivos como fibra dietaria y compuestos fendlicos extraibles y no
extraibles que aportan una importante capacidad antioxidante que puede ser de
gran utilidad como agente nutricio y nutracéutico. Se ha demostrado que el
subproducto de la decoccion de célices de jamaica previene el desarrollo de
resistencia a la insulina asociada a la obesidad inducida por una dieta hipercalérica;
sin embargo, se desconoce si tiene potencial como agente terapéutico o

coadyuvante para la prevencion y el tratamiento de la DM2.




3. HIPOTESIS

El subproducto de la decoccion de calices de jamaica, debido a su alto contenido
de fibra dietaria y polifenoles no extraibles, puede ser utilizado como un suplemento
dietario para la prevencion y tratamiento coadyuvante de las alteraciones

metabolicas asociadas con la DM2 en un modelo in vivo.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del subproducto de la decoccidén de calices de jamaica sobre la
prevencion y el tratamiento de las alteraciones metabdlicas en un modelo in vivo de
DM2 inducido con una dieta alta en grasa y fructosa y una dosis Unica de
estreptozotocina.

4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Determinar el efecto del subproducto de la decoccién de célices de jamaica
sobre la prevencion y el tratamiento de resistencia a la insulina en un modelo in vivo
de DM2.

4.2.2. Evaluar, en un modelo in vivo de DM2, la capacidad del subproducto de la
decoccion de célices de jamaica sobre la prevencion y el tratamiento de la
dislipidemia y disfuncién renal.

4.2.3. Determinar el estado antioxidante inducido por el subproducto de la decoccién

de célices de jamaica en un modelo in vivo de DM2.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Materiales

5.1.1. Material vegetal

Se trabajé con calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) de Guerrero, México. Los
calices de jamaica fueron desinfectados por medio de su inmersién en una solucién
desinfectante (Nobac citrus 373) al 1% (v/v) durante 10 min, posteriormente la
solucion fue drenada y los célices se secaron fen un horno de circulacién forzada
(BF 400, Binder) a 45 °C por 24 h (Amaya-Cruz et al., 2019).

5.2. Métodos

5.2.1. Obtencién del subproducto de decoccion de célices de jamaica

Los calices secos y desinfectados fueron utilizados para preparar una decoccion de
jamaica siguiendo la metodologia de Amaya-Cruz et al. (2019). A 100 g de calices
se le afnadieron 1 L de agua hirviendo y se calentaron por 15 min, posteriormente
se colo la bebida y se recuperaron los calices cocidos. El subproducto fue secado
bajo las condiciones anteriormente descritas, molido y tamizado a <420 um y fue

almacenado a -20 °C en oscuridad hasta su uso.

5.2.2. Caracterizacion del subproducto de decoccién de célices de jamaica
5.2.2.1. Composicion nutrimental

Se realiz6 el andlisis nutrimental siguiendo los métodos oficiales de la Asociaciéon
Oficial de Quimicos Analistas (AOAC): humedad (934.06), fibra dietaria total
(991.42), proteina (960.52), grasa (920.85) y cenizas (940.26), estimando el
contenido de carbohidratos por diferencia. Se determind el contenido de fibra
dietaria total, soluble e insoluble utilizando un kit enzimatico siguiendo el método de
la AOAC (AOAC International, 2012).

5.2.2.2. Anédlisis de polifenoles extraibles

La fraccién de polifenoles extraibles fue obtenida siguiendo la metodologia de
Hassan y col. (2011). Se realiz6 la extraccion con 0.5 g de muestra y 5 mL de
metanol:agua (50:50 v/v) ajustada a pH 2 con acido clorhidrico por 1 h a temperatura
ambiente con agitacion constante. Las muestras fueron centrifugadas a 1500 g por
10 min y se colecto el sobrenadante. Posteriormente, el residuo fue lavado con 5
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mL de acetona:agua (70:30 v/v) siguiendo el procedimiento anterior. Los dos
sobrenadantes fueron mezclados (fraccién de polifenoles extraibles) y utilizados
para la determinacion de polifenoles totales (Singleton et al., 1999), flavonoides
totales (Oomah et al.,, 2005), antocianinas totales (Giusti & Wrolstad, 2001) y

proantocianidinas extraibles (Zielinski et al., 2019)
a) Compuestos fendlicos totales

Se diluyeron 200 yL de extracto y 800 uL de agua destilada. Una alicuota de 20 uL
de esta solucion se mezclo con 30 pL de agua destilada, 25 pL del reactivo de Folin
Cicalteu 1 Ny 125 uL de Na2COs (20%). Se dejo reposar la mezcla en obscuridad
a temperatura ambiente durante 30 min y se midieron las absorbancias a 765 nm
en un espectrofotdometro para microplacas (Thermo Scientific). La cuantificacion de
polifenoles totales se realiz6 de acuerdo con una curva estandar de acido galico y
los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido gélico por mL de
decoccion (Singleton et al., 1999).

b) Flavonoides totales

Se determinaron de acuerdo con la metodologia reportada por Oomah et al. (2005).
A una alicuota de 50 pL de extracto se le agregaron 180 pL de agua destilada y 20
ML de una solucion de 2-aminoetil difenil borato (10 g/L) en solucion metandlica.
Posteriormente se leyd a una absorbancia de 404 nm en un espectrofotometro para
microplacas (Thermo Scientific). Se realiz6 una curva de calibracion de rutina (1
mg/mL) disuelta en etanol y los resultados se expresaron como mg equivalentes de

rutina/mL de decoccidn.
c) Antocianinas totales

Se diluyeron 50 pyL de extracto con 175 pyL de cada una de las soluciones
amortiguadoras (cloruro de potasio 0.025 M, pH 1y acetato de sodio 0.4 M, pH 4.5).
Posteriormente se midieron sus absorbancias a 510 nm y 700 nm considerando

ambos pH en un espectrofotbmetro para microplacas (Thermo Scientific) (Giusti &

——
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Wrolstad, 2001). Los resultados se expresaron como miligramos de cianidina-3-O-

glucésido/mL de decoccién a partir de las siguientes ecuaciones:

Absorbancia total= (Abs510 nm—AbS700 nm)pH 1.0~ (AbS510 nmn—AbS700 nm)pH 4.5
Antocianinas totales=Absorbancia totalx1000%*PMx*FD/exd

Donde:

Abs: Absorbancia

PM: Peso molecular de cianidina—3-0-glucOsido (448.8 g/mol)

FD: Factor de dilucion

€. Coeficiente de extincidn molar de cianidina—3—-0-glucOsido (26900 L/mol-cm)
d: distancia (1 cm)

d) Proantocianidinas totales

El contenido de proantocianidinas en el extracto se determiné a partir de la
metodologia de vanillina-HCI descrita por Zielinski y Haminiuk (2018). A una alicuota
de 200 pL de muestra se le adicionaron 1.2 mL de vanillina (4%, p/v vanillina en
metanol). Después de agitarse, se le adicionaron 600 uL de HCI concentrado y se
agitaron. Finalmente, la solucion se guardé en oscuridad por 15 min y se midi6é su
absorbancia a 500 nm utilizando un espectrofotémetro para microplacas (Thermo
Scientific). Se utilizé una curva estandar de catequina. Los resultados se expresaron

como miligramos equivalentes de catequina/mL de decoccién.

5.2.2.3. Andlisis de polifenoles no extraibles

El residuo obtenido durante la extraccidon de los polifenoles extraibles fue secado a
45 °C por 25 h (fraccion no extraible). Se realiz6 la obtencion de los polifenoles
hidrolizables siguiendo el método de Quatrin et al. (2019). El residuo fue incubado
con 12 mL de agua y 5 mL de hidroxido de sodio 10 M a temperatura ambiente por
16 h con agitacion constante. Posteriormente, se ajustd el pH a 2-3 con acido

clorhidrico 6 M, se centrifugd a 2000 g por 10 min y se colectd el sobrenadante. El
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residuo se lavdé con 5 mL de agua siguiendo el procedimiento anterior y se
mezclaron los sobrenadantes. Se determind el contenido de polifenoles totales
(Singleton et al., 1999), los cuales corresponden a la fraccion de polifenoles
hidrolizables con alcali. El residuo de la hidrdlisis alcalina fue incubado con 2.5 mL
de &cido clorhidrico a 85 °C por 30 min. Posteriormente se ajusté el pH a 2-3 con
hidréxido de sodio 10 M, se centrifugaron las muestras a 2000 g por 10 min y se
colectd el sobrenadante. El residuo se lavdé con 5 mL de agua siguiendo el
procedimiento anterior y se mezclaron los sobrenadantes. Se determiné el
contenido de polifenoles totales, los cuales corresponden a la fraccion de polifenoles
hidrolizables con acido. Adicionalmente, se realiz6 la determinacion de
proantocianidinas no extraibles en el residuo obtenido durante la extraccion de los

polifenoles extraibles.

5.2.2.4. Perfil de polifenoles y acidos organicos extraibles y no extraibles

Las fracciones extraibles e hidrolizables con acido y alcali fueron concentrados a
vacio y resuspendidos en 200 pL de la fase movil para ser analizados en un
Cromatografo de Liquidos de Ultra Resolucion acoplado a un Detector de Arreglo
de Diodos y un Espectrometro de Masas de Cuadrupolo-Tiempo de Vuelo con una
interfase de lonizacién por Electrospray (UPLC-DAD-ESI-QToF MSE, Vion, Waters
Co.). Las muestras (1 pL) fueron inyectadas en una columna BEH Acquity C18
(2.1x100 mm, 1.7 pm) a 35 °C. Se utilizé agua con 0.1% de acido formico (A) y
acetonitrilo con 0.1% de acido formico (B) como fase movil a un flujo de 0.5 mL/min
bajo condiciones de gradiente: 0% B a 0 min, 15% B a 2.5 min, 21%B a 10 min,
90%B a 12 min, 95% B a 13 min, 0% B a 15 min y 0% B a 17 min. Se realiz6 la
adquisicién de espectros UV/Vis a 210-600 nm. Las condiciones del espectrometro
de masas fueron las siguientes: ionizacibn en modo negativo y positivo, rango de
masas de 100-1200 Da, temperatura de fuente de ionizacion a 120 °C, gas de
desolvataciéon (N2) a 450 °C y 800 L/h, flujo de gas de cono (N2) a 50 L/h, voltaje del
capilar a 2.0 kV (ESI-) y 3.5 kV (ESI+), voltaje del cono a 40 V, energia baja de
colision a 6 V, energia alta de colision a 15-45 V. Se realiz6 la correccion de masas
con leucina encefalina (50 pg/mL) a 10 uL/min cada 3 min. La identificacion de los

compuestos se realizé por medio de andlisis de su masa exacta y férmula molecular
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(error de masas <5 ppm), distribucidn isot6pica, patron de fragmentacion y espectro
UV/Vis (Reynoso-Camacho et al.,, 2021). Se realizdé la cuantificacion de los
compuestos por medio de curvas de calibracion utilizando estdndares comerciales.

El procesamiento de datos se realiz6 en el software UNIFI (Waters Co.)

5.2.2.5. Capacidad antioxidante
Se realizo la estimacion de la capacidad antioxidante por medio de tres métodos:
atrapamiento del radical ABTS, reduccion del radical DPPH y poder reductor del

Hierro (FRAP) en las fracciones extraibles e hidrolizables.

5.2.2.5.1. DPPH.
La actividad antirradicala se determiné utilizando el radical estable DPPH, segun

Fukumoto & Mazza (2000). Todas las reacciones se realizaron en microplacas de
96 pocillos. Una alicuota de 20 pL de una solucion metandlica de los extractos a
varias concentraciones (10, 100, 500, 1000, 2500, 5000 pg/mL) se mezcl6é con 200
ML de 150 uM de DPPH en metanol al 80%. Después de 30 min de incubacién a
temperatura ambiente en la oscuridad, la absorbancia se registré a 520 nm en un
lector de microplacas sintonizable Spectra Max (Molecular Devices Co., Sunnyvale,
California, EE. UU.). El porcentaje de inhibicién de la absorbancia se calcul6 con la
siguiente ecuacion mostrada y los resultados se expresaron en micromoles
equivalentes de trolox por gramo de muestra (Fukumoto & Mazza, 2000; Loarca-
Pifia et al., 2010).

% inhibicién = 100x(1 — 22 muestra,

Abs control

5.2.2.5.2. ABTS

La estimacion de la Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox (TEAC) se realizo
utilizando el ensayo del acido 2,2-azinobis3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS)
descrito por Nenadis et al. (2004). El método fue modificado para ser realizado en
microplacas de 96 pozos (Nalge Nunc Intl., N.Y., EE.UU.). S mezcl6 una alicuota de
20 pL de los extractos con 230 pL de solucion ABTS+ preparada previamente. Los
controles contenian todos los reactivos de reaccion excepto el extracto o trolox. La

absorbancia se registr6 a 730 nm a los 6 min en un lector de microplacas
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sintonizable Spectra Max (Molecular Devices Co., PAIS). El porcentaje de inhibicion
de la absorbancia se calculé segun la ecuacion utilizada también en DPPH. Los
resultados se expresaron en micromoles equivalentes de trolox por gramo de

muestra (Loarca-Pifia et al., 2010; Nenadis et al., 2004).

5.2.2.5.3. FRAP
Los valores de FRAP se obtuvieron de acuerdo con el método informado por Firuzi

et al., (2005). Brevemente, 25 uL de extracto se disolvieron en 1 mL de MeOH, se
colocaron por cuadruplicado en una microplaca de 96 pozos (Nalge Nunc
International, NY, EE. UU.). Luego se agregaron 175 pL de solucion FRAP recién
preparada y tibia (37 °C) a tres de los pocillos y el mismo volumen de tampoén de
acetato al cuarto. Las absorbancias a 595 nm se controlaron mediante un lector de
microplacas sintonizable Spectra Max (Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA, EE.
UU.) a los 0, 4, 10, 30 y 60 min. Se prepararon blancos y se obtuvo una curva
estandar de FeSOas. Los resultados se expresaron en micromoles equivalentes de

trolox por gramo de muestra (Firuzi et al., 2005; Loarca-Pifia et al., 2019).

5.2.2.5. Andlisis microbiolégicos

Para garantizar la inocuidad del tratamiento previo a su administracion en el modelo
animal, se realiz6 un analisis microbioldgico (NOM-218-SSA1-2011) del
subproducto de decoccion de célices de jamaica en la Unidad de Servicios Clinicos
de la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro siguiendo la

norma NOM-218-SSA1-2011.previo al estudio en el modelo in vivo.

5.2.3. Modelo animal

Se utilizaron 70 ratas macho Wistar de 180 a 200 g de peso corporal del Bioterio del
Instituto de Neurobiologia (UNAM-Juriquilla). Los animales fueron mantenidos bajo
condiciones controladas de humedad (50 £ 10%), temperatura (23 + 2 °C), ciclos
luz/oscuridad (12/12 h) y ventilacion constante. Alojados de manera individual en
jaulas de acero inoxidable que permitia la entrada de luz y aire (18.7 x 18.0 cm) en
el Bioterio del Posgrado de Alimentos de la Facultad de Quimica de la Universidad
Autonoma de Querétaro. Los experimentos siguieron los lineamientos éticos del

cuidado y uso de animales de la Universidad Autonoma de Querétaro, y la Ley
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Federal de Salud Animal (Titulo tercero, Capitulo | del bienestar de los animales) y
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. El proyecto fue aprobado
(45FCN2022) por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Autonoma de Querétaro (Anexo 1). Previo al inicio del estudio
experimental, los animales fueron sometidos a un periodo de aclimatacion (7 dias)
donde se alimentaron con dieta estandar (Purina Rodent Chow 5001; 6% grasa,
22% proteina, 70% carbohidratos) y agua ad libitum. Tras la aclimatacion, los
animales fueron distribuidos aleatoriamente en siete grupos de 10 ratas cada uno,
de los cuales seis grupos fueron inducidos a DM2, mientras que un grupo fue
catalogado como control sano, el cual fue alimentado con dieta estandar ad libitum

durante todo el experimento.

5.2.3.1. Induccion de diabetes mellitus tipo 2

En la Figura 1 se muestra el diagrama de induccién de obesidad y resistencia a la
insulina por medio de la administracion ad libitum de una dieta alta en grasa y
fructosa (DAGF, dieta estandar adicionada con 20% de manteca de cerdo y 20% de
fructosa) durante 12 semanas. Posteriormente, a 60 ratas se les realiz6 la induccion
de DM2 por medio de una inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ)
disuelta en una solucién amortiguadora de citratos (0.1 M, pH 4.5) a una dosis de
30 mg/kg de peso corporal y a 10 ratas se les inyecto solo el amortiguador de citrato.
Se continué con la administracion ad libitum de la DAGF durante una semana, y se
realizd la medicion de los niveles de glucosa en ayuno de 8 h con un glucometro
digital tomando una muestra de sangre de la vena caudal. Las ratas que presentaron
niveles de glucosa >160 mg/dL fueron consideradas con DM2. Se continu6 con la
administracion ad libitum de dieta alta en grasa y fructosa durante 4 semanas mas
(Figueroa-Pérez et al.,, 2018). Lo anterior permitié establecer las alteraciones
metabolicas en el modelo animal, el cual simula el desarrollo y la progresion de DM2

asociada a la obesidad en seres humanos.
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Figura 1. Estrategia experimental para la induccion de Rl y DM2 en ratas Wistar
macho.

5.2.3.2. Grupos controles

Se incluy6 un grupo control sano, al cual se le administré dieta estandar ad libitum
durante todo el estudio, y se realiz6 una inyeccién intraperitoneal con el vehiculo
(solucion amortiguadora de citratos, 0.1 M, pH 4.5) al inicio de la semana 13. Se
considerd un grupo control enfermo (con DM2), al cual se le administr6 DAGF ad
libitum durante todo el estudio, realizando la inyeccion intraperitoneal con STZ al
inicio de la semana 13 como se describe en la seccién anterior. Se incluy6 un grupo
control enfermo (con DM2) con tratamiento farmacoldgico, al cual se le administré
DAGF ad libitum durante todo el estudio, realizando la inyeccion intraperitoneal con
STZ al inicio de la semana 13 descrita anteriormente, tras lo cual se inicio con la
administracion oral diaria de una dosis de 200 mg/kg/dia de metformina (via

intragastrica) durante 4 semanas.

5.2.3.3. Grupos de tratamientos
Se evalué el efecto de la suplementacion del subproducto de decoccidon de jamaica

(SJ) como una estrategia de prevencion y tratamiento de la DM2:
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(1) Prevencion del desarrollo de DM2. Se administré el subproducto de
decoccion de jamaica (SJ, 5 g/kg de peso corporal/dia) junto con la (DAGF+SJ)
desde el inicio del estudio experimental, realizando la inyeccién intraperitoneal con

STZ para la induccion de DM2 al inicio de la semana 13.

(i) Prevencion del desarrollo de DM2 en ratas inducidas con resistencia a la
insulina. Se administré Unicamente DAGF hasta la semana 8, posteriormente se
realizd la administracion de DAGF+SJ desde la semana 9 (5 g/kg de peso
corporal/dia) hasta finalizar el estudio experimental, realizando la inyeccion
intraperitoneal con STZ para la induccion de DM2 al inicio de la semana 13.

(i)  Tratamiento Unico de la DM2. Se administr6 la DAGF hasta la semana 12,
tras lo cual se realizé la inyeccion intraperitoneal con STZ para la induccion de DM2.
Una semana después de la induccién a DM2, se inicié con la administracion

DAGF+SJ (5 g/kg de peso corporal/dia) durante 4 semanas.

(iv)  Tratamiento coadyuvante de la DM2. Se administrd la DAGF hasta la semana
12, tras lo cual se realizé la inyeccion intraperitoneal con STZ para la induccion de
DM2. Una semana después de la induccion a DM2, se inicié con la administracion
de DAGF+SJ (5 g/kg de peso corporal/dia) junto con metformina (200 mg/kg de

peso corporal/dia, via intragastrica) durante 4 semanas.

Las composiciones nutrimentales de las dietas administradas a los modelos
biol6gicos durante el proceso de tratamiento se encuentran especificadas en el
Cuadro 2.

5.2.3.4. Monitoreo de los animales

Se llevo a cabo el registro diario del consumo de alimento y agua, mientras que el
peso corporal fue registrado de manera semanal durante todo el experimento. Tras
ocho semanas de la induccion con la dieta alta en grasa y fructosa, se realizé una
toma de muestra sanguinea de la vena de la cola para la determinacion del estado
de resistencia a la insulina. Se realizé el monitoreo de glucosa en ayuno (8 h) cada

semana tras la induccién de DM2 con STZ.
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Cuadro 2. Contenido nutrimental de las dietas aplicadas a los modelos biologicos.
(Elaboracion propia).

Dieta alta en grasay

fructosa
Nutriente (%) Dieta estandar Dieta alta en suplementada con
grasay fructosa un 6.2% de
subproducto de
jamaica
Humedad 6.00 3.68 3.62
Cenizas 7.56 5.01 5.11
Proteinas 23.33 13.23 12.37
Lipidos 6.07 26.08 23.58
Saturados 0.00 20.00 20.00
Fibra cruda 4.30 1.10 0.80
Carbohidratos 52.64 51.66 55.07
Fructosa 0.00 20.00 20.00

Los valores representan la media (n=2) reportados en porcentaje (%) de materia seca.

5.2.3.5. Eutanasia y obtencion de muestras bioldgicas

Después de las 4 semanas de tratamiento, los animales fueron colocados en jaulas
metabdlicas para la recoleccién de orina. Luego, los animales en ayuno de 12 h
fueron anestesiados con una sobredosis individualizada de pentobarbital sodico y
decapitados con guillotina. Se recolectaron muestras de sangre, las cuales se
centrifugaron a 3000 g a 4 °C durante 10 min, para obtener suero y plasma, los
cuales se almacenaron a -70 °C hasta su analisis. Se realiz6 una incision con bisturi
desde el térax hasta el ano; se recolectaron pancreas y rifiones, los cuales se
lavaron con solucion fisiologica al 0.9% y fueron almacenados en solucién
amortiguadora de formalina al 10% (pH 7.6) a temperatura ambiente para su

posterior analisis.

5.2.4. Determinacion del estado de resistencia a la insulina

Los analisis bioquimicos fueron realizados en la Unidad de Analisis Clinicos de la
Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro en equipos
automatizados utilizando los controles de calidad correspondientes. La
determinacion de glucosa en suero se realizd utilizando un kit enzimatico

colorimétrico (Spinreact) y la determinacion de insulina en suero se realiz6 utilizando
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un kit de ELISA tipo sandwich para rata (ALPCO), en ambas siguiendo las
instrucciones del fabricante. La estimacion del estado de resistencia a la insulina se
llevé a cabo mediante la determinacion del modelo homeostatico de resistencia a la
insulina (HOMA-IR) y beta (HOMA-beta), el indice de verificacion de sensibilidad
cuantitativa a la insulina (QUICKI) y la relacién glucosa-insulina en ayunas (FGIR)
con las siguientes ecuaciones:

mg

ﬁ) * Insulina (%)

2430

Glucosa (
HOMA — IR =

Insulina (%) * 360

Glucosa (%) — 63

HOMA — Beta =

1

Log [Insulina (%)] + Log [Glucosa (%)]

QUICKI =

mg
Glucosa (7)
FGIR = dL

Insulina (fn—AZ)

5.2.5. Determinacion del perfil lipidico
La determinacion de colesterol total, triglicéridos y colesterol HDL en suero se
realizd utilizando kits enziméticos colorimétricos (Spinreact) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

5.2.6. Determinacion de la funcion renal

La determinacion de urea, creatinina y acido arico en suero y orina se realiz6
utilizando kits enzimaticos colorimétricos (Spinreact) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se estim6 la tasa de filtracion glomerular (TFG) a través de las

ecuaciones descritas por Besseling et al. (2021):
Si la concentracion de creatinina en plasma fue <52 pmol/L:

TFG = 880 x W0.695 x C—0.660 x U—0.391
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Si la concentracion de creatinina en plasma fue >52 pumol/L:
TFG = 5862 x W0.695 x C—1.150 x U—0.391

Donde:

W: Peso (g).

C: Concentracion de creatinina (umol/L).

U: Concentracion de urea (mmol/L).

5.2.7. Evaluacién del estado antioxidante
Se realiz6 la estimacion de la capacidad antioxidante en plasma por medio de ABTS

y FRAP en el plasma. Las muestras fueron desproteinizadas, mezclandolas con
500 ul de acetonitrilo frio (1:1) por 2 min a 25°C. Luego, las muestras se
centrifugaron a 9500 g durante 10 min a 4 °C y se recuper¢ la fase superior. Las
determinaciones de capacidad antioxidante se realizaron de acuerdo con las
metodologias mencionadas anteriormente (secciones 5.2.2.5.2 y 5.2.2.5.3). Los

resultados se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox/mL de plasma.

5.2.8. Analisis estadisticos

Para los datos de la caracterizacion de la muestra de estudios, los resultados
obtenidos se expresaron como la media = desviacion estandar. Para los datos
obtenidos del modelo animal, los datos se expresaron como la media + error
estandar. Para determinar si los datos del modelo animal debian analizarse con
pruebas paramétricas o no paramétricas, la distribucion de datos se evalu6 con la
prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homocedasticidad con la prueba de Levene.
Las variables paramétricas fueron analizadas con la prueba de Tukey, mientras que
las variables no paramétricas fueron analizadas con la prueba de U de Mann-
Whitney. Los resultados fueron analizados con el paquete estadistico de JMP 11

portable.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Caracterizacion del subproducto de la decoccién de célices de jamaica

6.1.1. Caracterizaciéon nutrimental y nutracéutica

Los calices de jamaica son una fuente importante de compuestos bioactivos como
fibra dietética (36-38%) y compuestos fendlicos (3-4%) (Amaya-Cruz et al., 2019;
Sayago-Ayerdi et al., 2014). Estos ultimos se clasifican en polifenoles extraibles
(PE) y polifenoles no extraibles (PNE). Los compuestos fendlicos de la dieta tienen
efectos fisioloégicos sobre la reduccion del riesgo de enfermedades cronicas tales
como DM2, hipertension arterial y enfermedades coronarias,el aumento de afios de
vida saludable y la promocion de un envejecimiento activo y saludable, ademas el
consumo de estos puede disminuir la incidencia de enfermedades coronarias (Lutz
et al., 2019).

Se han realizado trabajos previos con esta materia prima en el grupo de
investigacion (Amaya-Cruz et al., 2019), donde se evidencié que el residuo de la
decoccion de calices de jamaica tiene un alto contenido de fibra dietaria, de la cual
la fibra dietaria insoluble es 3.5 veces mas que la soluble, lo cual es asociado a la
lixiviaciéon de la fibra soluble a la decoccion. En el presente trabajo, se muestran los
resultados del analisis quimico proximal y la cuantificacion de fibra total, soluble e
insoluble (Cuadro 3) del material de estudio, donde se encontraron valores
ligeramente superiores a los informados en el trabajo precedente por Amaya-Cruz

et al. (2019) en la fibra dietaria, tanto soluble como insoluble.

Se presentan los resultados del contenido de compuestos fendlicos del subproducto
de la decoccion de célices de jamaica en el Cuadro 4. En el analisis se observo que
el contenido de polifenoles no extraibles, sumando los contenidos en las hidrdlisis
acida y alcalina fue 1.6 veces mayor al contenido de los polifenoles extraibles y las
proantocianidinasesta diferencia fue 3 veces mayor; lo anterior podria ser por dos
efectos, por un lado, la lixiviacion de compuestos polifendlicos extraibles a la
decoccion, disminuyendo su proporcion en el residuo y, por otro lado, al

concentrarse la fibra dietaria insoluble, como consecuencia se concentran los
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polifenoles que estan interactuando con ella, es decir, aquellos analizados en la

fraccién no extraible.

Cuadro 3. Andlisis quimico proximal del subproducto de la decoccion de calices de

jamaica
Nutriente Contenido (%)
Humedad 5.51 £ 0.07
Cenizas 7.43+£0.14
Extracto Etéreo 0.37 £0.02
Proteina cruda 5,52 +0.01
Hidratos de Carbono 2.25+0.12
Fibra dietaria
Fibra total dietaria 78.94 = 0.07
Fibra dietaria soluble 17.71 £ 0.07
Fibra dietaria insoluble 62.08 +1.81

Media + desviacion estandar (n=2)

Cuadro 4. Contenido de compuestos polifendlicos simples y poliméricos del
subproducto de la decoccion de célices de jamaica

Compuesto Contenido (mg/g)
Polifenoles totales 38.70 £1.99
Polifenoles extraibles 14.95 + 0.07
Polifenoles de hidrolisis acida 13.14 £ 1.10
Polifenoles de hidrolisis alcalina 10.61 £ 0.95
Proantocinidinas totales 3.47 £0.06
Proantocianidinas extraibles 0.87 £ 0.03
Proantocianidinas no extraibles 2.60 £ 0.02
Flavonoides 7.91+0.10
Antocianinas 1.29+£0.10

Media + desviacion estandar (n=2).
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6.1.2. Perfil de polifenoles y acidos orgénicos extraibles y no extraibles

Se muestra la composicion de la fraccion extraible y no extraible del subproducto
de la decoccion de los célices de jamaica en el Cuadro 5. Se realiz6 la identificacion
y cuantificacion de un total de 29 polifenoles y tres acidos organicos en la fraccion
extraible, y de siete polifenoles y tres acidos organicos en la fraccién no extraible,
que es compuesta por los extractos obtenidos en la hidrélisis acida y alcalina. Es
importante mencionar que este es el primer estudio que reporta la presencia de
acidos orgéanicos en la fraccion no extraible del subproducto de la decoccion de
calices de jamaica, ya que existen pocos estudios que se han propuesto identificar

componentes no fendlicos unidos a la matriz vegetal.

Las antocianinas representan el 0.6% de los compuestos identificados en la
fraccion extraible, ésta baja proporcién es consecuencia de su lixiviacion a la
decoccidn, asi como a su degradacion térmica durante el proceso de decoccion. La
delfinidina sambubiosida es la antocianina que se encuentra en mayor proporcion,
este compuesto bioactivo fue identificado en los extractos acuoso y etanélicos de la
planta en proporciones 2 veces mayores y 12 veces mayores respectivamente
(Izquierdo-Vega et al., 2020).

En general, las antocianinas, particularmente la delfinidina 3-sambubiosido, son
pigmentos solubles en agua responsables del color rojo azulado de diferentes
vegetales y son parcialmente asociados a los efectos antihipertensivos e

hipocolesterolémicos de la jamaica (Escobar-Ortiz et al., 2021).

Respecto a los flavonoides no pigmentados, lzquierdo-Vega et al. (2020)
identificaron hibiscitrina (hibiscetina-3-glucésido), sabdaritrina, gosipitrina, gositrina
y otros glucésidos de gosipetina, quercetina y luteolina en calices de jamaica. En
nuestro estudio, los flavonoides identificados en la fraccion extraible del
subproducto de la decoccion de calices de jamaica representaron solamente el 2%
de todos los compuestos presentes en esta fraccion, siendo La quercetina el

compuesto mayoritario.
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Cuadro 5. Perfil de polifenoles y acidos organicos extraibles y no extraibles del subproducto de la decoccién de calices de
jamaica

e ) Formula Tiempo. ,de Masa Masa m/z Error de forenin el
Identificacion putativa / confirmada retencion  esperada  observada Aducto Fragmentos ’ o ) o
molecular . observada masa (ppm) Polifenoles hidrolizables Polifenoles hidrolizables
(min) (Da) (Da) . ’ . .
Polifenoles extraibles alcalinos acidos
Antocianinas 0.53 + 0.28 ND ND
Delfinidina sambubidsida C26H29016 3.59 597.1456  597.1436 597.1431 -3.2458 [M]+ 303.05903 0.35 + 0.03 ND ND
Delfinidina hexésida C21H21012 368 4651033 465.1071 465.1065 81315 0 303.08267 018 t 024 ND ND
Flavonoles 176 t 0.19 ND ND
Kaempferol aldo pentosil-hexdsida C26H28015 420 580.1428  580.1432 579.1360 0.7137 [M-H] 284.03284 0.23 + 0.04 ND ND
Miricetina rutindsido C27H30017 6.78 626.1483  626.1482 625.1409 01203 [M-H] 316.02251, 178.99842, 151.00369 0.02 + 0.00 ND ND
Quercetina aldo pentosil-rutinoside (32H38020 6.81 7421956 742.1957 741.1884 0.0777 [M-H] 300.02781, 178.99754, 151.00338 0.01 + 0.00 ND ND
Miricetina hexdsida C21H20013 7.00 480.0904  480.0912 479.0839 1.7001 [MHH] 316.02261, 178.99803, 151.00300 0.08 + 0.00 ND ND
Kaempferol rhamnosil-hexdsida-rhamndsida (33H40019 8.07 7402164 740.2165 739.2092 0.1643 [MHH] 284.03273 ND ND ND
Quercetina rutindsida C27H30016 870 6101534 610.1532 609.1459  -0.2614 [ 300.02711, 17899815, 151.00322, 107.01334 033 t 0.07 ND ND
Quercetina hexdsida (C21H20012 9.14 464.0955  464.0959 463.0886 0.9470 [M-H] 300.02711, 178.99800, 151.00321, 107.01259  0.20 + 0.05 ND ND
Kaempferol hexdsida-rhamnoside (27H30015 10.74 5941585  594.1581 5931508  -0.6093 [M-H] 285.0397 0.06 + 0.01 ND ND
Miricetina C15H1008 11.07 318.0376  318.0378 317.0305 0.7452 [M-H] 179.03454, 151.00331, 137.02392 0.14 + 0.02 ND ND
Quercetina* C15H1007 11.40 302.0427  302.0427 301.0354 0.1508 [M-H] 178.99784, 151.00334, 107.01267 0.69 + 0.08 ND ND
Acidos hidroxibenzoicos 756 & 031 461 & 0.62 3.25 & 0.11
Acido galico* C7H605 3.01 1700215 1700213 169.0140 -13736 [M-H] 125.02403 0.34 + 0.02 ND ND
Acido dihidroxibenzoico hexdsido C13H1609 320 3160794 316.0795 3150722 01541 [MHH] 153.01887, 136.99077, 109.02902 483 t 027 46l + 062 ND
Acido vanilico C8H304 3.24 168.0423  168.0420 167.0347 -1.8337 [M-H] 136.99077, 109.02902 0.10 + 0.00 ND ND
Acido galoilquinico isémero | C14H16010 328 3440743 344.0748 3430675 1.1862 [MHH] 191.05583, 169.05030 ND ND ND
Acido dihidroxibenzoico isémero | (3,4-acido dihidroxibenzoico)* C7H604 337 1540266  154.0266 153.0193 0.009 [M-H] 137.02418, 109.02925 0.32 + 0.00 ND 0.62 t 0.04
Acido hidroxibenzoico isémero| C7H603 3.9 1380317  138.0317 137.0244 0.1860 [MHH] Sin fragmentos 178 + 0.00 ND 263 t 0.15
Acido dihidroxibenzoico isémero I C7H604 410 1540266  154.0266 153.0193 -0.1822 [M-H 136.86270, 109.02951 0.11 + 0.01 ND ND
Acido metilgalico C8H805 447 184.0372  184.0372 183.0299 0.1824 [M-H) 169.01423, 139.04017, 125.02445 0.09 + 0.00 ND ND
Acido galoilquinico isémero II C14H16010 167 3440743 344.0746 343.0673 0.6374 [M-H] 191.05583, 169.05030 ND ND ND
Acido galoilquinico isémero Il C14H16010 7.96 3440743 3440747 343.0674 0.8987 [M-H] 190.99818, 169.98431 ND ND ND
Acido hidroxibenzoico isomero I C7H603 891 1380317 1380316 137.0244 03855 [MH] Sin fragmentos ND ND ND

*|dentificacion confirmada en comparacién con estdndares comerciales. Identificacion putativa por comparacion de la formula molecular del ion
pseudomolecular (con error de masas <5 ppm), analisis de fragmentos caracteristicos y analisis de distribucion isotépica. ND: no detectado.
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Cuadro 5 (continuacion). Perfil de polifenoles y acidos organicos extraibles y no extraibles del subproducto de la decoccion
de célices de jamaica.

o ' ' Férmula Tiempcflde Masa Masa " Eror de Ccfncentraci.én (r.ng/g) . -
Identificacion putativa / confirmada retencion  esperada  observada Aducto Fragmentos Polifenoles hidrolizables  Polifenoles hidrolizables
molecular . observada  masa (ppm) ) . ) .
(min) (Da) (Da) Polifenoles extraibles alcalinos acidos
Acidos hidrosicindmicos ¥06 + 030 4+ 005 04 & 00
Acido cafeailquinico isomero| (16H1809 346 3540051 3340953 3530880 06817 [wH| 191,05586, 17803485, 135.04501 LN/ 010 ND ND
Acido cumaroilquinico isomero (16H1808 398 380002 331007 337094 1470 (M) 19105603, 163.04009, 119.05021 15 + 001 ND ND
Acido cafeico hexdsido (15H1809 401 320951 3420956 341084 16240 (M) 17899889, 135.01643 0.10 t 000 020 + 001 ND
Acido cafeailquinico isomero l (16H1809 411 3540051 3340956 3530883 15046 [mH[ 19105586, 17905521, 135.04492 ND ND ND
Acido cafeoilquinico isomero I (4cido clorogénico* (16H1809 428 340951 354098 3530885 19330 (M 19103346, 179.03518, 135.04523 869 % 0.9 ND ND
Acido ferdlico hexcsido (16H2009 4n 361107 361112 351040 1424 (M) 19305060, 178.02642, 135.04506 ND ND ND
Acido cafeico* CoH804 472 130043 180044 1790351 08791 [ 135.04525 029 00 ND ND
Acido feruloilquinico isémero | (17H2009 489 381107 3681116 3671083 2354 (M 192.99567, 134.03622 1.00 + 002 ND ND
Acido cumarollquinico isomero I (16H1808 531 381002 3331008 337095 1936 (M| 19103403, 163.04014, 119.05039 206 t 001 ND ND
Acido feruloilquinico isomero I (17H2009 6.28 3681107 368114 3670041 18T (MHT 192.97484, 179.10743, 134.03476 013 + 0.02 ND ND
Acido p-cumérico* (9H803 6.37 1640473 1640474 1630401 02458 (M) 119.05004 0.06 t 000 127 t 0.04 ND
Acido feruloilquinico isémero I (17H2009 13 381107 3681112 3671040 13841 (M) 19105562, 179.03476, 135.04494 0.86 + 001 ND ND
Acido ferdlico® (10H1004 1074 1940578 1940572 1930499 385 w4 17802718, 134.86543 0.02 t 0.00 ND 0.20 + 0.01
Acidosinapico® C11H1205 117 240685 240674 230601 49933 [ 208.03765 ND ND 068 + 083
Acidos orgdnicos %03+ 30 5%+ 27 0+ 040
Acido cftrco® C6H807 138 192000 1920065 191012 -L7A2 [MH) 11100859 16 ¢ 088 037 t 001 ND
Acido hibiscus (6H808 061 2080219 2080215 2070142 L9498 (wa 189.00344, 127.00330 BB+ 2T 3t 0% ND
Acido hidroricttico (6H808 18 2080219 208016 2070144 13813 wHf 189.00371, 127.00347 ND ND ND
Acido quinico (7H1206 059 1920034 1920830 191057 L9364 (M) 12700344 1.00 t 035 1Rt 0 on + 040

*|dentificacion confirmada en comparacién con estdndares comerciales. Identificacion putativa por comparacion de la formula molecular del ion
pseudomolecular (con error de masas <5 ppm), analisis de fragmentos caracteristicos y analisis de distribucién isotopica. ND: no detectado.
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De acuerdo con Lee & Kim (2018) y Herranz-Lépez (2020), la isorhamnetina, un
derivado metilado de la quercetina, proveniente del extracto de H. sabdariffa
promovio la biogénesis mitocondrial en los adipocitos 3T3-L1 a través de la
expresion de genes mitocondriales, la replicacion del ADN mitocondrial y la
activacion de AMPK, lo que sugiere que este flavonoide son los compuestos
responsables de la capacidad de la planta para revertir el estrés metabolico inducido
por la glucolipotoxicidad a través de la disminucién del almacenamiento de grasa y
el aumento de la oxidacion de acidos grasos mediada por AMPK. Por otro lado, es
importante destacar la ausencia de flavonoides, incluyendo antocianinas, en la
fraccidon no extraible, ya que estos componentes no se encuentran ligados a la fibra
dietaria de esta matriz vegetal. Por el contrario, otras matrices vegetales, como el
subproducto obtenido durante el proceso de vinificacion, si presentan flavonoides

en la fraccion hidrolizables (Mazza et al., 2019).

Los acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos representan el 8.9% y el 34.2%
respectivamente de los compuestos identificados en la fraccién extraible del
subproducto de la decoccion de calices de jamaica. El acido hidroxibenzoico
mayoritario presente es el acido dihidroxibenzoico hexosido que representa el
63.9% de toda la subfamilia. En el caso de los acidos hidroxicinamicos, los acidos
cafeoilquinico isémero | e isémero lll, este dltimo también conocido como &cido
clorogénico, son los compuestos mayoritarios de este grupo, representando el
77.2% de toda la subfamilia. En la fraccion obtenida a partir de la hidrolisis acida y
alcalina se identificaron tres acidos hidroxibenzoicos, como mayoritario el acido
dihidroxibenzoico hexdsido y cuatro acidos hidroxicinamicos, donde el &cido p-

cumarico represent6 el 78.9%.

Se ha demostrado el efecto antiobesogénico y cardioprotector de los acidos
fendlicos como el &cido p-cumaérico, por la reduccion del colesterol total, triglicéridos
y acidos grasos libres. También, se evidencio que los acidos clorogénicosposeen
actividad antidiabética (Rashmi & Negi, 2020; Zhu et al., 2012).

Se encontraron cantidades elevadas de acidos organicos en el subproducto de la

decoccion de célices de jamaica, con el 54.2% de los compuestos identificados en
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conjunto en las fracciones extraible como no extraible, en especifico el &cido
hibiscus, citrico y quinico son los compuestos mayoritarios, detectdndose en mayor
concentracion el 4cido hibiscus en la porcidn extraible (72.5%) y el &cido quinico en
la no extraible (76.6%). Cabe mencionar que la presencia de una alta concentracion
de acido quinico en la fraccion hidrolizable alcalina podria estar asociado a la
hidrdlisis de los acidos fendlicos esterificados en este acido organico, como los
acidos cafeoilquinicos, cumaroilquinicos y feruloilquinicos, ya que esta hidrélisis
esta dirigida en la ruptura de enlaces éter y éster. Los demas acidos organicos
identificados en este estudio no se conjugan con acidos polifendlicos en la ruta de
sintesis de estos componentes, por lo que su presencia en la fraccion no extraible
sugiere que se encontraban ligados a la fibra dietaria mediante enlaces glucosidicos
(hidrdlisis &cida) y enlaces éter/éster (hidrolisis alcalina). Con relacion a las
propiedades terapéuticas y/o farmacoldgicas del acido hibiscus, algunos estudios
como el de Hansawasdi et al. (2000) e Izquierdo-Vega et al. (2020) sugieren que
éste tiene un efecto inhibitorio contra la a-amilasa y la a-glucosidasa, enzimas que
llevan a cabo la digestion de los carbohidratos para su posterior absorcion, lo que
sugiere un potencial efecto antihiperglucémico. Dicho mecanismo lo lleva a cabo la
acarbosa, un farmaco comunmente recomendado para regular los niveles de

glucosa postprandial en sujetos con resistencia a la insulina y DM2.

Los estudios farmacoldgicos in vitro e in vivo demostraron que el acido quinico
presenta diversas actividades biologicas, como actividad antioxidante vy
antidiabética. La actividad antidiabética de este acido se logra mediante la
estimulacion de la secrecion de insulina mediante la movilizacién de Ca?* de las
reservas intracelulares y el aumento de la relacion NAD(P)H/NAD(P)* (Benali et al.,
2022). Con base en lo anterior, los compuestos identificados en la fraccion extraible
y no extraible del residuo de la decoccion de célices de jamaica tienen diversos
efectos bioldgicos, por lo que esta matriz podria mostrar un efecto benéfico en la

prevencion y/o el control de las alteraciones metabdlicas asociadas a la DM2.
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6.1.3. Capacidad antioxidante

El concepto de capacidad antioxidante describe la capacidad de las moléculas redox
en los alimentos y los sistemas biolégicos para eliminar los radicales libres. Este
concepto proporciona descripcion detallada de los antioxidantes presentes en una
muestra biologica, ya que considera los efectos aditivos y sinérgicos de todos los
antioxidantes en lugar del efecto de compuestos individuales, y, por lo tanto, es util
para estudiar los beneficios potenciales para la salud. La mayoria de los ensayos
emplean el mismo principio: se genera un radical o un compuesto activo redox y se
determina la capacidad de una muestra biolégica para eliminar el radical o para
reducir el compuesto redox activo, aplicando un estandar apropiado para cuantificar

la capacidad antioxidante (Floegel et al., 2011).

Recientemente los antioxidantes naturales presentes en la dieta han sido tema de
interés debido a su capacidad para contrarrestar los dafios producidos por el exceso
de radicales libres, lo que esta asociado al desarrollo de diversas alteraciones
metabdlicas, incluyendo la resistencia a la insulina y la dislipidemia que caracterizan
a la DM2, siendo que el estrés oxidativo también se encuentra implicado en el
desarrollo de las complicaciones vasculares de la DM2. Los mecanismos de accion
asociados con la actividad antioxidante incluyen el secuestro de radicales libres y
cambios en la transcripcion de genes a través de la induccién o inhibicion de

factores de transcripcion (Pérez-Torres et al., 2021).

Loa ensayos de capacidad antioxidante como ABTS, DPPH y FRAP se basan en
una transferencia de electrones e implica la reduccion de un oxidante que se
observa con coloracion al final de la reaccion. ABTS y DPPH son los ensayos
usualmente utilizados pero son limitados ya que se utilizan radicales no fisiologicos;
mientras que para la técnica de FRAP no hay radicales libres involucrados pero se
monitorea la reduccién de hierro férrico (Fe**) a hierro ferroso (Fe?*) (Floegel et al.,
2011).

En nuestro estudio se observé que los componentes de la fraccion extraible del
subproducto de la decoccidn de calices de jamaica mostraron una capacidad similar

para el atrapamiento de los radicales ABTS y DPPH (Cuadro 6), mientras que en el
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ensayo FRAP se obtuvo una concentracion menor (59.8 veces), lo que podria estar
relacionado con los diferentes mecanismos de accion antioxidante de cada
componente individual. Se ha reportado que la sustitucion del anillo fendlico con
grupos electrodonadores aumenta el poder reductor, mientras que la presencia de
conjugados alifaticos con doble ligaduras disminuye el poder reductor, por lo que la
composicion especifica de compuestos bioactivos impacta en el poder antioxidante
total, el cual puede ser estimado mediante el uso conjunto de diferentes ensayos.

Se puede observar a su vez, que en el ensayo DPPH presenta valores mayores en
los extractos de la fraccion de hidrolisis acida y alcalina (27.3 y 94.7 veces mas
respectivamente) al compararlo con la fraccion extraible de la planta, esto explicado
por el hecho de que después del proceso de decoccidn los polifenoles no extraibles

se encuentran mas concentrados en el SJ (Cuadro 6).

Cuadro 6. Capacidad antioxidante del subproducto de la decoccion de célices de
jamaica.

Ensayo de Fraccion Fraccion Fraccion
capacidad extraible hidrolizable hidrolizable
antioxidante acida alcalina
ABTS 387.03 £ 7.00 46.80 £ 0.21 186.26 + 1.08
DPPH 385.90 £ 6.42 10525.38 + 2.33 36549.47 £ 9.76
FRAP 6.53 + 0.46 1.20+0.10 1.32+0.03

Los valores representan la media = la desviacién estandar (n=2) reportado en micromoles
equivalentes de Trolox por gramo de muestra (UM ET/g). FRAP (Poder antioxidante reductor del
Hierro), DPPH (deplecion del 6xido 2,2-difenil-1-picrilhydrazil) y ABTS (deplecién del 2, 2'-Azinobis-

3-etil- benzotiazolina-6-acido sulfénico).

Saura-Calixto (1998) define la fibra dietaria antioxidante como una materia vegetal
con un elevado porcentaje de fibra dietaria y cantidades apreciables o adecuadas
de antioxidantes naturales asociados a la matriz de los compuestos no digeribles.
Por lo que el subproducto de la decoccién de cdlices de jamaica podia ser
considerado como tal, ya que cumple con los requerimientos como presentar mas
del 50% de contenido de fibra, tener la capacidad de inhibir la oxidacion lipidica
equivalente a 200 mg de vitamina E y que esta capacidad antioxidante debe ser
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intrinseca a partir de los constituyentes naturales presentes en ella y no
adicionados; como comparativa Sayago-Ayerdi (2010) menciona que el orujo de uva
blanca es considerado una fuente de fibra dietaria antioxidante mostrando una
concentracion de 124.4 £ 0.3 uM ET/ g de muestra en el ensayo de ABTS, 3.1 veces
menor cantidad que la encontrada en nuestra investigacion en la fraccion extraible
del SJ.

6.2. Evaluacion del efecto de la suplementacion con el subproducto de la
decoccioén de calices de jamaica sobre un modelo in vivo de diabetes mellitus
tipo 2

6.2.1. Peso corporal

Las dietas altas en grasa y fructosa y con dosis bajas de estreptozotocina se utilizan
en modelos biol6gicos murinos para simular las complicaciones a largo plazo de la
DM2. Estudios refieren que los animales sometidos a esa induccidon presentan
disfunciones metabdlicas asociadas con las diferentes etapas de la progresiéon de
la enfermedad de DM2 en humanos: una fase prediabética temprana caracterizada
por un periodo hiperinsulinémico con disglucemia moderada, seguida de una etapa
tardia de DM2 con evidente hiperglucemia, normalizaciéon de la insulinemia,
marcada dislipidemia, fibrosis hepatica, insuficiencia de las células 3 pancreaticas y

disfuncién renal (Barriere et al., 2018).

En la Figura 2 se muestra el registro del peso corporal durante las 18 semanas del
periodo experimental. Se observo que de la semana 0 a la semana 12 se presento
un aumento gradual en el peso de todos los modelos animales, lo cual se relaciona
con el aumento de tamafio y numero de adipocitos generada por el mayor
almacenamiento de triglicéridos en el tejido adiposo; esto como consecuencia del
consumo de cantidades elevadas de grasa administrada por la DAGF (Morales-
Lunaetal., 2019). Se observo también que, desde la semana 8 hasta la 13, aumento
el peso con diferencia estadisticamente significativa en los grupos que consumieron
una DAGF al compararlo con el grupo estandar; mostrando la mayor separacion
observable en la decimotercera semana de estudio, donde todos los grupos con una

DAGF tuvieron en promedio 1.1 veces mas peso al compararlo con el grupo sano.
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A partir de la semana 13, todos los grupos que fueron inducidos mostraron una
pérdida de peso hasta el término del estudio, llevando incluso a que en la semana
14 todos los grupos fueran estadisticamente similares entre ellos al compararlo con
el control sano; esto debido a que, de acuerdo con Barriére et al. (2018) la transicion
entre prediabetes y/o resistencia a la insulina a DM2 se caracteriza por una
reduccion de la leptina circulante, lo que se refleja con una alteracion del equilibrio
del tejido adiposo; esta lipolisis que se presenta se acomparfa de una disminucién
en el aumento del peso corporal, aunado a una pérdida de masa muscular (Guillén-
Gonzalez, 2002). Con respecto a la suplementaciéon con el subproducto de la
decoccion de calices de jamaica, se observd un menor peso corporal en
comparacion con los grupos control tanto sano como enfermo (3.3-8.7%; p<0.05) al
finalizar el estudio, lo cual podria ser atribuido a un efecto de saciedad o al

catabolismo de los triglicéridos almacenados en tejido adiposo.

6.2.2. Consumo de alimento y agua

La polidipsia y la polifagia forman parte de las asociadas a la hiperglicemia cronica
de la DM2. La pérdida de agua que se presenta en la DM2 estimula mecanismos
cerebrales que conducen a que un paciente aumente la cantidad de agua y
frecuencia su de consumo; por otro lado, la deficiencia en la utilizacion de la glucosa
por parte de algunas regiones del cerebro como el hipotdlamo activa vias que
promueven el apetito, que lleva a incrementar la cantidad y frecuencia de consumo
de alimento (Guilléen-Gonzalez, 2002; Vieira et al., 2019). En la Figura 3 se muestran
los datos del monitoreo de consumo de alimento durante el estudio. En promedio,
las ratas consumieron entre 35 a 45 g por dia, observandose una alta variabilidad
en el consumo de alimento a lo largo del experimento. Sin embargo, se observa que
el grupo alimentado con la dieta estandar mostré un consumo similar al inicio y al
final del estudio, mientras que todos los animales inducidos a tendieron a disminuir
el consumo de alimento, esto podria estar asociado a las diferencias en la
palatibilidad y textura de las dietas. Con respecto a la suplementacién con el
subproducto de jamaica, no se observo una tendencia clara en su impacto en la
alimentacion de las ratas, lo que indica que no se observa un efecto de saciedad a

la dosis administrada.
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Figura 2. Monitoreo del peso corporal durante el desarrollo del modelo experimental. Los valores representan la media + desviacion
estandar. Acotaciones marcadas con diferente superindice indican diferencia estadistica significativa (P<0.05) utilizando la prueba de ANOVA o U
de Mann-Whitney. DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa. STZ: Dosis de Estreptozotocina. SJ: Subproducto de jamaica. MET: Dosis de Metformina.
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En el caso del consumo de agua, cuya ingesta no aporta energia, su regulacion se
da por necesidades fisiologicas. En la Figura 4 se observa que el grupo control con
DM2 aument6 1.8 veces el consumo de agua tras la induccion de la enfermedad,
reflejando el sintoma de polidipsia como un mecanismo de autoregulacion para
eliminar los niveles excesivos de glucosa circulante a través de la orina. Con
respecto a la suplementacion con el subproducto de la decoccién de célices de
jamaica, no se observo una mejora en este sintoma, lo cual podria estar asociado
con una DM2 avanzada y muy establecida, ya que el tratamiento farmacolégico

utilizado como control positivo, metformina, tampoco mostr6 un efecto.
6.2.3. Monitoreo de glucosa serica postinduccién de DM2

Existen diversos modelos murinos para inducir DM2, uno de ellos consiste en la
combinacion de una DAGF para mimetizar la etapa temprana de la prediabetes, es
decir, un estado de resistencia a la insulina, junto con una dosis Unica de STZ, la
cual causa la destruccién de las células de los islotes pancreaticos. Mediante el uso
de una dosis baja de este farmaco, los animales experimentan deficiencia de
insulina, hiperglucemia, polidipsia y poliuria, sintomas caracteristicos de la DM

humana (Barriere et al., 2018; Furman, 2021).

La administracion de la DAGF durante ocho semanas produjo un aumento en los
niveles séricos de insulina (60.12%) en comparacion con el grupo control alimentado
con una dieta estandar. Como consecuencia, se observo el establecimiento de un
estado de resistencia a la insulina con un aumento en el indice HOMA-IR del 59.24%
sin observarse alteraciones en el funcionamiento de las células beta-pancreaticas
de acuerdo con el indice HOMA-Beta. La extension de la administracion de la DAGF
hasta las doce semanas permitié alcanzar un ligero estado de hiperglucemia
(117.67 vs 99.90 mg/dL) acompafiado de una hiperinsulinemia bien establecida
(7.71 vs 4.31 ng/mL) y un aumento del indice HOMA-IR del 108.31% al comparar el

control positivo a la enfermedad con el control negativo a la misma.
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Para confirmar el desarrollo de DM2, es necesario llevar a cabo el monitoreo de
glucosa en sangre a partir de la induccion con STZ, resultados que son mostrados
en la Figura 5. A partir de la primera semana postinduccion, se observé un aumento
en los niveles sanguineos de glucosa de 3.9 veces en el grupo control con DM2 en
comparacion con el grupo control sano, observando una diferencia significativa y

marcada durante las 4 semanas posteriores a la induccion.

Con respecto a los grupos suplementados con el subproducto de la decoccién de
calices de jamaica, se observéo un efecto hipoglucémico en los animales
suplementados en la estrategia preventiva tanto desde la semana 1 (cuando los
animales aun eran sanos) como desde la semana 9 (cuando los animales
presentaban un estado de resistencia a la insulina inducida por la DAGF); sin
embargo, este efecto se fue perdiendo conforme avanzaron las semanas post-
induccion, pasando de una reduccion del 66.9% y 59.3% en la semana 1 post-
induccion a una reduccion del 36.5% y 26.3% en la semana 4 postinduccion en

comparacion con el grupo control con DM2, respectivamente.

Con respecto a la estrategia de tratamientos, se establecieron dos esquemas de
suplementacion, en una se realizé como tratamiento Unico y en la otra como
tratamiento coadyuvante al farmaco metformina. En ambas se observd un efecto
hipoglucémico similar desde la primera semana postinduccién (39-58%), que se
mantuvo hasta la cuarta semana postinduccion (21-54%). Si bien al finalizar el
estudio no se observaron diferencias significativas entre ambas estrategias de
tratamiento, se observa que la suplementacion como tratamiento coadyuvante logré
un mejor control de los niveles sanguineos de glucosa a lo largo del tiempo. Los
resultados obtenidos sugieren que el subproducto de la decoccién de los célices de
jamaica previene el dafio oxidativo causado por la estreptozotocina y mejora la
resistencia a la insulina, disminuyendo asi los niveles de glucosa circulante. Cabe
destacar que el efecto hipoglucémico observado con el tratamiento coadyuvante fue
mejor que la administracion del farmaco por si solo. Lo anterior podria ser debido a
gue el mecanismo de accion de la metformina incluye una mejora en la resistencia

a la insulina; pero si el modelo animal estad presentando un estado de
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hipoinsulinemia como consecuencia de la destruccidon de las células beta-
pancreaticas, su efecto se ve limitado. En humanos, este estado complicado de la
DM2, comunmente consecuencia de un pobre control glucémico requiere la
combinacion de tratamientos farmacolégicos orales, como la metformina, con la

terapia insulinica para lograr una normoglucemia.
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Figura 5. Monitoreo de los niveles de glucosa en suero posterior a la induccion con

una dosis Unica de estreptozotocina. Los marcadores representan la media y las barras de
error representan la desviacion estandar. Acotaciones marcadas con diferente superindice indican
diferencia estadistica significativa (P<0.05) utilizando la prueba de ANOVA o U de Mann-Whitney.
DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa. STZ: Dosis de Estreptozotocina. SJ: Subproducto de jamaica.
MET: Dosis de Metformina.

La eficiencia de induccién de DM2 con una dosis Unica de estroptozotocina fue del
75%, la cual es determinada una semana después de la induccion para permitir el
establecimiento de la enfermedad (Cuadro 7). Es importante destacar que la
suplementacién preventiva con el subproducto de la decoccion de célices de
jamaica disminuyé de manera importante la tasa de eficiencia de la induccion de
DM2 (37.5-40%), evidenciando el efecto protector pancreatico previamente
propuesto, mientras que el grupo tratado con metformina no tuvo un efecto benefico
en el control de los niveles de glucosa durante las cuatro semanas posteriores a la

induccién con STZ.
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Cuadro 7. Porcentaje de animales inducidos en las semanas posteriores a la
inyeccidn con estreptozotocina.

Semanas post-induccién

Grupos de tratamiento Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4
Dieta estandar 0 0 0 0
DAGF + STZ 75 62.5 62.5 50
DAGF + STZ/ SJ semana 1 375 62.5 50 62.5
DAGF + STZ/ SJ semana 9 40 50 60 60
DAGF + STZ / SJ semana 14 70 70 70 70
DAGF + STZ / MET semana 14 80 80 70 80
DAGF + STZ / SJ + MET semana 14 60 60 60 S0

Los valores representan el porcentaje (%) de cada grupo por el niimero total de modelos bioldgicos
sobrevivientes en el grupo. DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa. STZ: Dosis de Estreptozotocina.

SJ: Subproducto de jamaica. MET: Dosis de Metformina.

6.2.4. Estado glicémico

La DM2 es un trastorno metabdlico a largo plazo que representa un desafio de salud
publica mundial, que afecta no solo a los paises industrializados, sino que también
aumenta drasticamente en los paises en desarrollo. A lo largo de los afios, se ha
vuelto cada vez mas evidente que el desarrollo de la DM2 se debe a dietas
inadecuadas y estilos de vida poco saludables. Como ya se ha mencionado
anteriormente, el uso de la DAGF en conjunto con la dosis de STZ provoca una
progresion de la enfermedad empezando con un estado de resistencia a la insulina
con normoglucemia que pasa a un estado de resistencia a la insulina bien
establecida con hiperglucemia cronica dando lugar al desarrollo de DM2 el cual, de
no ser controlado, se agrava por la reduccién severa de la funcionalidad de las
células beta-pancreéticas con una marcada hipoinsulinemia. Por lo que este modelo
animal imita la patologia de la DM2, aunque en una escala de tiempo mas corta que

la que se encuentra en la condicion humana (Barriere et al., 2018; Skovsg, 2014).

Después de las 18 semanas de experimentacion, se llevé a cabo la matanza,

recolectando muestras biologicas para poder determinar el impacto del subproducto
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de la decoccion de célices de jamaica en la prevencidon y el tratamiento de las
alteraciones metabdlicas asociadas a la DM2. En las Figuras 6 y 7 se muestran los
niveles séricos de glucosa e insulina en el tiempo final (con las muestras obtenidas
en la matanza), respectivamente, los cuales fueron utilizados para estimar
parametros relacionados con el desarrollo de DM mediante el indice HOMA-IR,
indice QUICKI, indice FGIR e indice HOMA-Beta (Cuadro 8).
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Figura 6. Niveles de glucosa en suero de ratas inducidas a diabetes mellitus tipo 2

y suplementadas con el subproducto de la decoccion de calices de jamaica. tindica

diferencia significativa (P<0.05) en comparacién con el grupo control sano por la prueba de Dunnet
0 Wilcoxon. *Indica diferencia significativa (P <0.05) en comparacion con el grupo control enfermo
por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa. STZ: Dosis de
estreptozotocina. SJ: Subproducto de jamaica. MET: Dosis de metformina.

La suplementacién con el subproducto de la decoccion de calices de jamaica
disminuyé desde un 33% hasta un 57% los niveles de glucosa sérica en
comparacion con el grupo control con DM2 al finalizar el estudio, no observando

una relacion entre el momento en el que se inicio con la suplementacién y el efecto
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antidiabético. Cabe destacar que el efecto antidiabético fue mayor en las primeras
semanas post-induccion, observandose un menor efecto al finalizar el estudio, asi
como una mayor variabilidad. Lo anterior podria estar relacionado con la rapida
progresion de la enfermedad, disminuyendo la eficiencia del tratamiento. Sin
embargo, es importante mencionar que el efecto antidiabético fue observado
manteniendo el consumo de la DAGF, simulando a un individuo con DM2 que

consume una dieta hipercaldrica acompafiado del consumo de suplementos

dietarios.
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Figura 7. Niveles de insulina en suero de ratas inducidas a diabetes mellitus tipo 2

y suplementadas con el subproducto de la decoccion de célices de jamaica. tindica
diferencia significativa (P<0.05) en comparacién con el grupo control sano por la prueba de Dunnet
0 Wilcoxon. *Indica diferencia significativa (P<0.05) en comparacion con el grupo control enfermo
por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa. STZ: Dosis de
estreptozotocina. SJ: Subproducto de jamaica. MET: Dosis de metformina.

Si bien, todos los grupos suplementados mostraron un efecto similar en el control

de la glucosa, se observé una tendencia distinta en los niveles séricos de insulina.

Los animales suplementados con el subproducto de la decoccion de calices de
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jamaica bajo la estrategia preventiva, mostraron niveles de insulina similares al
grupo control alimentado con una dieta estandar, lo que demuestra su efecto
protector al dafio oxidativo generado por la STZ, lo que contribuye a su efecto
antihiperglucémico. Con respecto a la estrategia de tratamiento, no se observaron
diferencias significativas entre estos animales y aquellos del grupo control con DM2,
por lo que su efecto hipoglucémico podria estar principalmente relacionado a una
mejora en el metabolismo de la glucosa. Es importante destacar que todos los
animales suplementados con el subproducto de la decoccidn de célices de jamaica,
independientemente del momento en el que se inicid su administracion o si fue
acompafado con metformina, mostraron valores del indice FGIR similares a los
animales del grupo control alimentado con una dieta estandar, lo que sugiere que

un estado de DM2 con buen control glucémico.

Al finalizar el estudio, el grupo control con DM2 mostré una marcada hiperglucemia
con valores 3 veces mayores a los observados en el grupo control alimentado con
una dieta estandar, mientras que los niveles de insulina se encontraron 2.2 veces
mas bajos. Con base en los indices calculados, se observa en el Cuadro 8 que el
grupo control con DM2 presentd un dafo importante en las células betas
pancreaticas con una disminucion del indice HOMA-Beta de 30.6 veces, mientras
gue no se observo un estado de resistencia a la insulina. Con base a estos
resultados, se puede concluir que el modelo inducido present6 caracteristicas de
una DM2 grave.

El aumento de 21.2 veces en el indice FGIR indica caracteristicas similares a las de
un sujeto con pobre control glucémico, lo que aumenta el riesgo de morbilidad y
mortalidad. Multiples estudios previos han identificado propiedades farmacologicas
potenciales de la jamaica. Adeyemi & Adewole (2019) demostraron en su estudio
que el tratamiento con el extracto de H. sabdariffa L. disminuyé significativamente
los niveles de glucosa e insulina y la morfologia del pancreas de ratas diabéticas
tratadas en el islote de Langerhans mostro una notable mejora; hubo un aumento
en la densidad celular de los islotes y una reduccién en los cambios degenerativos

y necroticos y la vacularizacion se redujo o estuvo ausente en muchos islotes.
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Cuadro 8. indices relacionados con la resistencia a la insulina en ratas inducidas a diabetes mellitus tipo 2 y suplementadas
con el subproducto de la decoccion de célices de Jamaica NO SE ENTIENDEN LOS VALORES, ARREGLAR LOS

RENGLONES

Parametro Dieta estandar DAGE + STZ DAGF + STZ/ DAGF + STZ / DAGF + STZ/ DAGF + STZ / DAGF +STZ/SJ +

SJ semanal SJ semana 9 SJ semana 14 MET semana 14 MET semana 14
indice HOMA-IR 14.11 +1.902 6.11 + 2.002 12.82 + 3.202 10.26 + 2.272 9.48 £ 1.942 10.08 + 2.312 11.89 + 1.442
indicg(:;)MA- 37.35 £ 3.92% 1.22 +0.35% 10.04 + 3.26b¢* 6.92 + 3.30°¢* 4,19 +1.31b¢* 2.04 + 0.54¢* 19.16 + 3.96
indice Quicky 0.22 +0.01" 0.24 + 0.01* 0.22 +0.01" 0.22 +0.012 0.23 £ 0.01% 0.23 +0.012° 0.22 +0.012°
indice FGIR 0.75 + 0.10* 15.9 + 3.823* 1.92 + 0.44%" 3.33+£2.28" 3.13+0.87 12.08 + 1.56%* 1.29 +0.17""

Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre los grupos experimentales por la prueba de Tukey o Kruskal-Wallis. fIndica diferencia
significativa (P<0.05) en comparacion con el grupo control sano por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. *Indica diferencia significativa (P<0.05) en
comparacién con el grupo control enfermo por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. HOMA-IR: modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la
insulina. HOMA-beta; modelo homeostatico para evaluar la actividad de las células beta. QUICKI: indice de verificacién de la sensibilidad cuantitativa
a la insulina. FGIR: cociente glucosa-insulina en ayunas. DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa. STZ: Dosis de estreptozotocina. SJ: Subproducto
de jamaica. MET: Dosis de metformina.
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Rodriguez-Fierros et al. (2021) menciond en su estudio que el tratamiento con la
infusion al 2% de H. sabdariffa L. en ratas con sindrome metabdlico (SM) disminuy6
significativamente la ganancia de peso, los niveles de TG, la insulina, el marcador
de resistencia a la insulina (indice HOMA) en comparacion con las ratas con SM sin
tratamiento. También, Amaya-Cruz et al. (2019) en el estudio comparativo con el
subproducto y el céliz, demostré que el SJ mostrd un efecto similar en comparacion
con los célices de jamaica para mejorar la resistencia a la insulina. El efecto
antidiabético observado en este estudio podria atribuirse a su alta diversidad y
contenido de componentes bioactivos, tales como el acido hibiscus que posee una
actividad inhibidora de la enzima digestiva alfa-amilasa y el acido clorogénico que
mejora la captacion de glucosa, lo que ayuda a disminuir sus niveles sanguineos
(Hansawasdi et al., 2000; Pitschmann et al., 2014).

6.2.5. Dislipidemia diabética

La DM2 esta asociada a alteraciones en el metabolismo de triglicéridos y colesterol.
La DM2 se asocia con un patron caracteristico de dislipidemia con niveles bajos de
HDL y niveles elevados de colesterol, particulas LDL Yy triglicéridos (Bahiru et al.,
2021). En las Figuras 8, 9 y 10 se muestran los niveles séricos de triglicéridos,
colesterol total y colesterol HDL, respectivamente, los cuales fueron utilizados para
estimar parametros relacionados con el riesgo cardiovascular mediante el indice

Tg/HDL y el indice de riesgo de Castelli (Cuadro 9).

El grupo control con DM2 mostré un aumento significativo en los niveles séricos de
triglicéridos (12 veces), colesterol total (2 veces) y colesterol HDL (1.6 veces) en
comparacion con el grupo control alimentado con una dieta estandar. Lo anterior se
vio reflejado en un aumento en el indice Tg/HDL (53%) y en el indice de riesgo
Castelli (6%), lo que indica un estado de dislipidemia diabética, aumentando el
riesgo cardiovascular. Es importante mencionar que si bien se ha propuesto
ampliamente al colesterol HDL como un biomarcador cardioprotector debido a que
lleva a cabo el transporte reverso del colesterol, se han reportado niveles altos de

HDL como consecuencia directa de niveles altos de colesterol total, lo que ha sido
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asociado con un aumento en el 50% la probabilidad de muerte por enfermedad
cardiovascular (Ali et al., 2012).

La suplementacién con el subproducto de la decoccién de célices de jamaica, asi
como el tratamiento farmacoldgico con metformina, disminuyeron los niveles séricos
de triglicéridos de un 75% a un 82% en comparacion con el grupo control con DM2,
sin observar diferencias significativas entre ellos. Una tendencia similar fue
observada con el colesterol total (37-48%), demostrando una efectiva actividad
antihiperlipidémica. Con respecto a los niveles del colesterol HDL, los grupos

tratados presentaron valores estadisticamente similares a ambos grupos control.
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Figura 8. Niveles de triglicéridos en suero de ratas inducidas a diabetes mellitus tipo

2 y suplementadas con el subproducto de la decoccién de calices de jamaica. Las
lineas centrales representan la mediana de los datos; las lineas superiores e inferiores representan
los cuartiles 25 y 75%, respectivamente; la caja representa el rango intercuartil; los bigotes
representan 1.5 veces el rango intercuartil; cada punto representa un dato experimental. Letras
diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) entre los grupos experimentales por la prueba de
Tukey o Kruskal-Wallis. TIndica diferencia significativa (P<0.05) en comparacién con el grupo control
sano por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. *Indica diferencia significativa (P<0.05) en comparacion
con el grupo control enfermo por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. DAGF: Dieta alta en grasa y
fructosa. STZ: Dosis de estreptozotocina. SJ: Subproducto de jamaica. MET: Dosis de metformina.
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Figura 9. Niveles de colesterol total en suero de ratas inducidas a diabetes mellitus

tipo 2 y suplementadas con el subproducto de la decoccion de célices de jamaica.
Las lineas centrales representan la mediana de los datos; las lineas superiores e inferiores
representan los cuartiles 25 y 75%, respectivamente; la caja representa el rango intercuartil; los
bigotes representan 1.5 veces el rango intercuartil; cada punto representa un dato experimental.
Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) entre los grupos experimentales por la
prueba de Tukey o Kruskal-Wallis. TIndica diferencia significativa (P<0.05) en comparacién con el
grupo control sano por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. *Indica diferencia significativa (P<0.05) en
comparacién con el grupo control enfermo por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. DAGF: Dieta alta en
grasa y fructosa. STZ: Dosis de estreptozotocina. SJ: Subproducto de jamaica. MET: Dosis de
metformina.

6.2.6. Funcion renal

La patogénesis del desarrollo y progresion de la enfermedad renal causada a partir
de alteraciones en personas diabéticas es compleja y multifactorial con la
participacion de diversas vias y mediadores metabdlicos (Kopel et al., 2019; Pérez-
Morales et al., 2019; Samsu, 2021). El grupo control con DM2 mostré un aumento
en la tasa de filtraciéon glomerular (1.3 veces), una disminucion de la excrecion
urinaria de urea y &cido urico (2.3 y 3.1 veces, respectivamente) y un aumento en

la acumulacion de &cido Urico en suero (2.4 veces) en comparacion con el grupo
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control alimentado con una dieta estandar (Cuadro 10). Esto podria ser parcialmente
consecuencia del menor consumo de proteina en los animales alimentados con la
DAGF, ya que esta dieta comunmente llamada ‘de cafeteria’ se caracteriza por ser
rica en grasa saturada y fructosa, pero baja en proteinas. Sin embargo, los
resultados de los parametros bioquimicos obtenidos no permiten identificar una

disfuncién renal asociada a la DM2.
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Figura 10. Niveles de colesterol HDL en suero de ratas inducidas a diabetes mellitus

tipo 2 y suplementadas con el subproducto de la decoccion de célices de jamaica.
Las lineas centrales representan la mediana de los datos; las lineas superiores e inferiores
representan los cuartiles 25 y 75%, respectivamente; la caja representa el rango intercuartil; los
bigotes representan 1.5 veces el rango intercuartil; cada punto representa un dato experimental.
Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) entre los grupos experimentales por la
prueba de Tukey o Kruskal-Wallis. TIndica diferencia significativa (P<0.05) en comparacién con el
grupo control sano por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. *Indica diferencia significativa (P<0.05) en
comparacioén con el grupo control enfermo por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. HDL.: Lipoproteinas
de baja densidad. DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa. STZ: Dosis de estreptozotocina. SJ:
Subproducto de jamaica. MET: Dosis de metformina.
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Cuadro 9. indices relacionados con la dislipidemia en ratas inducidas a diabetes mellitus tipo 2 y suplementadas con el
subproducto de la decoccién de célices de jamaica

DAGF + STZ/ DAGF + STZ/ DAGF + STZ/ DAGF + STZ/ DAGF + STZ/SJ +

4 i 4 +
Parametro Dieta estandar DAGF + STZ SJ semanal SJ semana 9 SJ semana 14 MET semana 14 MET semana 14
indice Tg/HDL 1.47 +0.16" 3.13 +0.13%* 2.06 +0.23% 3.02 +0.47% 2.45 +0.62% 2.25 +0.31%" 2.51 +0.32%
Indice de Riesgo 1.10 +0.02b¢ 1.17 +0.20% 1.02 +0.03¢* 1.14 +0.04bc* 1.19 +0.04b 1.03 +0.03¢* 1.03 +0.04b¢*

de Castelli

Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre los grupos experimentales por la prueba de Tukey o Kruskal-Wallis. TIndica diferencia
significativa (p<0.05) en comparacion con el grupo control sano por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. *Indica diferencia significativa (p<0.05) en
comparacion con el grupo control enfermo por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. HOMA-IR: modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la
insulina. DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa. STZ: Dosis de sstreptozotocina. SJ: Subproducto de jamaica. MET: Dosis de metformina.
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Cuadro 10. Parametros de funcion renal en suero y orina de ratas inducidas a diabetes mellitus tipo 2 y suplementadas

con el subproducto de la decoccion de calices de jamaica.

DAGF + STZ/

DAGF + STZ SJsemanal

Parametro Dieta estandar

DAGF + STZ/
SJ semana 14

DAGF + STZ /
MET semana 14

DAGF + STZ/SJ +
MET semana 14

DAGF + STZ/
SJ semana 9

Urea en suero

43.00 £ 1.422 33.67 + 3.65% 34.50 + 2.03%
(mg/dL)
Creatinina en 0.36 + 0.022 0.30 + 0.032 0.31 + 0.012
suero (mg/dL)
Acido urico en 0.52 + 0.075F 1.23 + 0.25%" 0.79 + 0.092b

suero (mg/dL)

TFG (uL/min) 3866.25£99.40°F  5041.63+376.93%

Urea en orina

6490.00+218.58%  2837.50+899.00"

(mg/dL)
Creatiinaenorina ;o) 50411992  82.63+30.16%  20.40 + 1.44Y
(mg/dL)
Acido lricoen g 55 1 1 o7 2.98 +0.74" 2.55 + 0.6657
orina (mg/dL)

840.00+50.99""

4158.92+210.692° 4098.17+99.40%% 4626.88+323.352"

1033.33+218.58""

36.38 + 3.50% 34.11 +3.10%° 34.33+2.88% 28.33 £3.76""

0.35 +0.022 0.31 +£0.012 0.31 +£0.012 0.33+0.022

0.56 + 0.09°% 0.70 £0.102 0.83+0.143 0.69 + 0.09°%

4327.50£156.49%°  4626.88+323.352°

885.71+70.47°"  950.00+50.00"" 2880.00+663.12"

20.80 + 1.53" 24.14 + 2,56 27.38 + 3.42% 85.67 + 20.45%°

3.08 £ 0.63°F 3.00 £ 0.42°F 1.88 +0.25"" 3.31 £ 1.09°F

Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) entre los grupos experimentales por la prueba de Tukey o Kruskal-Wallis. fIndica diferencia
significativa (P<0.05) en comparacién con el grupo control sano por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. *Indica diferencia significativa (P<0.05) en
comparacion con el grupo control enfermo por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa. STZ: Dosis de
estreptozotocina. SJ: Subproducto de jamaica. MET: Dosis de metformina.
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Con respecto a la suplementacién con el subproducto de la decoccién de calices de
jamaica, no se observé un efecto benéfico ni detrimental en la funcién renal,
observandose Unicamente una disminucion del 33% al 55% en la acumulacion de
acido urico en suero, el cual estd asociado al metabolismo de la fructosa. Sin
embargo, el andlisis integral de todos los resultados de los parametros bioguimicos
no es incluyente. Cabe destacar que se ha demostrado previamente que la
suplementacion con extractos acuosos y etandlicos de célices de jamaica muestran
un efecto reno protector, asociado con su actividad antioxidante y antiapoptética en
tejido renal, favoreciendo la respuesta vascular renal y la filtracion glomerular

(Rodriguez-Fierros et al., 2021).
6.2.7. Capacidad antioxidante plasmética

El estrés oxidativo es una condicion que ocasiona dafio a los tejidos debido a un
desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes, y es consecuencia de diferentes vias
involucradas en la patogénesis de la DM2, incluida la hiperglucemia crénica. El
estrés oxidativo inducido aumenta los niveles de proteinas proinflamatorias que
causan inflamacién local y sistémica, las cuales promueven un estado de resistencia
a la insulina, contribuyendo al estado hiperglucémico cronico (Da-Costa-Rocha et
al., 2014; Kopel et al., 2019).

Debido a la implicaciéon metabdlica del estrés oxidativo en el desarrollo y la
progresion de la DM2, se evaluo la actividad antioxidante en el plasma mediante los
ensayos de ABTS (Figura 11) y FRAP (Figura 12) como una estrategia para estimar
el estado antioxidante global. Los resultados obtenidos indican que el estado
antioxidante del grupo control con DM2 fue similar al observado en el grupo control
alimentado con una dieta estandar, lo cual es un resultado no esperado debido al

estado avanzado de DM2 establecido en el modelo animal.
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Figura 11. Capacidad antioxidante mediante el ensayo ABTS en plasma en ratas
inducidas a diabetes mellitus tipo 2 y suplementadas con el subproducto de la

decoccion de calices de jamaica. fIndica diferencia significativa (P<0.05) en comparacion con
el grupo control sano por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. *Indica diferencia significativa (P<0.05)
en comparacioén con el grupo control enfermo por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. DAGF: Dieta alta
en grasa y fructosa. STZ: Dosis de estreptozotocina. SJ: Subproducto de jamaica. MET: Dosis de
metformina.

La suplementacion con el subproducto de la decoccion de calices de jamaica
aumentd en un 64% la capacidad antioxidante plasmatica, evaluada mediante el
ensayo de FRAP (Figura 12), cuando fue administrado bajo la estrategia preventiva
cuando las ratas estaban sanas o con resistencia a la insulina inducida por una
DAGF. Con respecto al enfoque terapéutico, no se observaron diferencias
significativas cuando se realizo la administracion del subproducto en las ratas con
DM2, pero se observo un aumento del 47.0% cuando fue suplementado como un
tratamiento coadyuvante a la metformina, siendo que la administracion de este
farmaco mejor6 en un 56.7% la capacidad antioxidante. Dichos resultados podrian
estar relacionado con los grupos preventivos que recibieron la suplementacion con
esta fuente de compuestos antioxidantes durante un periodo mas prolongado y
previo a la induccién de la STZ, componente citotdxico que causa estrés oxidativo.
Con respecto al ensayo de ABTS (Figura 11) no se observaron cambios en el estado

antioxidante con ambas estrategias de suplementacion.
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Figura 12. Capacidad antioxidante mediante el ensayo FRAP en plasma en ratas
inducidas a diabetes mellitus tipo 2 y suplementadas con el subproducto de la
decoccion de calices de jamaica. findica diferencia significativa (P<0.05) en comparacion con
el grupo control sano por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. *Indica diferencia significativa P<0.05) en
comparacién con el grupo control enfermo por la prueba de Dunnet o Wilcoxon. DAGF: Dieta alta en

grasa y fructosa. STZ: Dosis de estreptozotocina. SJ: Subproducto de jamaica. MET: Dosis de
metformina.

Diversos autores han demostrado que los extractos de los calices de jamaica
reducen la generacion de ROS. Lo anterior ha sido asociado a su diversa
composicion de componentes antioxidantes, destacando antocianinas derivadas de
delfinidina, acidos organicos como el hidroxicitrico y el hibiscus, acidos fendlicos y
otros flavonoides (Herranz-Lépez et al., 2020), componentes identificados en el

subproducto obtenido tras la decoccién de célices de jamaica en este estudio.
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7. CONCLUSIONES

El subproducto generado durante el proceso de decoccion de célices de jamaica es
una fuente importante de fibra dietaria con abundante cantidad de fibra dietaria
insoluble, asi como también, acidos organicos y polifenoles libres y ligados a la
matriz de la misma. Debido a esta riqueza de componentes bioactivos, el
subproducto de jamaica ayuda en la modulacion de las alteraciones en las
concentraciones de glucosa, insulina, colesterol, triglicéridos y colesterol HDL en
suero de ratas Wistar macho asociadas al desarrollo y la progresion de la diabetes
mellitus tipo 2. Si bien, no se observé efectos modulantes en los marcadores
metabolicos del dafio renal y en la capacidad antioxidante en plasma, se abre la
puerta a futuras investigaciones que generen mas hallazgos en la aplicacion del
subproducto de jamaica como tratamiento o prevencién de mas alteraciones. El
aprovechamiento de este residuo, generado en altas cantidades en casas e
industrias mexicanas, representa una alternativa sostenible para el desarrollo de
suplementos alimentarios con actividad terapéutica y de prevencion de la diabetes
mellitus tipo 2.
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9.2. Analisis microbiol6gico de la decoccion y el subproducto de jamaica
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