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I. RESUMEN

La elevacion de los lipidos sanguineos, colesterol y triglicéridos, se ha convertido en un riesgo
comun a la salud a nivel mundial, ya sea a nivel de riesgo cardiovascular en el caso del colesterol
y triglicéridos, como a nivel pancreatico, de la cornea, bazo e higado, en el caso de triglicéridos.
El tratamiento farmacoldgico con hipolipemiantes comerciales presenta una limitante
econdmica, por su elevado costo, y una limitante intrinseca, por sus efectos adversos. Esto ha
llevado a la bisqueda de tratamientos con menos efectos secundarios y mas accesibles a toda la
poblacion. La investigacion con plantas medicinales permite superar estas barreras mediante

estudios clinicos que demuestren su actividad.

El estudio realizado evalu¢ la capacidad de un extracto de Rosa de Jamaica (Hibiscus sabdariffa
L.) para reducir triglicéridos sanguineos en pacientes con triglicéridos superiores a 150 mg/dL en
un periodo de 2 meses, a frecuencia de 3 veces al dia, realizando una comparaciéon de la
actividad del extracto segun el momento de administracion. A su vez se pretendia establecer la
concentracion de principio activo, Antocianinas totales (correspondientes a las delfinidina-3-
sambubiodsido y cianidina-3-sambubidsido), y los parametros de calidad del extracto. El extracto
se realizd a escala planta piloto por medio de Extraccion de Rosa de Jamaica en proporcion 1:10
(material vegetal en Kilogramos/Litros de Solvente), utilizando agua como solvente, con su
posterior concentraciéon a proporcion 1:1. La medicion de antocianinas totales se realizé en
espectrofotometro a 520nm obteniendo una concentracion promedio de 15 mg/dosis. El estudio
se realizo en dos distintos grupos, el primero, integrado por 14 pacientes que se administraba el
extracto 30 minutos antes de cada comida, y el segundo, integrado por 14 pacientes que se
administraba el extracto durante las comidas. Las evaluaciones de lipidos sanguineos se
realizaron mensualmente, con un total de 3 mediciones, con evaluaciones de Colesterol total,

Colesterol HDL, Colesterol LDL, y triglicéridos.

Segun los datos obtenidos se determind que el extracto de Rosa de Jamaica (Hibiscus sabdariffa
L.) administrado 30 minutos antes de cada comida redujo los triglicéridos séricos en un valor
promedio de 54.92 mg/dL, mientras que el extracto administrado durante las comidas redujo los
triglicéridos séricos en un valor promedio de 36.56 mg/dL. El extracto no demostr6 actividad
hipocolesterolémica. En base a esto se demostr6 que dosis promedio de 15mg de Antocianinas
tres veces al dia, durante dos meses, posee actividad hipotrigliceridémica, siendo ésta mayor al

administrarse 30 minutos antes de cada comida.



II. INTRODUCCION

La hiperlipidemia es considerada el principal factor de riesgo cardiovascular (RCV). Este hecho
ha sido demostrado en estudios epidemioldgicos, coronariograficos y de investigacion clinica. La
alta incidencia de factores de riesgo cardiovascular puede reducirse con una dieta adecuada,
debido no sélo a la ingesta adecuada de nutrientes primarios, sino también a la contribucion
diaria de metabolitos secundarios, que contribuyan a prevenir procesos fisiopatologicos en los

seres humanos.

Las antocianinas poseen una actividad potencial como antioxidantes, antiateroscleroticos,
antiinflamatorios, antimutagénicos y antitumorales, sin embargo son necesarios estudios clinicos
para que garanticen la seguridad y eficacia que tienen los metabolitos secundarios en promover
la salud y prevenir enfermedades. La Rosa de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es de facil acceso
en la poblacion guatemalteca, sin embargo el conocimiento de la poblacion por sus propiedades

medicinales y su potencial en reducir el colesterol es limitado.

Estudios in vitro de Rosa de Jamaica han demostrado las propiedades antioxidantes, lo cual ha
sido complementado con modelos en animales, donde se ha demostrado la actividad
hipocolesterolémica, hipotrigliceridémica y antihipertensiva. La importancia del estudio radica
en demostrar la actividad hipotrigliceridémica de un extracto de Rosa de Jamaica, como un
tratamiento alternativo complementando con buenos habitos alimenticios y medicina preventiva,
tomando en cuenta la forma en la que se utiliza dicha planta en Guatemala, en un periodo de
tiempo necesario para observar la evolucion del tratamiento y los nuevos avances en el estudio

de la farmacocinética de antocianinas.



I1l. ANTECEDENTES
3.1. ANTOCIANINAS Y ROSA DE JAMAICA

3.1.1. Quimica de Antocianinas

Son moléculas con estructura similar
a 2-fenil-y-cromona (estructura Ce-
C5-Cg), con el oxigeno heterociclico
cargado positivamente, originando la

estructura 2-fenilbenzopirilio (i6n

flavilio), la cual carece del carboxilo

en C4 de los flavonoides (ver figura

Figura 1. I6n Flavilio

1). Se encuentran como agliconas OR:

libres (antocianidinas) 6 como azucares (antociandsidos), y al conjunto de
antocianidinas y sus heterosidos se les llama antocianos. ElI 97% de las antocianinas
identificadas hasta este momento se encuentran como heterosidos, generalmente
monosacaridos, disacaridos 0 trisacdridos. Son compuestos coloreados cuyo color
varia segun el pH. En medio acido son rojos, en medio basico azules [Brouillard,
1982, p. 8]. Se clasifican en 5 grupos: 1) Simples: Presentan grupos hidroxilo en R,
R2, Ray Re, y grupos hidrogeno, hidroxilo 6 metoxilo en Rsy R7. Generalmente
presentan su unidad de azlcar en Ry, pero también pueden estar glucosidadas en Ro,
R4, Rs, R7y mas raramente en Rs[Mazza & Miniati, 1993, p. 369]. E1 90% del total
de las antocianinas conocidas hasta el momento esta constituido por este grupo, el
cual tiene como base 6 antocianidinas, Cianidina (30%), Delfinidina (22%),
Pelargonidina (18%), y sus respectivos analogos metoxilados (20%), Peonidina (en
Rs), Petunidina (en Rs) y Malvidina (en Rs y R7) [Andersen & Markham, 2006, p.
475]. 2) Antocianidinas metiladas en el anillo A: Presentan grupos metoxilo en R,
6 R4, producto de la metilacion de antocianidinas simples en sus grupos hidroxilo.
Consisten en el 3% del total de antocianinas [Andersen & Markham, 2006, p. 476];
3) Antocianidinas 6-hidroxiladas: Presentan grupos hidroxilo en R3.Consisten en el
2% del total de las antocianinas [Andersen & Markham, 2006, p. 475]. 4) 3-
Desoxiantocianidinas: Carecen del hidroxilo en R; caracteristico de las
antocianidinas. Consisten en el 3% del total de las antocianinas. [Andersen &
Markham, 2006, p. 475]. Son las tnicas antocianinas en forma natural de agliconas

[Takeoka & Dao, 2002, p. 219]. 5) Piranoantocianidinas: Presentan un grupo



acetilpirano en la estructura del i6n flavilio, producido por cicloadiciéon de acido
piruvico entre C4 y Cs, donde el oxigeno heterociclico del pirano se encuentra unido
al Cs. La numeracion de estas estructuras son diferentes al i6n flavilio, se conserva la
numeracion de los C;3 pero los Ce.g del i6n flavilio se convierten en Cr.9; los Cs.¢ de
la estructura piranoantocinidina corresponden al nuevo anillo pirano (en la posicion 5
se localiza el grupo acetilo). Consisten en el 2% del total de las antocianinas

[Andersen & Markham, 2006, p. 475].

3.1.2. Composicion Quimica de rosa de Jamaica
Las flores (calices) contienen (ver figura 2): 1) acidos organicos en un 15-30%
(citrico, hibiscico, malico, ascorbico, tartarico, oxalico, protocatéquico, clorogénico),
2) polisacaridos mucilaginosos en un 50% (acidos urénicos en forma de sal y el resto
ramnosa, arabinosa y pequefas cantidades de glucosa, xilosa y manosa), 3)
antocianinas en un 1.5 % (delfinidina-3-sambubidsido, cianidina 3-sambubidsido,
hibiscina (delfinidina 3-xiloglucdsido), cianidina-3-xiloglucdsido, cianidina 3-
monoglucdsido, delfinidina 3-monoglucésido, delfinidina,), 4) otros constituyentes
menores como flavonoides (hibiscitrina y su aglicona hibiscetina, gossipitrina,
gossitrina, gossipetina, quercitina y sabdaritrina), polifenoles, y saponinas (j3-
sitosterol-B-D-galactopiranodsido), fitosteroles (B-sitosterol, camposterol, ergosterol,
estigmasterol), pectina, acido aspartico y galacturéonico [Ali, 2005, p. 369;

Mahadevan & Kamboj, 2009, 79]. Las raices contienen acido tartarico y saponinas.

Las semillas contienen almidoén, colesterol, celulosa, carbohidratos, campesterol, -
sitosterol, ergosterol, acido propionico, pentosanos, acido pelargonico, acido
palmitoleico, acido palmitico, acido oleico, acido miristico, metanol, acido malvico,
acido linoleico, acido esterculico, acido caprilico, acido formico, acido estearico,
alcohol isopropilico, alcohol isoamilico, etanol, 3-metil-1-butanol, alcohol bencilico,

fibra y minerales [Mahadevan & Kamboj, 2009, p. 79].

Las hojas tienen a-terpinil acetato, anisaldehido, B-caroteno, p-sitosterol, B-D-
galactésido, benzoato de [-sitosterol, niacina, alcohol isoamilico, alcohol

isopropilico, metanol, 3-metil-1-butanol, alcohol bencilico, etanol, acido malico,

fibra y ceniza [Mahadevan & Kamboj, 2009, p. 79].



Los frutos contienen o-terpinil acetato, pectina, anisaldehido, acido ascorbico,
oxalato de calcio, acido caprilico, acido citrico, acido acético, etanol, acido féormico,
acido pelargonico, acido propionico, alcohol isopropilico, metanol, alcohol bencilico,

3-metil-1-butanol, benzaldehido y minerales [Mahadevan & Kamboj, 2009, p. 78].

Xi = Xilosa Gl =Glucosa

COOH

Figura. 2. Contenido quimico principal de los calices de Hibiscus sabdariffa. 1) Delfinidina-3-
sambubiodsido; 2) Cianidina-3-Sambubidsido: 3) Acido protocatéquico: 4) Hibiscetina; 5) Gossipitrina.

3.1.3. Estabilidad Quimica y Estructural de las Antocianinas
3.1.3.1. pH
Las antocianinas existen en 4 estados pH-dependientes: cationes flavilio,
hemicetales, bases quinoidales y chalconas a pH de 1-3, 3-5, 6-8 y 7-8,
respectivamente [Brouillard, 1982, p. 8; von Elbe and Schwartz, 1996, p.
651; Woodward G y varios, 2009]. El pH inferior a 3 le brinda un efecto
protector a la molécula, donde el 100% del pigmento se encuentra en su

forma mas estable de i6n oxonio o cation flavilio (de color rojo intenso). A




valores de pH mas altos a 3 ocurre una pérdida del proton y ocurre adicion
de agua en C,, dando lugar a un equilibrio entre el i6n flavilio y el
hemiacetal, y a pH mayor a 6 ocurre un equilibrio entre la base quinoidal y
la chalcona (de cadena abierta). Tanto el hemiacetal como la chalcona, son
formas incoloras y bastante inestables. A valores de pH superiores a 7 se
presentan las formas quinoidales de color purpura que se degradan
rdpidamente por oxidacion con el aire. Los equilibrios quimicos en una
solucion basica de antocianinas reducen la concentracion de iones flavilio
de forma parcial, ya que pueden ser revertidos al acidificar el medio; sin
embargo, a valores de pH muy basicos, se pierde el equilibrio al formarse
chalconas inestables de forma irreversible, resultando en una reduccién
definitiva de la concentracion de iones flavilio, demostrada a partir de

reduccion definitiva en la intensidad del color [Brouillard, 1982, p. 9].
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3.1.3.2. Temperatura

La degradacion de antocianinas incrementa a medida que la temperatura
aumenta [Palamidis & Markakis, 1978, p. 2633; Maccarone y varios, 1985,
901-904]. La temperatura alta en pH entre 2-4 incrementa la pérdida de la
unidad glucosidica en C; [Adams, 1973, p. 747], lo que lleva a la pérdida
del color, debido a que las Agliconas son mucho menos estables que los
Antociandsidos, comenzando con la apertura del anillo y la consecuente
produccion de chalconas incoloras [Markakis y varios, 1957, p. 117-130;
Adams, 1973, p. 747-762]. Eventualmente la degradacion térmica conlleva
productos de color café, especialmente en la presencia de oxigeno
[Markakis y varios, 1957, p. 117-130]. Altas temperaturas junto a alto pH
causa la degradacion de antocianinas (ver figura 4) resultando en derivados
de acidos benzoicos y trihidrobenzaldehido (Seeram y varios, 2001, p. 4924;
Furtado y varios, 1993, p. 113).

R HO OV
Z o

-glu
—~¥ HO
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— termediari Ry
P O-glu intermediarias o OH
Rz

Figura. 4. Degradacion de antocianinas-monoglucésidos a pH de 3.7 acelerado por calor.

Calentamiento a 95° C a pH de 3.5, provocan vidas medias de 2-3h. A
temperatura y pH fisiologico (7.2 y 37° C) las antocianidinas se
descomponen espontaneamente, generando floroglucinol aldehido y sus
correspondientes acidos fenolicos (acido galico, siringico, vanilico y p-
hidroxibenzoico).Los mismos factores estructurales que producen la
estabilidad de Antocianinas en pH, influyen en la temperatura (von Elbe &
Schwartz, 1996, p. 651). Pelargonidina 3-glucdsido es mas estable a 100°C
que petundina 3-glucdsido, la cual es mas estable que malvidina 3-glucésido
(Keith & Powers, 1965, p. 577). Arabinosas de cianidina y peonidina son

mas estables al calor que las correspondientes galactosas.




3.1.3.3. Concentracion
La concentracion de las antocianinas y la actividad del agua de la matriz
afectan la estabilidad. Incrementos en las concentraciones de antocianinas
aumentan la estabilidad, producto de autoasociacion entre dos cationes
flavilio, dos formas hemiacetal, dos bases quinoidales ¢ inclusive entre una
base quinoidal y un cation flavilio [Brouillard, 1982, p. 8; Dao y varios,
1998, p. 219.]. Sin embargo incrementos en la actividad de agua del medio
causan degradacion de antocianinas debido a una interaccion entre agua y el
cation flavilio, para formar la pseudobase inestable. Por lo tanto, las
soluciones de antocianinas mas concentradas son mas estables [Giusti &

Wrolstad, 2003, p. 217)].

3.1.3.4. Condiciones Oxidantes
El oxigeno amplifica el impacto de la degradacion de antocianinas.
Remover el oxigeno protege a las antocianinas de degradacion térmica. Otro
factor, son las condiciones que favorecen la oxidacion aerdbica del acido
ascorbico, produciendo grandes pérdidas de antocianinas por reacciones de
condensacion (Starr & Francis, 1968, p. 1293). La inestabilidad producida
por el oxigeno es aumentada por aumento en el pH (Markakis, 1982, p.
163). La degradacion de antocianinas producida por la luz, es dependiente
de oxigeno molécular (Attoe & von Elbe, 1981, p. 1937). Oxidantes
(incluyendo el oxigeno) producen compuestos incoloros o de color café

(Jackman y varios, 1987, p. 201).

3.1.3.5. Enzimas
La forma anhidrobase de las antocianinas es la mas susceptible a
degradacion enzimdtica (Yokotsuka & Singleton, 1997, p. 13-25). La
adicion de sacarosa incrementa la estabilidad y las caracteristicas del color
por la inhibicion enzimatica de peroxidasa y fenoloxidasa [Wrolstad y
varios, 1990, p. 1064]. La inactivacion de enzimas vegetales incrementa la
estabilidad de antocianinas (Garcia-Palazon y varios, 2004, p. 7). Las
enzimas mas comunes que degradan antocianinas son las glucosidasas, que
rompen el enlace covalente entre la aglicona de la antocianina y el residuo

glucosidico, resultando en la degradacion de antocianinas inestables



[Huang, 1955, p. 141]. Peroxidasas y fenolasas, como fenol oxidasas y
polifenol oxidasas, son encontradas naturalmente en frutas. Las fenolasas
actiian directamente con antocianinas, pero la destruccion de antocianinas
son eficientes junto con otros compuestos fenolicos, como catecol y acido
caftarico [Yokotsuka & Singleton, 1997, p. 13-25]; mientras que la polifenol
oxidasa no degrada sin acido caftarico [Sarni-Manchado y varios, 1997, p.
1365]. Las enzimas primero oxidan otros compuestos fendlicos en el medio
a sus correspondientes quinonas, las cuales degradan a las antocianinas para
formar productos de condensacion de color café (Sakamura y varios, 1966,
p- 317). Los glucosidos de malvidina son mas estables que los de delfinidina
hacia la polifenol oxidasa, mientras que aquellos con pelargonidina no

reaccionan.

3.1.3.6. Relacion Estructura-Actividad
Las antocianidinas son mas inestables que sus respectivos antociandsidos en
soluciones acuosas. Antocianinas-3-glucésidos son mas estables que 3,5 6
5-glucosidos. Antociandsidos junto con el disacarido sambubiosa, son mas
estables que aquellos conteniendo monosocaridos. Antocianinas
conteniendo galactosa son madas estables que aquellas con arabinosa.
Antocianinas acetiladas en el anillo pirilio (C,) son mas estables, debido a la
reducciéon del ataque nucleofilico del agua [Brouillard et al., 1982, p.8].
Antocianinas aciladas con un grupo malonil en Cg 0 con un grupo acil en Cs
de la glucosa unida en R, estabilizan la molécula de antocianina [Figueiredo
y otros, 1999, p. 125]. Cuando se encuentran aciladas en R4 y R5 presentan

estabilidad hasta pH neutro.

El patron de sustitucion de los grupos hidroxilo y metoxilo en la aglicona
(antocianidina) altera el comportamiento quimico de la molécula.
Incremento en la hidroxilacion de la aglicona estabiliza la antocianidina,
mientras que incremento en la metilacion de grupos hidroxilo
(principalmente en C4" y C7) disminuye la estabilidad. El patron de
sustitucion de grupos hidroxilo y metoxilo no afecta unicamente la

estabilidad, sino también el color de la antocianina. Las antocianinas
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simples mas estables son cianidina-3-glucésido, seguido de peonidina-3-

glucoésido [Cabrita y otros, 1999].

Los antociandsidos contenidos en Hibiscus sabdariffa contienen como
glicosido al disacarido samburiosa (compuesto por xilosa y glucosa), el cual
resulta en una antocianina mas estable en pH, temperatura y condiciones
oxidantes que aquellos conteniendo glucosa. Asi mismo, la estabilidad de
las antocianinas de Rosa de Jamaica se ve favorecida por sus caracteristicas
estructurales, debido a la mayor proporcion del cianidina-3-glucosido, el
cual es la mas estable de las antocianinas, y la unién a disacaridos, que

aumenta la estabilidad a pH neutro.

3.1.4. Farmacocinética
3.1.4.1. Absorcion

Las antocianidinas (Agliconas) son hidrofobicas, por lo que pueden

difundirse pasivamente a través de membranas bioldgicas, sin embargo su

union a azucares determina sus propiedades biologicas, condicionando su

mecanismo de absorcion, ya que incrementa su solubilidad en agua y limita

su difusion pasiva, por lo que se necesita de un transportador activo del

antociandsido o hidrolisis del glucésido y su posterior conjugacion para

llevarse a cabo la absorcion y distribucion necesaria para ejercer una

actividad biologica [Manach y varios, 2005, p. 230].

Las concentraciones de antocianinas no cambian después de digestion
gastrica, sin embargo existe una porcion que es producto de hidrolisis
(acida, enzimatica por el borde en cepillo intestinal, y actividad microbiana)
en estomago e intestino delgado, produciendo agliconas (antocianidinas), las
cuales son absorbidas por difusion pasiva [Wallace y varios, 2011, p. 1]. El
problema de éste tipo de absorcidn es que las antocianidinas al transportarse
a un pH neutro, se descomponen a acido protocatéquico [Tsuda y varios,
1999, p. 179], el cual resulta ocho veces mayor en sangre que las
antocianinas. El estbmago absorbe una porcion de antociandsidos a partir de
la bilitranslocasa gastrica, un transportador transcelular localizado en las

células secretoras de moco y células parietales, que aumenta su afinidad por
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la antocianina al contener porciones glucosidicas (principalmente
monosacaridos y disacaridos unidos al Cs) [Passamonti y varios, 2003, p.
210]. Esto explica la farmacocinética de antocianinas, ya que la
concentracion plasmatica méaxima se observa 0.5-2 horas después de su
administracién oral, que corresponde al tiempo necesario para vaciar el
estdbmago de un contenido liquido; asi mismo, se observa una curva biféasica
en la concentracién plasmatica a 15 minutos después de su administracion
debido a una primera absorcion gastrica, seguida de una porcion intestinal

[Prior y varios, 2004, p. 1; Kong y varios, 2003, p. 923].

A nivel intestinal, existen 2 mecanismos para el transporte de antocianinas
al enterocito duodenal: 1) Transporte de antocianosidos intactos por medio
de transportadores ABC (P-glicoproteina (ABCB1), Proteinas de resistencia
a multifarmaco MRP1 (ABCCI1) y MRP2 (ABCC2), y la proteina de
resistencia de Cancer de Mama 6 BCRP (ABCG2)) [Ahmed-Belkacem y
varios, 2005, p. 4852]; 6 2) Hidrdlisis extracelular del glucosido por medio
de la enzima lactasa-floricina-hidrolasa en el borde en cepillo intestinal para
que la aglicona entre por difusion pasiva al enterocito [Manach y varios,
2005, p. 230]. En el yeyuno se absorbe una gran porcion al enterocito a
partir de bilitranslocasa localizada en la membrana apical [McGhie y varios
2007, p. 702]. Una fraccion de antocianinas escapa de la absorcion en el
duodeno y se somete a metabolismo bacteriano en el iléon, donde se liberan

las agliconas que pueden metabolizarse o transportarse.

En el colon, los antocianodsidos entran a las células Caco-2 por medio de
bilitranslocasa localizada en la membrana apical [Passamonti y varios, 2002,
p. 631]. Los transportadores ABC B1 (P-glicoproteina), C2 (MRP2) y G2
(BCRP) se encuentran en la membrana apical de las células del intestino,
mientras los que se encuentran en la membrana basolateral son los
transportadores ABC C1 (MRP1) y C3 (MRP3), de los cuales unicamente
C1 (MRP1) transportan antocianinas (MRP3 transporta aniones organicos);
existiendo una eficiente entrada de antocianinas a las células, pero bajo
transporte a la circulacion, debido a saturacion de transportadores, lo que

explica la poca biodisponibilidad de las antocianinas (menos del 1% de la
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cantidad ingerida entra al plasma) y su alta presencia en orina y heces.
Existe la hipotesis que la grasa de la dieta favorece la absorcion de

antocianinas debido a transporte por lipoproteinas [Lesser y varios, 2004, p.

8).
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Figura. 5. Absorcion y biodisponibilidad de antocianinas en animales y humanos. Las denotadas en rojo
evidencian estudios en humanos.

3.1.4.2. Distribucion
Las antocianinas se encuentran en el plasma en forma de Antocianinas,
Glucurdnidos, antocianinas Metiladas, antocianidinas, y acidos fendlicos. La
concentracion plasmatica de antocianinas parecer ser insuficiente para
alterar el potencial redox o de radicales, pero resulta adecuada para
transduccion de sefales y/o expresion de genes. En el plasma sanguineo y
orina, debido al pH neutro las formas predominantes son la Carbinol (75-
80%) y chalcona (15-20%), produciéndose una alta degradacion a derivados

fenolicos [Wallace, 2011, p. 4]. Alcanzan concentraciones plasmaticas a los
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15-30 minutos. De las antocianinas ingeridas, el 44% se encuentran como

acido protocatéquico en el plasma [Vitaglione, 2007, p. 2043].

3.1.4.3. Metabolismo
Las antocianinas encontradas en plasma se encuentran en forma de
antocianosidos (transportados por bilitranslocasa), conjugadas con &cido
glucurdnico (por UDP-glucuronosil transferasas), metiladas (por catecol-O-
metil-transferasas), sulfatadas (sulfotransferasa) y agliconas (producidas por
hidrolisis acida 6 microbiana y B-glucosidasas del enterocito) [Wu y varios,
2002, p. 1875; Felgines, 2005, p. 7221]. Luego de la digestion pancreatica
de 15-21% de antocianinas se encuentran en sangre, y de 52-67% en el
colon (de las cuales se eliminan como acidos fendlicos). Antocianinas
aciladas muestran una mayor estabilidad ante digestion pancreatica [Harada,
2004]. El principal medio de metabolismo son los rifiones e higado. Los
glucurdnidos formados en el intestino entran en la circulacion directamente
y no son transportados a la bilis (a diferencia de los glucorénidos
sintetizados en el higado), mientras que aquellos que son sulfatados en el

intestino o en el hepatocito se excretan via renal [Wallace, 2011, p. 5].

3.1.4.4. Excrecion
La excrecion urinaria promedio es del 0.03 al 4% de la dosis ingerida,
teniendo una vida media de eliminacion de 1.5 a 3 horas [Kay, 2006, p.

137]. Su excrecion se realiza a nivel renal y fecal.

3.1.4.5. Biodisponibilidad
La biodisponibilidad es la proporcion de principio activo que es absorbido
del tracto gastrointestinal, alcanza la circulacion sistémica en forma de
concentraciones plasmaticas, y alcanza el sitio de accion para ejercer un
efecto fisiologico [Balant y varios, 1991]. Antocianinas cruzan el epitelio
intestinal con una eficacia de 1 a 4%, sin embargo el transporte es
incrementado junto con etanol o exposicion cronica a antocianinas. Con
algunas excepciones, concentraciones plasmaticas maximas no exceden
rangos nanomolares y menos del 1% son encontradas en orina como formas

no metabolizadas [Faria, 2009, 1430; Yi y varios, 2006, p. 5651].
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3.1.4.6. Inicio de Accidén, Concentracion Plasmatica Maxima y Vida media
Las antocianinas presentan un inicio de accion de 15-30 minutos, con una
concentracion plasmatica maxima de 0.5 a 4 horas. Presentan una vida

media de 1.3 a 7 horas [Dreiseitel, 2011, p. 12].

En un estudio de Rosa de Jamaica [Netzel y otros, 2005, p. 203], se
determind que al administrar una dosis unica via oral de 62.6 mg de
cianidina-3-sambubiosido, 81.6 mg de delfindina-3-sambubiosido, y 147.4
mg de antocianinas totales (calculados como equivalentes de cianidina), se
observan tasas maximas de excrecion a 1.5-2 horas después de la
administracion, con area bajo la curva de 0.076, 0.032, y 0.050 ng-h/mL/mg
para cianidina-3-sambubidsido, delfindina-3-sambubidsido, y antocianinas
totales, respectivamente. Después de 7 horas, la excreciéon urinaria de
cianidina-3-sambubidsido, delfindina-3-sambubidsido y antocianinas totales
fue de 0.016%, 0.021%, y 0.018% de las dosis administradas,
respectivamente. El t;, fue de 2.18, 3.34, y 2.63 para cianidina-3-
sambubidsido, delfindina-3-sambubiésido y  antocianinas totales,

respectivamente. La excrecion urinaria es monoexponencial.

3.1.5. Usos terapeuticos y Farmacologia
Las interacciones responsables de los usos terapéuticos de las antocianinas se
realizan a partir de: 1) Inhibicion de Proteinas unidas a ATP, como Protein Quinasa
C (PKC), Fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), Proteinas Quinasas Activadas por
Mitogenos (MAPK), quinasas c-Jun N-terminal (JNK), Quinasas Dependientes de
Ciclinas (CDK), Oxido Nitrico Sintasa Inducible (iNOS) y Topoisomerasas I y II; 2)
Inhibicion de Receptores dependientes de ligandos, como Receptores de estrogenos y
Receptores tirosina quinasas (Receptor del Factor de Crecimiento Epidermal (EGFR)
y Receptor del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGFR)); 3) inhibicion
de Enzimas Redox, como Lipoxigenasas (LOX), cicloxigenasas (COX), xantina
oxidasa (XO), metaloenzimas que catalizan la produccion de Especies Reactivas de
Oxigeno (ROS); 4) Modulacion de proteinas reguladoras, como Proteina

Transportadora de Esteres de Colesterol (CETP), glicerol-3-fosfato-acil-transferasa 1
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(GPAT1), Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) [Andersen & Markham,
20006, p. 477].

3.1.5.1. Efecto sobre los lipidos sanguineos
Estudios in vitro han demostrado como los compuestos antioxidantes de la
Rosa de Jamaica desempefian una disminucién en la patogénesis de la
aterosclerosis al evitar la oxidacion de LDL. Entre estos compuestos se ha
demostrado en diferentes estudios al d4cido protocatéquico y los
antociandsidos [Chang B y otros, 2009, p. 1096]. El extracto acuoso seco de
la flor de Rosa de Jamaica, a concentraciones entre 0.1 y Smg/mL, inhibio
de forma dosis-dependiente la oxidacion de las LDL en un proceso mediado
por Cu”". A la dosis mas alta también se inhibi6 la formacion de sustancias
reactivas del acido tiobarbitirico con mayor potencia que la vitamina E a
100pM, lo cual demuestra el potente efecto antioxidante in vitro

[Hirunpanich V, y otros, 2006, p. 252].

Se han estudiado el efecto que ejerce un extracto de Rosa de Jamaica
administrado al 5% y 10% durante 9 semanas a ratas albinas macho
alimentadas previamente con una mezcla de colesterol y &cido coélico
durante 12 semanas; el efecto hipolipemiante fue evidente en cuanto a la
disminucion de lipidos totales, colesterol y triglicéridos [El-Saadany y otros,
1991, p. 567]. Otros estudios demuestran que en conegjos a los que se les
indujo aterosclerosis a base de una dieta alta en colesterol y manteca de
cerdo, presentaron niveles mas bajos de colesterol total, LDL y triglicéridos
en el suero después de ser tratados con un extracto acuoso seco de hibisco al
0.5 y 1.0% con la dieta durante 10 semanas [Chen C y varios, 2003, p.
5472]. El examen histopatologico reveld una reduccion significativa de la
ateroesclerosis adrtica severa, por lo que estos resultados sugieren que la
rosa de Jamaica inhibe la formacion de las placas de ateroma. Estudios
confirman el efecto hipolipemiante de la administracion intragastrica de un
extracto acuoso seco de flor de Rosa de Jamaica en ratas sometidas a dietas
ricas en colesterol, observandose una disminucion importante de éste en un
22% y 26% segun la dosis del extracto (500 y 1000mg/Kg respectivamente);

los triglicéridos séricos descendieron un 33% y 28% y el de LDL se redujo



16

un 22% y 32%. Sin embargo, el nivel sérico de las HDL no se vio afectado.
Resultados similares se han dado en ratas alimentadas con dieta
complementada con 5, 10 y 15% de extracto etanolico de flor de hibisco, ya
que al compararlos con el grupo control, los tratamientos disminuyen los
lipidos totales, triglicéridos y LDL; el colesterol total solo disminuy6 con el

complemento al 5%, las HDL y los fosfolipidos no se modificaron.

El efecto en reducir el colesterol de la Rosa de Jamaica se ha comprobado
en un ensayo clinico en el que participaron 42 pacientes con edades
comprendidas entre los 18 y 75 afios y unos niveles de colesterol entre 175 y
327 mg/dL. Los extractos fueron administrados por via oral en capsulas con
500 mg de extracto acuoso seco de flor de hibisco con una dosis de
antociandsidos de 20, 40 y 60mg en diferentes grupos por 4 semanas,
obteniendo mejores resultados el grupo con 20mg, con un descenso entre el
8.3 y 14.4% [Lin y varios, 2007, p. 140]. Generalmente la dosis terapéutica
diaria de Extracto de Rosa de Jamaica es de 10g/L [Gurrola y varios, 2010,
p. 500].

Su actividad hipolipemiante se define por aumento en la concentracion de
HDL y disminucion de LDL vy triglicéridos. La capacidad de los
antociandsidos por aumentar concentraciones plasmaticas de HDL vy
disminuir LDL, se debe a la inhibiciéon de la Proteina Transportadora de
Esteres de Colesterol (CETP), con lo que se promueve y facilita el
transporte reverso de colesterol, proceso por el cual por flujo de salida se
extrae el colesterol de macrofagos, células espumosas y placas
ateroesclerodticas, y éste es entregado de regreso al higado y eliminado como
sales biliares [Qin y wvarios, 2009, p. 485]. La capacidad de los
antocianosidos por disminuir triglicéridos plasmaticos se debe a la
inhibicion de la enzima glicerol-3-fosfato-acil-transferasa 1 (GPAT1),
produciendo disminuciéon en la sintesis de triglicéridos y con ello
reduciendo el riesgo de enfermedad arterial coronaria [Guo y varios, 2011,

p. 908].
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3.1.5.2. Efecto sobre la coagulacion sanguinea
La prevencion de la trombosis se explica mediante 2 acciones, previniendo
la formacion de trombos debido a que su actividad antioxidante disminuye
la oxidacion de LDL [Elwood y otros, 1991, p. 38; Renaud y otros, 1992, p.
1012], y reduciendo la coagulacion debido a inhibicién en la activacion
plaquetaria producida por inhibicién en la fosforilacion de trombina (a
partir de inhibicion de Fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), p38 proteinas
quinasas activadas por mitdégenos (p38 MAPK), y proteina quinasa C
(PKC). Esta actividad se ve potenciada por los acidos fendlicos producidos
por el metabolismo de las antocianinas dentro del organismo [Rechner &

Kroner, 2007, p. 327].

3.1.5.3. Efecto sobre la presion arterial
La actividad antihipertensiva de la Rosa de Jamaica estd mediada por su
capacidad diurética, su capacidad reguladora (inhibicion de la enzima
convertidora de angiotensina) y su capacidad por relajar el musculo liso
(bloqueo colinérgico y histaminérgico (Adegunloye et al., 1996, p. 235) e
inhibicion de los canales de calcio por quercetina (Salah et al., 2002, p.
283)). Las antocianinas de la Rosa de Jamaica son inhibidores competitivos
de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA). Esto sumado a su

propiedad diurética, las hace efectivas en hipertension.

3.1.5.4. Efecto sobre la diabetes
Su actividad hipoglicemiante se debe a su capacidad de liberar insulina
producto de la inhibicion de Fosfoinositol 3-quinasa (ya que la PI3K
disminuye la secrecion de insulina) [Collier y varios, 2004], y por medio de
la inhibicion de COX-2 (ya que la COX-2 aumenta la resistencia celular a

insulina) [Bhosh & Konishi, 2007, p. 200].

3.1.5.5. Efectos sobre la Funcion hepatica
La reduccion de higado graso no alcoholico se debe a la disminucion en la
sintesis de triglicéridos producido a partir de la activacion por fosforilacion

de la Proteina Quinasa C Zeta (PKCC), la cual fosforila la subunidad B de la
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ATPasa mitocondrial, inhibiendo a su vez la translocacion de la enzima
glicerol-3-fosfato-acil-transferasa 1 (GPAT1) del reticulo endoplasmico a la

membrana mitocondrial de los hepatocitos [Guo y otros, 2011, p. 908].

3.1.5.6. Efectos sobre Problemas Oculares
El mejoramiento de la vision se debe a la actividad regeneradora de
rodopsina en la membrana de los segmentos externos de los bastones de la
retina [Ghosh & Konishi, 2007, p. 200], mientras que la disminucion en la
presion ocular se debe a que la inhibicion de la Proteina C-quinasa (PCK)

produce relajacion del musculo ciliar [Thieme, 1999, p. 3254].

3.1.5.7. Efectos sobre los radicales libres
Protegen al corazon de dafio isquémico al actuar como antioxidantes,
previniendo la formacién de especies reactivas de oxigeno, y por tanto
previniendo la muerte celular producida por alteraciones en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial de cardiomiocitos [Ahmet y

varios, 2009, p. 1].

3.1.5.8. Efectos sobre la inflamacion
Son antiinflamatorios y antirreumaticos, al inhibir y regular la expresion de
COX-2, al inhibir la Oxido Nitrico Sintasa Inducible (INOS), al inhibir la
Lipoxigenasa (5-LOX), al inhibir la transcripcion de Factor Nuclear (NF-
kB), al inhibir citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-10, MCP-1, MRP-1 y
MRP-9) y al disminuir la expresion de moléculas de adhesion (LPS y
TNFa) [Hou y varios, 2004, p. 321]. Las antocianinas inhibidoras de
moduladores de la inflamacion (p38 MAPK, JNK: quinasas c-Jun N-
terminal) deben de poseer un grupo hidroxilo en R; [Weinstein y varios,

1992, p. 14955; Hou y varios, 2004, p. 321].

3.1.5.9. Efectos sobre el Cancer
El efecto anticancer de las antocianinas de Rosa de Jamaica estd mediado
por sus agliconas y por uno de sus metabolitos, el acido protocatéquico [Alj,
2010, p. 369], ya que reducen el dafio microsomal (a partir de su actividad

antioxidante al reducir Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)), inhiben la
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angiogénesis (reducciendo el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(VEGF) a partir de la inhibicion de TNF-a, inhibicion de NF-xB,
antagonismo con el Receptor de tirosina quinasa de VEGF (VEGFR-2),
formacion de ROS [Afaq y varios, 2005; Bagchi y varios, 2004]), inducen la
apoptosis (a partir de la inhibicion de MAPK y NF-xB [Weinstein et al.,
1992, p. 14955; Hou et al., 2005, p. 321], la activacion de caspasa-3 [Hsu &
Lin, 2009, p. 283] y la inhibicién de topoisomerasas I y II [Habermeyer,
2005, p. 1395]), inhiben la invasion de células cancerosas (reduccion de la
expresion de Metaloproteinasas de la Matriz (MMP) y Activador del
plasmindgeno tipo uroquinasa (u-PA)) [Malik y varios, 2003, p. 186],
inhiben fases del ciclo celular (bloqueo de fases Gi/Gy y Go»/M) [Lazzé y
varios, 2004, p. 1427], modulan proteinas reguladoran (ciclinas, quinasas
dependientes de ciclinas, P21, P27, P53 [Malik y varios, 2003, p. 186]),
inhiben receptores tirosina quinasas (Receptor del Factor de Crecimiento
Epidermal (EGFR) y Receptor del Factor de Crecimiento Endotelial
Vascular (VEGFR)) [Dreiseitel, 2011, p. 19]. Las antocianinas se unen al
receptor de estrogeno o, activan la expresion del gen dependiente de
estrogenos luciferasa y aumenta la proliferacion de lineas celulares sensibles
a estrogenos, lo que disminuye el riesgo de canceres relacionados con
hormonas [Schmitt y varios, 2001, p. 145]. La afinidad por el Receptor

Estrogenico a disminuye en presencia de grupos hidroxilo en el anillo B.

Las antocianinas han demostrado reduccion de la proliferacion y prevencion
de cancer de mama, coleorrectal, esofagico, piel y pulmén [Wang & Stoner,

2008, p. 281].

3.1.6. Toxicidad

El nimero de estudios toxicoldgicos de antocianinas es limitado. Un estudio de
ingesta diaria admisible de antocianinas en uva se determind entre 0-2.5mg/Kg, sin
embargo no se ha hecho un estudio para antocianinas en general [WHO, 1982]. Para
cianidina y delfinidina se ha reportado carencia de mutagenicidad. La LD50 de una
mezcla de cianidina, delfinidina y petunidina fue entre 20-25g/Kg [Pourrat, 1967, p.

33]. En raton 500mg/Kg de antocianinas via oral produjeron efectos sedantes, 100-
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200mg/Kg de antocianinas via parenteral produjeron hipotension y descenso en la
amplitud respiratoria, y a 25/mg/Kg se reportaron efectos diuréticos [Pourrat, 1967,
p- 33]. La toxicidad subcronica de antocianinas por 3 meses no mostraron toxicidad
en animales con dosis orales de 6g/dia [Pourrat, 1967, p. 33; Nabae, 2008, p. 774;
Becci, 1983, p. 75]

La LD50 de extractos de caliz de H. sabdariffa fue alrededor de 5000mg/Kg
(Onyenekwe et al., 1999), sugiriendo que el extracto es considerado no toxico. En
ratas el promedio de consumo de 150-180mg/Kg/dia de un extracto etanolico acuoso
de calices de Hibiscus sabdariffa resultd seguro, sin embargo a dosis mayores se
elevaron algunas enzimas plasmaticas que indican la funcion tisular, como alanina
aminotransferasa y aspartato aminotransferasa (Akindahunsi y Olaleye, 2003, p.
161). Sin embargo la actividad de las enzimas plasmaticas fosfatasa alcalina y lactato
deshidrogenasa no fue alterada, ni se evidencid dafio tisular al corazon o higado de

las ratas experimentadas.

3.1.7. Fitoquimica
3.1.7.1. Extraccion

Las antocianinas se extraen en medio acido para mantener la estabilidad del
ion flavilio. Se pueden utilizar solventes acuosos de acetona, metanol y
etanol. Generalmente se extraen con metanol conteniendo 4cido
trifluoroacético 0.5% a 5°C [Mazza y wvarios, 2007, p. 369]. La
determinacion cualitativa y cuantitativa puede realizarse por medio de
HPLC acoplado a espectrometros de masas o RMN [Mazza y varios, 2007,
p. 369]. Las dificultades relacionadas con la determinacion de antocianinas
estan generalmente asociadas a la preparacion de la muestra antes del
andlisis. La extraccion de tejidos secos se realizan mediante mezclas de
agua/metanol acidificadas con acido clorhidrico, trifluoroacético o férmico,
sin embargo condiciones altamente 4cidas producen hidrdlisis de la unidad
glicosidica del antocianésido (Mazza et al. 2007, p. 369).

La extraccion de Rosa de Jamaica puede realizarse macerando los calices
frescos con agua, metanol 6 etanol acidificados, a 20°C por 7 dias. Se
realiza evitando el calor para evitar que las antocianinas se degraden

[Gurrola y varios, 2010, p. 500], sin embargo, en 2 estudios se concluy6 que
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mientras mayor sea la temperatura mejor se extraen las antocianinas. A una
temperatura de 60°C por 30 minutos se obtuvo mayor concentracion de
antocianinas que a 50°C, mientras que por 60 minutos, tanto a 50°C como
60°C, se obtuvo una concentracion menor [Chumsri y varios] Los tiempos
optimos de extraccion son de 240 minutos a 25°C 6 16 minutos a 90°C,
siendo equivalentes en concentracion de antocianinas entre si [Ramirez-

Rodriguez, 2011, p. 428].

3.1.7.2. Purificacion
Los extractos de planta cruda generalmente contienen grandes cantidades de
carbohidratos y material lipidico, y pequefias cantidades de compuestos
fendlicos. Parar concentrar el extracto y obtener fracciones de polifenoles
antes del analisis, se debe de seguir una secuencia de particion liquido-
liquido y/6 extraccion en fase solida (SPE) basada en polaridad y acidez. En
general, la eliminacidén del material lipidico se logra lavando el extracto
crudo con un solvente no polar como hexano, diclometano, acetato de etilo
o cloroformo. Para remover los compuestos polares no fendlicos, como
azucares O acidos organicos, se realiza la extraccion en fase solida
utilizando los cartuchos C18, los mas utilizados en separacion de
compuestos fendlicos. Los cartuchos C18 son pretratados con etanol al
100% seguido de agua acidificada con HCI al 0.01% [Malik, & Zhao, 2003,
p. 186], 6 con metanol acidificado con acido trifluroacético 0.1% seguido
con agua acidificada con acido citrico al 0,01M. Al pasar la muestra
acidificada por el cartucho pretratado, las antocianinas y otros compuestos
fenolicos se unen por adsorcion al cartucho C-18, por lo que se lava con
agua para eliminar los azucares y acidos organicos, y luego las antocianinas
son extraidas del cartucho con un lavado con etanol acidificado con HCI
0.01% ¢ metanol acidificado con &cido trifluroacético 0.1%. El solvente
alcoholico que contiene las antocianinas se evapora a 40° C, y los solutos se

disuelven en 10ml de agua desionizada acidificada con HCI 0.01%.

La purificacion de rosa de Jamaica se realiza al inyectar un volumen de 25
ul en una columna de Zorbax C18 (250mm x 4.6mm x Sum), con elucion de

gradiente isocratico de 50:50:0.01 (v/v) metanol:agua:acido trifluoroacético
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por 20 minutos a 1mL/min usando un sistema de HPLC Termo Finigan. Las
antocianinas se identifican comparando los tiempos de retencion y los picos
de la muestra con estandares de ciandina y delfinidina [Gurrola, et al, 2010,

p. 500].

3.1.7.3. Identificacion
La absorcion espectral de las antocianinas depende del pH. A pH igual o
menor a 2, soluciones de antocianinas presentan una absorcidon maxima
caracteristica, una en la region ultravioleta (aproximadamente 260-280nm) y
dos en la region visible (aproximadamente 415 y 490-540nm). Las
longitudes de onda de los picos de absorbancia pueden diferir minimamente
por unos nandémetros dependiendo de la estructura de cada antocianina. La
maxima absorcion de antocianinas totales se realiza entre 520 y 540nm
[Harborne, 1958, p. 1]. El solvente utilizado en la determinacién espectral
afecta ligeramente la posicion de las bandas de absorcion, por lo que debe
de tomarse en cuenta al comparar los resultados. Las antocianinas
experimentan transformaciones estructurales reversibles con un cambio en
el pH, lo cual se manifiesta con variaciones en la absorbancia espectral. La
forma coloreada del i6n flavilio predomina a pH 1.0, mientras que la
incolora forma hemiacetal predomina a pH 4.5. Es importante tomar en
cuenta éste fendmeno para la determinacion de antocianinas, por lo que
existe un método diferencial, relativamente preciso para medir el total de
antocianinas, incluso en la presencia de pigmentos polimerizados y
degradados que puedan interferir. Para ello deben de prepararse dos
soluciones, una con HCI 0.2N para preparar un buffer a pH 1.0, y otra con
HCI 1IN y acetato de sodio para preparar un buffer de 4.5 [Bangdal et al.
2006, Wrolstad et al. 1982]. La absorbancia real de antocianinas en la
muestra es calculada usando la siguiente formula: A = (Aymax — A700)pH1.0 —
(Aamax — A700)pHas. La Axmax €8 la absorbancia de antocianinas a longitud de
onda maxima y Ajgpes la absorbancia donde se ha determinado que

absorben fenoles y otros productos de degradacion.

La separacion con HPLC combinada con detector de arreglo de diodos

(DAD) es el método mas utilizado para analisis cualitativo y cuantitativo de
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antocianinas [Gao & Mazza, 1994], en un rango entre 200-800nm. La
deteccion de la longitud de onda se realiza entre 520-540nm, o 200-800nm
cuando esta disponible DAD. Las columnas utilizadas en el analisis de
antocianinas son fase reversa de 4.6mm de diametro interno y 100-300mm
de longitud. Las columnas son usualmente mantenidas a temperatura
ambiente y los sistemas de elucion son binarios, usando solventes acuosos
acidificados como dacido acético, perclorico, o foérmico, en un solvente
organico como metanol o acetonitrilo [Dugo et al. 2001, Zhang et al. 2004].
En el sistema de fase reversa, los acidos fendlicos mas polares eluyen
primero, seguido de antocianinas 3,5-diglicosiladas, antocianinas 3-
monoglicosiladas, agliconas, y por ultimo antocianinas aciladas. El orden de
elucion de las antocianidinas en columnas de fase reversa es delfinidina,
cianidina, petunidina, pelargonidina, peonidina y malvidina [Gao & mazza,

1994] con distintas longitudes de onda (ver tabla 1).

Antocianina Sustitucion Color visible Visible max (nm) en
Rs’ Rs MeOH-HCI

Pelargonidina H H Rojo 520
Cianidina OH H Magenta 535
Delfinidina OH OH Morado 546
Peonidina OCH3 H Magenta 532
Petunidina OCH3 OH Morado 543
Malvidina OCH3 | OCH3 Morado 542

Tabla 1. Estructura de antocianinas en el cation flavilio (adaptado de [Mazza & Miniati,
1993)).

La identificacion de antocianinas puede realizarse a 520-522nm (Juliani, H,
2009, Escribano-Bailon, 2004), con un dato espectral de 490-590nm, con un
detector de fotodiodo (UV6000). La identificacion de las antocianinas
predominantes de la Rosa de Jamaica, Cianidina-3-sambubitsido y
Delfinidina-3-sambubiosido, se realiza a 516 y 524nm, respectivamente

(Escribano-Bailon, et al, 2004), con un hombro a 440nm (ver figura 6).
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La cuantificacion puede realizarse con la siguiente formula %p/p = (A/eL)
x MW x (V/Wt) x 100, donde, € = absortibdad molar de la delphinidin-3-
glucoside (23700), MW = masa molecular de antocianinas (518.5), DF =
factor de dilucion, V = volumen final (mL), Wt = peso de la muestra (mg), y

L = longitud de la celda (1 cm).
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Figura. 6. Identificacion de antocianinas-sambubidsidos en UV-vis

3.2. LIPIDOS SANGUINEOS

3.2.1. Aspectos Generales
Los triglicéridos (TG), los fosfolipidos y el colesterol, son los principales lipidos del
organismo. Se transportan en el plasma como complejos de lipidos y proteinas
especializadas (apoproteinas) conocidos como lipoproteinas. Las lipoproteinas
plasmaticas son particulas esféricas compuestas por un nucleo, que consta de
Triglicéridos y ésteres de colesterol; y una superficie, donde se encuentran los
fosfolipidos, el colesterol libre y las apoproteinas (Talbert & Florez, 1997, p. 664).

Existen cuatro clases principales de lipoproteinas plasmaticas, que varian en
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densidad de acuerdo con la concentracion alcanzada por sus diversos componentes
lipidicos y proteicos. Son los quilomicrones, las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), las lipoproteinas de baja densidad (LDL) -subclasificadas en LDL1 o IDL y
LDL2- y las lipoproteinas de alta densidad (HDL) -subclasificadas en HDL2, HDL3
y HDLc-. El mayor contenido de Triglicéridos se encuentra en los quilomicrones y
en las VLDL, mientras que el mayor contenido de colesterol se encuentra en las
LDL. Existen distintos tipos y subtipos de apoproteinas que difieren en su peso
molecular y funciones; las Apo-B -de elevado peso molecular- no emigran de una
particula a otra, mientras que las Apo-A y Apo-C —de bajo peso molecular- son
transferidas de unas lipoproteinas a otras; siendo la Apo-Al la principal proteina de

las HDL y la Apo-B la principal proteina de las LDL.

Fisiologia de los lipidos sanguineos

La homeostasis de los lipidos sanguineos se logra gracias a un equilibrio entre los
procesos de ingestion, absorcion, sintesis, intercambio y excrecion. Todos estos
procesos se encuentran estrechamente interconectados y, cambios en cualquiera de

ellos, pueden influenciar los otros de forma significativa.

3.2.2.1. Absorcion
El intestino delgado controla la absorcion y excrecion del colesterol
dietético (una cuarta parte) y biliar (tres cuartas partes) [Dietschy, 1997, p.
1581], mientras que en el intestino delgado los trilgliceridos realizan
unicamente su absorcion. Los acidos biliares emulsionan el colesterol y
resto de grasas de la dieta formando micelas que permiten el transporte del
colesterol y triglicéridos al interior del enterocito yeyunal. Los receptores
transportadores que median este proceso no han sido caracterizados, si bien
un reciente estudio [Hansen y Cols, 2003, p. 1414] parece involucrar a SR-
BIL, un receptor que se expresa en la membrana luminal del enterocito,
ademas de en el higado y tejidos esteroidogénicos. Otros investigadores
involucran en este proceso de transporte a la proteina Niemann-Pick C1-like

1 [Wang, 2006, p. 221].
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3.2.2.2. Sintesis
El higado, el tejido adiposo y la glandula mamaria son los tres sitios
principales donde se lleva a cabo la biosintesis de los acidos grasos y los
triglicéridos. El higado es el 6rgano central para la interconversion y su
metabolismo. La sintesis de acidos grasos se lleva a cabo en el citosol de
las células activas y el producto activo para la sintesis es el acetil CoA
proveniente de la glucosa via glucdlisis. A esta ruta también se le conoce
como “‘sintesis de novo” o sintesis completa. El acetil CoA se sintetiza en
el interior de las mitocondrias pero no puede salir hacia el citosol, por lo
que se condensa con el oxalacetato que se difunde hacia el citosol. En el
citosol, el acetil CoA tiene dos funciones importantes: es el iniciador de la
sintesis de novo y, es la base para la elaboracion de las unidades de
malonil CoA. Malonil CoA es el donador de unidades carbonadas con las
cuales crece el acido graso en sintesis. Ambos productos entran en la ruta
de la sintetasa de los 4cidos grasos. La sintesis de un acido graso se inicia
por el extremo del carbono metileno (CH3) y termina en el extremo del
carbono carboxilico (COOH). En la sintesis de acidos grasos, el malonil
CoA es sintetizado a partir de la carboxilacion del acetil CoA. Esta
reaccion es mediada por un complejo enzimatico, la acetili CoA
carboxilasa, que contiene biotina. En esta reaccion de carboxilacion, actia
como intermediario el CO2 ligado covalentemente a la biotina unida a la
enzima, formando un complejo llamado carboxibiotina. La reaccion de
carboxilacion del acetil CoA a malonil CoA, es lo que regula la velocidad

de la sintesis de los acidos grasos.

Se considera habitualmente que el higado es el 6rgano mas importante en
el mantenimiento de los niveles circulantes de colesterol, pero parece ser
responsable del 15% de su sintesis de novo [Dietschy, 1997, p. 1581],
corriendo el 85% restante a cargo de tejidos extrahepaticos. La sintesis
hepatica de colesterol es el resultado final de una larga serie de reacciones
enzimaticas cuya velocidad estd controlada por el enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA (HMG-CoA) reductasa que regula el paso de HMG-CoA
a mevalonato. El colesterol sintetizado de novo es liberado a la circulacion

via VLDL.
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Estudios recientes han demostrado que la familia de factores de
trascripcion SREBPs (proteinas fijadoras del elemento regulador de
esteroles) juega un papel crucial en la regulacion hepatica de la sintesis de
colesterol, ya que activan la expresion de mas de 30 genes relacionados
con la sintesis y absorcion de colesterol, acidos grasos, triglicéridos y
fosfolipidos [Horton, 2002, p. 1125]. La activaciéon de los SREBPs
estimula tanto la sintesis de lipidos como la expresion del receptor de
LDL, y su efecto neto sobre los niveles plasmaticos de colesterol depende

del balance entre estos dos efectos.

Entre los factores de transcripcion que regulan genes implicados en la
homeostasis del colesterol (incluidos los SREBPs) se encuentran los
receptores X hepaticos LXRa y LXRh. En el higado, los LXRs disminuyen
la sintesis de colesterol a través de sus efectos sobre la expresion de
SREBP-2 y otros genes colesterogénicos. En el intestino, los LXRs
parecen jugar un papel importante en la absorcion del colesterol dietario al
aumentar la expresion de algunos miembros de la familia de
transportadores ABC. La activacion de LXRs también estimula la
produccion de LPL (lipoprotein lipasa), el enzima limitante en el
metabolismo de las particulas ricas en Triglicéridos, y la expresion de I-
BABP (proteina ileal de unién a acidos biliares) que media el transporte de
acidos biliares desde el enterocito a la luz ileal. De esta forma, la
regulacion coordinada de multiples genes via LXRs resulta en un
incremento de la eliminacion de colesterol, aumento de la sintesis y
disminucion de la absorcion. Se considera que el efecto neto de la
activacion de LXR seria el de proporcionar proteccion ante
concentraciones elevadas de colesterol en los tejidos [Gylling H, 2004, p.
851]. El contenido intracelular de colesterol libre refleja el balance entre
colesterol sintetizado por la célula o transportado a ella, la tasa de
conversion de colesterol libre en esterificado y la tasa de salida de la
célula. El contenido de colesterol libre intracelular es el principal
modulador de la sintesis de colesterol celular y de receptores para LDL.
Cuando es alto, se inhibe tanto la sintesis de receptores como de colesterol

por la enzima HMG-CoA reductasa. Ademas, el colesterol activa la
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enzima ACAT, promoviendo la esterificacion y depdsito del exceso de

colesterol.

3.2.2.3. Transporte

El colesterol y triglicéridos son transportados en el plasma debido a su
interaccion con proteinas especificas denominadas apoproteinas. Los acidos
grasos estan ligados principalmente a la albimina. Las alteraciones en la
concentracion y en el contenido de las lipoproteinas plasmaticas reflejan la
existencia de muy diversas perturbaciones en el metabolismo de sus
componentes, sean primarias o secundarias, pero, a su vez, estas mismas
alteraciones lipoproteicas constituyen importantes factores de riesgo de
aparicion de consecuencias patologicas, como la aterosclerosis en sus
diversas localizaciones, las pancreatitis y ciertas enfermedades neurolégicas.
Las lipoproteinas plasmaticas forman particulas esféricas compuestas por un
nucleo, que consta de triglicéridos y éster de colesterol, y una superficie,
donde se encuentran los fosfolipidos, el colesterol libre y las apoproteinas.
Existen cuatro clases principales de lipoproteinas plasmaticas que varian en
densidad de acuerdo con la concentracion alcanzada por sus diversos
componentes lipidicos y proteicos (ver tabla 2); éstos son los quilomicrones,
las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) que se subclasifican en LDLI o IDL y LDL2, y las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) que se subclasifican en HDL2, HDL3
y HDLc.

Composicion (peso %)
Lipoproteina | Proteinas | Triglicéridos | Colesterol | Colesterol | Fosfolipidos
libre éster
Quilomicrén 1-2 85-95 1-3 2-4 3-6
VLDL 6-10 50-65 4-8 16-22 15-20
LDL 18-22 4-8 6-8 45-50 18-24
HDL 45-55 2-7 3-5 15-20 26-32

Tabla 2. Composicion de las lipoproteinas transportadoras de lipidos (adaptado de

[Florez, 1998, p. 688]).
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El mayor contenido de triglicéridos se encuentra en los quilomicrones y en
las VLDL, mientras que el mayor contenido de colesterol se encuentra en
las LDL. Cada clase de lipoproteina tiene caracteristicas propias en sus
mecanismos de sintesis, metabolismo y funcion, pero algunos de sus
componentes lipidicos y proteicos también son intercambiados y derivados
entre ellas. Las apoproteinas tienen un peso molécular variable y ejercen
distintas funciones, bien como elementos estructurales o como cofactores
enzimaticos. Las denominadas B tienen un elevado peso molécular y no
emigran de una particula a otra, mientras que las de bajo peso molécular (las
Ay las C principalmente) son transferidas de unas lipoproteinas a otras. En
la figura 7 se expone un esquema simplificado del metabolismo de las

lipoproteinas y de su relacion entre ellas.
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Figura. 7. Enfoque conceptual del metabolismo de las lipoproteinas. AGL: dcidos grasos libres;
Apo: Apoproteinas; HDL: lipoproteinas de alta densidad; HL: Lipasa hepatica; LCAT: Lecitin-
colesterolaciltransferasa; LDL: lipoproteinas de baja densidad; LPL: lipoprotein-lipasa; VLDL:

lipoproteinas de muy baja densidad (extraido de [Florez, 1998]).

Quilomicrones
Se forman en la mucosa del intestino. Los triglicéridos se sintetizan a partir

de los glicéridos y acidos grasos derivados de la digestion de la grasa, por
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un proceso de reesterificacion (figura 7, paso 1). También se incorpora el
colesterol que es parcialmente esterificado por la lecitin-
colesterolaciltransferasa (LCAT). En el propio intestino se sintetizan las
apoproteinas B48, Al, AIl, AIV y otras, originandose las particulas que
pasan al espacio linfatico y, a través del conducto toracico, penetran en la
sangre. Los quilomicrones se aprecian en el plasma en condiciones normales
solo en las horas siguientes a la ingestiéon de comida, siendo modificados
por catabolismo tisular en el que interviene una lipoprotein-lipasa (activada
por la apo-CII) y una lipasa hepatica (paso 4). Durante este proceso, los
triglicéridos liberan acidos grasos libres que entran directamente en los
tejidos (3/4) o quedan en el plasma (1/4). Los fosfolipidos de superficie y
las apoproteinas pequefias (Al, AIl y C) on transferidos a las HDL, y el
resto de quilomicrones remanentes, que contienen la apo B48 y la apo E,
son captados por receptores especificos de las células hepaticas mediante un
mecanismo de endocitosis (paso 6). Este proceso de captacion puede ser
regulado por diversos factores. En el hepatocito, los ésteres de colesterol son
hidrolizados y el colesterol es eliminado en la bilis, oxidado en acidos

biliares, o vertido de nuevo al plasma en las lipoproteinas.

VLDL

Se forman en el higado a partir, fundamentalmente, de las apo-B100 y de los
triglicéridos sintetizados en los hepatocitos (ver figura 7, paso 2). Posee
también apoproteinas C y E, de origen hepatico o en intercambio con las
HDL. Los triglicéridos y fosfolipidos de las VLDL son hidrolizados por la
lipoprotein-lipasa y por la lipasa hepatica. A lo largo de este proceso, las
apo C y E pasan a las HDL, mientras que las apo-B100 quedan en las
particulas. Por consiguiente, las VLDL pierden triglicéridos mientras que
aumenta la proporcion de colesterol, parte del cual es esterificado por la
LCAT; dan origen asi a las LDL (ver figura, paso 5). La sintesis hepatica de
VLDL esta aumentada en las personas obesas, esta regulada por la dieta y
las hormonas, y puede ser inhibida por los remanentes de quilomicrones

captados por el higado.
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LDL

Son las principales portadoras de colesterol en el plasma humano normal.
La mayoria parece derivar de las VLDL (ver figura 7, paso 5), aunque
algunas quiza se sinteticen directamente. Su constituyente principal es la
apo-B100. Son metabolizadas por células de diversos tejidos. Una via
metabolica es receptor-dependiente (Ver figura 7, paso 7); la LDL interactua
con un receptor de membrana y es internada por endocitosis; la apo-B es
metabolizada y los ésteres de colesterol son hidrolizados, el colesterol libre
es utilizado por la célula (p. ¢j., para la sintesis de membrana), pero tiene la
capacidad de inhibir la actividad de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA-
reductasa (HMG-CoA-reductasa) que es la enzima limitante de la velocidad
de sintesis intracelular del colesterol. Al mismo tiempo regula
negativamente la sintesis de receptores LDL. Parte de las LDL son

catabolizadas por vias independientes de la presencia de estos receptores.

HDL

Se forman en el higado y en el intestino (ver figura 7, paso 3), pero parte de
sus componentes lipidicos y proteicos derivan del catabolismo de los
quilomicrones y las VLDL (ver figura 7, pasos 4 y 5). Las principales
apoproteinas son Al y All, y existen otras en menor proporcion. Las HDL
sirven como receptoras de lipidos, sobre todo del colesterol libre que recoge
de diversos tejidos. En ellas, la enzima LCAT convierte el colesterol libre
en éster y la lecitina en lisolecitina. Desde las HDL, los ésteres de colesterol
pueden ser transferidos a otras lipoproteinas como tales o mediante
transporte junto con pequefias apoproteinas. Existen tres subtipos de HDL:
las HDL2, HDL3 y HDLc; las HDL2 son probablemente las principales
responsables de la existencia de la correlacion inversa entre los niveles de
HDL y el riesgo de enfermedad coronaria, siendo mayor su concentracion
en mujeres que en varones. La lipasa hepatica interviene en el metabolismo
de los fosfolipidos y triglicéridos de las HDL, siendo el higado y el rifion los
principales 6rganos en que son catabolizadas. Cuando las lipoproteinas
plasmaticas estan elevadas o son anormales en su composicion pueden ser
recogidas por células «barredoras» de diversos tejidos (paso 8), produciendo

xantomas, linfadenopatias, hepatosplenomegalia, etc.
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3.2.2.4. Eliminacion
Aproximadamente la mitad del colesterol se elimina a través del higado al
formar acidos biliares [Gylling H, 2004, p. 859]. Ademas, el higado
transporta el exceso de colesterol al intestino para excrecion fecal y provoca
la conversion de VLDL a LDL y triglicéridos como fuente de energia para

tejidos extrahepaticos.

3.2.3. Alteracion de lipidos sanguineos (Dislipidemias)
La dislipidemia, alteracion de los niveles de lipidos sanguineos, es considerada el
principal factor de riesgo cardiovascular (RCV). Este hecho ha sido demostrado en
estudios epidemioldgicos, coronariograficos y de investigacion clinica [Velasco,
2000, p. 1095). La fuerte asociacion entre dislipidemia y morbi-mortalidad por
cardiopatia isquémica y otras enfermedades cardiovasculares se observa tanto en
varones como en mujeres, independientemente de la edad y de la raza. En cuanto a la
fraccion HDL (Lipoproteinas de alta densidad), también estd demostrada su
asociacion inversa con episodios isquémicos; concentraciones reducidas incrementan
la mortalidad en personas sanas o con enfermedad coronaria preexistente [Bengston
C, 1973, p. 121; Aronow, 1994, p. 702; Wong, 1989, p. 469]. Por otro lado, los
triglicéridos (TGs) representan un factor de riesgo cardiovascular independiente, y se
asocian a un incremento del riesgo de un 30 % en el varén y hasta un 75 % en la

mujer [Hokanson, 1996, p. 213].

El nivel de colesterol a partir del cual se considera Hipercolesterolemia (HC) es
controvertido y, en la actualidad, se diferencia en funcion del Riesgo Cardiovascular
(RCV) y el antecedente de evento cardiovascular (cardiaco o cerebrovascular). Para
el calculo del RCV se dispone de diferentes tablas o formularios en los cuales se
introducen una serie de parametros (edad, sexo, niveles de CT, cLDL, cHDL,
Triglicéridos, diabetes mellitus, consumo de tabaco, presencia de hipertrofia
ventricular izquierda, etc.) y se obtiene un valor numérico que representa el riesgo de
desarrollar un evento cardiovascular durante los diez afios subsiguientes. Entre las
tablas de calculo del RCV se encuentra la de Framingham [Kannel WB y cols, 1971]
que, en la actualidad, es la de uso méas extendido. Sin embargo, dado que el estudio

Framingham se realizd sobre poblacion norteamericana, se cree que sobreestima el
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calculo cuando se aplica a la poblacion guatemalteca. Se habla de
hipercolesterolemia limite cuando existen valores de Colesterol Total >200 mg/dL, y
de hipercolesterolemia definida cuando hay valores de Colesterol Total >240 mg/dL.
En sujetos diabéticos y en prevencion secundaria (sujetos que ya han sufrido un
evento cardiovascular) se habla de hipercolesterolemia definida con valores de CT
>200 mg/dL. Es decir que es deseable que el Colesterol Total sea <200 mg/dL. Por
encima de 240 mg/dL siempre se considera Hipercolesterolemia, y valores entre 200-
240 son los que hay que individualizar con el resto de factores RCV y hacer un
calculo del RCV para decidir la conveniencia del tratamiento. Los triglicéridos, en

todos los casos, deben encontrarse por debajo de 200 mg/dL.

La hipertrigliceridemia si es moderada, suele deberse a aumento de VLDL (tipo 1V),
y si es intensa, a aumento de quilomicrones (tipo I), o aumento de quilomicrones y
VLDL (tipo V), o aumento de beta-VLDL (tipo III). Las concentraciones de
Triglicéridos superan los 200 mg/dL, en presencia de concentraciones plasmaticas de
colesterol inferiores a 200 mg/dL. Existen distintos rangos de triglicéridos segun la
American Heart association, siendo el nivel normal menor a 150 mg/dL, de 150-199
mg/dL se encuentra en rango de limitrofe alto, superior a 200 mg/dL se encuentra en

nivel alto, y superior a 500 mg/dL se considera muy alto.

Fisiopatologia de dislipidemias

La disfuncion endotelial esta presente tanto en pacientes con aparente arteriosclerosis
como en aquellos con factores de riesgo cardiovascular como hiperlipidemia,
diabetes mellitus, hipertension arterial, etc. Tal es asi que estudios recientes
demuestran que el estudio de la funcién endotelial en la circulaciéon coronaria y
general puede ofrecer informacion pronoéstica sobre un futuro desarrollo de eventos
cardiovasculares [Heitzer, 2001, p. 2673]. Bajo condiciones normales existe un
equilibrio entre los factores producidos por el endotelio, lo que implica un equilibrio
entre la contraccion y la relajacion de la musculatura de los vasos, entre los procesos

de coagulacion y de proliferacion celular.

La hipertrigliceridemia familiar es una alteracion relativamente frecuente. Su

prevalencia estimada esta en torno al 0,5-1% de la poblacion general y del 5% entre
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los supervivientes de infarto de miocardio. Aunque el defecto bioquimico no esta
identificado, la consecuencia metabdlica es el aumento de la sintesis hepatica de
triglicéridos, sin aumento paralelo de la sintesis de la apo B lo que provoca una
mayor secrecion al plasma de VLDL, de tamafio superior al normal y con un alto
contenido en Triglicéridos (fenotipo IV de la clasificacion fenotipica de la OMS).
Este hecho conduce a una hipertrigliceridemia si el aclaramiento no es eficiente. En
la hipertrigliceridemia familiar, las VLDL grandes son metabolizadas de forma
deficiente por la enzima lipoprotein lipasa (LpL), ya sea debido a la presencia de
defectos menores en la enzima o por alteraciones estructurales de las propias VLDL,
lo que ocasiona una disminucion de la afinidad de la particula hacia la LpL. También
cabe la posibilidad de que un aumento importa e de la sintesis hepatica de VLDL
sature la capacidad de la LpL, que al ser igualmente responsable de la hidrdlisis de
los triglicéridos de los Qm daria lugar a que se eleven también los quilomicrones
ocasionando una hipertrigliceridemia con fenotipo V. Por otra parte, el alargamiento
de la vida media de las VLDL favorece la transferencia de ésteres de colesterol desde
las lipoproteinas de alta densidad (HDL) hacia las VLDL, proceso mediado por la
proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP), y que explica las
concentraciones bajas de colesterol de HDL caracteristica de esta enfermedad. La
lipolisis defectuosa de las VLDL provoca una menor formacion de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL), con lo que el colesterol LDL de los pacientes con
hipertrigliceridemia familiar es habitualmente bajo. Este hecho ayuda a diferenciar
esta alteracion de la hiperlipemia familiar combinada, en la que el colesterol LDL

suele hallarse elevado.

Entre los principales factores que contribuyen a la disfuncién endotelial en la
hipercolesterolemia se encuentran: (1) la disminucion de la actividad y/o expresion
de la eNOS y/o (2) el aumento de la produccion de radicales libres del oxigeno a
nivel vascular y/o (3) el aumento de la dimetil-arginina asimétrica (ADMA). Los
estudios en modelos animales y humanos han demostrado que la enfermedad
vascular y la arteriosclerosis inducidas por la hipercolesterolemia se caracterizan por
una precoz y selectiva disminucion de la relajacion dependiente del endotelio,
consecuencia de un descenso en la biodisponibilidad de NO. En la fase inicial del
proceso existe una pérdida selectiva de respuesta de la sintesis de NO a estimulos

extracelulares mediados por receptor (p.e. acetilcolina), sin afectacion de la
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capacidad de activacion maxima de la enzima ni de la degradacion del NO. A medida
que la enfermedad progresa, se produce una inhibicion inespecifica de Ia
biodisponibilidad de NO que, aunque probablemente de origen multifactorial,
implica un bloqueo acelerado de esta molécula por aniones superdxido. Como
resultado de estos procesos se incrementan la adhesion de neutréfilos al endotelio, la
agregacion plaquetaria y la proliferacion de células del musculo liso, eventos clave

en el desarrollo de arteriosclerosis. [Hamilton, 1997, p. 55].

La disfuncion de la vasodilatacion dependiente del endotelio se incrementa por la
coexistencia de diferentes factores de riesgo cardiovascular, dentro de los cuales los
niveles de LDL y HDL colesterol en plasma se consideran determinantes [Boger ,
1998, p. 1842]. La relacion directa entre el LDL colesterol y el desarrollo de
enfermedad coronaria estd establecido, asi como el papel protector frente a ella de la
elevacion del HDL colesterol. Sin embargo, la contribuciéon del LDL colesterol al
desarrollo de ateriosclerosis es particularmente compleja, y no aclarada en su
totalidad, ya que existen pacientes con alto riesgo de desarrollar enfermedad
coronaria que no presentan cifras elevadas de LDL. Tal es el caso de pacientes con
elevado estrés oxidativo, hipertension arterial, diabetes tipo 2, fracaso renal o
fumadores, que presentan niveles normales de LDL. En este sentido, numerosos
estudios han contribuido a establecer que el potencial aterogénico de las LDL se
incrementa considerablemente como consecuencia de su modificacion oxidativa

[Rosenson, 2004, p. 1].

Una relacion entre niveles de HDL y LDL colesterol y actividad de la eNOS ha
podido establecerse gracias a recientes estudios realizados en células endoteliales,
fracciones membranosas y animales de experimentacion genéticamente modificados
[Uittenbogaard, 2000, p. 11278]. La eNOS se encuentra normalmente localizada en
caveolas ricas en colesterol donde forma parte de un modulo completo de
sefializacion que incluye desde receptores extracelulares (entre los que se encuentran
los de acetilcolina y estrogenos) hasta sistemas efectores intracelulares que regulan el
nivel local de calcio. El microambiente lipidico y, concretamente, el contenido en
colesterol de las caveolas, resulta fundamental tanto para la permanencia en ellas de
la eNOS como para una actividad Optima del enzima [Uittenbogaard, 2000, p.

11278]. Experimentos “in vitro” han demostrado que el LDL oxidado (LDLox)
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inhibe la activacion de eNOS por acetilcolina disminuyendo, asi, las respuestas
mediadas por el NO [Blair, 1999, p. 32512]. De acuerdo con estos resultados, se ha
comprobado que el LDLox, a través de su interaccion con el receptor de clase B
CD36, provoca una deplecion de colesterol en las caveolas que lleva al
desplazamiento selectivo de la eNOS (sin afectar su grado de fosforilacion,
palmitoilacion o miristoilacién) y, en consecuencia, a un descenso en su

susceptibilidad a la activacion [Blair, 1999, p. 32512].

Los efectos adversos del LDLox se previenen completamente por el HDL a través de
su interaccion con el receptor SR-BI, colocalizado con la eNOS en las caveolas
[Uittenbogaard, 2000, p. 11278]. Via esta interaccion, el HDL repone el colesterol de
las caveolas y restaura el microambiente lipidico necesario para la actividad de
eNOS, al tiempo que la activa promoviendo su fosforilacion via quinasas src, PI3 y
akt. De acuerdo con esta observacion, el HDL es un potente activador de la eNOS en
células endoteliales, favoreciendo fuertemente la vasorelajacion dependiente de NO.
Este mismo mecanismo explicaria el papel protector del HDL en la aterogénesis bajo
condiciones en las que no existe elevacion del LDL colesterol [Uittenbogaard, 2000,

p. 11278].

A pesar de la relevancia del estrés oxidativo en el proceso de aterogénesis, no se han
establecido claramente los eventos bioquimicos iniciales que desencadenan la
hiperproduccién de radicales libres en la hipercolesterolemia. Es posible que el
propio descenso en la biosintesis de NO, caracteristico de las etapas iniciales de la
disfuncion endotelial, permita un aumento de la expresion regulada por citoquinas de
moléculas de adhesion (VCAM-1, ICAM-1, ELAM) que faciliten la adhesion de
neutrofilos al endotelio, la agregacion plaquetaria y la proliferacion de células del
musculo liso, eventos clave en el desarrollo de arteriosclerosis [Rosenson, 2004, p.
1]. La acumulacién de células de la inflamacion puede aumentar el nivel de estrés
oxidativo ya que son una rica fuente de radicales superoxido. Otros eventos
desencadenantes de la hiperproduccion temprana de ROS en la hipercolesterolemia
serian la activacion de NF-jB y de sistemas enzimaticos generadores de superdxido
como la NAD(P)H oxidasa, sensibles tanto a los niveles de colesterol como al estado
redox [Rojas A y cols, 2006]; otra fuente de superoxido seria la actividad de 1la eNOS

“desacoplada”. A medida que la enfermedad progresa se instaura claramente la
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situacion de estrés oxidativo como consecuencia de un proceso de amplificacion al
que contribuyen, por un lado, la generacion de LDLox, mucho mas efectivo que el
LDLn en producir dafio endotelial y, por otro, el bloqueo acelerado del NO por los

aniones superoxido generando peroxinitrito [Rosenson, 2004, p. 1].

La oxidacién de las particulas LDL parece jugar un papel central en el proceso
aterogénico [Rosenson, 2004, p. 1]. Diferentes factores determinan la especial
susceptibilidad a la oxidacién de las LDL; entre ellos se encuentran el tamafio y
composicion de las particulas LDL y la relacion especies prooxidantes/antioxidantes,
tanto de la propia particula como del medio circundante. Las particulas LDL
muestran una gran heterogeneidad en tamafio, densidad y composicion. Las pequefias
y densas son las de mayor potencial aterosclerético, debido a su mayor facilidad para
atravesar la pared vascular y quedar atrapadas en la matriz extracelular, tras adherirse
a proteoglucanos [Rosenson, 2004, 2]. Ademas las particulas pequenas de LDL, son
mas susceptibles a la oxidacidn como consecuencia de su menor contenido en
antioxidantes (particularmente a-tocoferol y ubiquinona) en su superficie [Rosenson,
2004, p. 2]. Bajo tales condiciones, las particulas LDL son una diana fécil para el
ataque por los radicales libres generados por células endoteliales y macréfagos a
nivel de las lesiones ateroscleréticas, tal y como se ha observado en la intima de
vasos aterosclerdticos de humanos [Rosenson, 2004, p. 2]. Las HDL podrian prevenir
parcialmente la oxidacion de LDL debido, probablemente, a los enzimas que lleva

asociados, como paraoxonasa [Navab, 2000, p.1495].

El LDLox provoca la liberacion de sustancias pro-inflamatorias como MCP-1 e IL-8
por células endoteliales y/o macrofagos. De esta forma provoca la quimiotaxis de
monocitos dentro de la pared del vaso para convertirse en macréfagos que, una vez
cargados de lipidos, se transforman en células espumosas, componentes celulares
muy abundantes en las placas ateroscleroticas. En el estudio AIR (Arteriosclerosis y
resistencia insulinica), el LDLox se asocid a arteriosclerosis subclinica y niveles
elevados de mediadores de la inflamacion como TNFa y PCR (proteina C reactiva)

[Rosenson, 2004, p. 1].

Otro mecanismo que contribuye a la amplificacion y diversificacion de radicales

reactivos durante el progreso de la lesion arteriosclerdtica implica a la NOS. Los
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macrofagos activados presentes en el area lesionada expresan el isoenzima inducible
(INOS), capaz de producir grandes cantidades de NO, que rapidamente interactua
con el anion superéxido para formar peroxinitrito, un intermediario altamente
reactivo. La reaccion para formar peroxinitrito se produce a una elevada velocidad,
tres o cuatro veces mds rapida que la dismutacion de superoxido por la superoxido
dismutasa. El peroxinitrito, ademas de reducir la disponibilidad de NO, a elevadas
concentraciones es citotoxico y produce dafio oxidativo a proteinas, lipidos y DNA,
que suele evaluarse por la presencia de residuos de nitrotirosina. El aumento de
iNOS y nitrotirosina en las lesiones arterioscleroticas de conejos
hipercolesterolémicos evidencia la importancia de este mecanismo en la
Arteriosclerosis [Hayashi, 2006, p. 10485]. Numerosas evidencias indican que, bajo
ciertas condiciones experimentales, tanto la eNOS como la iNOS pueden ser también
una fuente importante de iones superoxido. Para ello se requiere el
“desacoplamiento” del enzima. En el estado desacoplado, los electrones que fluyen
desde el dominio reductasa hasta el dominio oxigenasa de la NOS son desviados al
oxigeno molécular en lugar de a la arginina (el sustrato normal), resultando en la
produccion de superdxido en lugar de NO. El desacoplamiento de la NOS se ha
observado habitualmente bajo condiciones de limitada disponibilidad de arginina o

del cofactor tetrahidrobiopterina (BH4) [Heitzer, 2000, p. 2673].

El desacoplamiento de NOS podria ser importante en la hipercolesterolemia y otras
situaciones de riesgo cardiovascular, ya que estd perfectamente establecido que la
administracion exogena de arginina o BH4 mejora la disfuncion endotelial e, incluso,
retrasa o revierte la progresion de las lesiones aterosclerdticas en éstas situaciones
[Boger, 1998, p. 1842; Hayashi, 2006, p. 10485]. Respecto a los factores implicados
en el desacoplamiento de la NOS, estudios en células endoteliales han establecido
que tanto el LDLn [Pritchard, 1995, p. 510] como, y principalmente, el LDLox
[Vergnani, 2000, p.1261], son capaces de estimular la produccion endotelial de anion
superoxido (y disminuir la de NO) via interaccion con el receptor LOX-1
[Cominacini, 2001, p. 13750]. En todos estos estudios, los efectos fueron revertidos
por la adiciéon de LNAME, un inhibidor de la eNOS, o arginina, el sustrato habitual

del enzima.
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El aumento de peroxinitrito podria mediar la oxidacion del cofactor de la NOS,
tetrahidrobiopterina (BH4) [Heitzer, 2001, p. 2673], e inactivarlo como cofactor al
producir dihidrobiopterina (BH2) [Laursen, 2001, p. 1082], o podria oxidar
directamente el nicleo zinc-tiolato de la eNOS, produciendo la liberacion de zinc
desde la enzima [Zou, 2002, p. 817]. Cualquiera de las dos posibilidades conduciria
al desacoplamiento de la NOS. El aumento de ADMA (dimetilarginina asimétrica)
observado durante la incubacion de células endoteliales con LDLn u LDLox podria

contribuir al desacoplamiento de la NOS [Boger, 2000, 1842].

La ADMA es un inhibidor enddgeno de la NOS que, en la actualidad, esta recibiendo
considerable interés por su posible contribucion a la disfuncion endotelial. La
concentracion normal de ADMA en plasma es del orden de 1-2 uM, habiéndose
descrito elevaciones en distintas patologias tales como hipertension, hiperlipemia,
hiperhomocisteinemia, enfermedad coronaria, oclusion arterial periférica, fallo
cardiaco congestivo, accidentes cerebrovasculares, hipertension pulmonar,
enfermedad renal avanzada, etc. Ademas, la ADMA parece ser un predictor de
mortalidad cardiovascular o mortalidad por cualquier causa en pacientes con
insuficiencia renal cronica y eventos coronarios agudos. No esta claro si la ADMA es
un marcador de enfermedad cardiovascula r o, por el contrario, es un factor

predisponente [Sydow, 2003, p. 41].

El origen del posible aumento de ADMA en la hipercolesterolemia todavia es
desconocido. A nivel metabdlico, los diferentes derivados metilados de la arginina
derivan de la degradacion de proteinas con residuos de arginina metilados, que
posteriormente son degradados enzimaticamente y eliminados via renal. En este
sentido, la elevacion de ADMA podria ser debida a un aumento de su sintesis o
disminucién de su degradacion, a una disminucion de su eliminacion y/o a una

modificacion en los niveles de metabolitos recursores.

Diferentes estudios han demostrado que la actividad de las enzimas involucradas en
la sintesis y degradacion de ADMA (proteina-arginina N-metiltransferasas (PRMTs)
y dimetil-arginina dimetilaminohidrolasa (DDAH), respectivamente) es regulada por
las condiciones redox. Asi, la expresion génica de PRMTs en células endoteliales en

cultivo se incrementa en presencia de LDLn y LDLox de forma dosis-dependiente
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[Boger, 2000, p. 1842], y la activacion génica se bloquea en presencia de pirrolidina

ditiocarbamato, un antioxidante intracelular.

El aumento de la concentracion de ADMA en células endoteliales en cultivo o en
pacientes con disfuncion endotelial se asocia con aumento de la produccion de
radicales libres del oxigeno [Sydow, 2003, p. 41]. Se desconoce si la elevacion de
ADMA es causa o consecuencia del aumento del estrés oxidativo. La actividad de las
enzimas PRMTs y DDAH es sensible al estado redox. Por lo tanto, el estrés
oxidativo a nivel endotelial podria estimular la producciéon de ADMA y/o inhibir su
degradacion. A su vez, tanto el estrés oxidativo como el aumento de ADMA podrian
contribuir al desacoplamiento de la eNOS, facilitando su participacion en la
generacion de superoxido con una consiguiente retroalimentacion positiva. Aun debe
establecerse la concentracion de ADMA minima capaz de interactuar con la eNOS

“in vivo”.

3.2.6. Causas de dislipidemias
El defecto genético responsable de la alteracion es aun desconocido, aunque existen
diversos genes candidatos y no se ha podido identificar una alteracion o mutacion
unica. Se ha establecido que la enfermedad podria transmitirse a través de un
mecanismo autosémico dominante. Se ha observado que en los pacientes afectados
las mutaciones en el gen de la LpL son frecuentes y dan lugar a una enzima con
actividad disminuida. El gen de la LpL es particularmente propenso a mutaciones y
se han descrito cerca de 40 mutaciones de este gen de las que algunas se localizan en
el segmento C terminal (residuos 313 a 448) y alteran la funcion del ligando, y otras
en el dominio N (del residuo 1 al 312), que deprimen la funcion enzimatica lipolitica
y disminuyen el catabolismo de VLDL, lo que ocasiona la acumulacion de estas
particulas en el plasma y la disminucion de las HDL. No obstante, se desconoce por
el momento el peso especifico que estas mutaciones tienen en causa de la
hipertrigliceridemia familiar. Se conocen tres mutaciones localizadas en el dominio
N. De ellas la Asp9Asn y la Asn291Ser, cuya prevalencia en su forma heterozigota
es del 3-5%, se asocian a un aumento del 20-30% de los Triglicéridos séricos, una
reduccion de colesterol de HDL y un aumento del riesgo de cardiopatia isquémica
(riesgo relativo: 1,3). Por otra parte, la Gly188Glu, la menos frecuente (1/ 1.000), es

la que mas deprime la actividad enzimatica, induce un mayor aumento de los
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Triglicéridos (80%), una mayor disminucion del colesterol de HDL y un aumento
mas importante del riesgo coronario (riesgo relativo: 5/1). El polimorfismo
Serd47Ter, que se localiza en la zona C terminal y afecta la funcion del ligando,
reviste un especial interés porque, ademas de ser la mas frecuente (su prevalencia en
la poblacion general es del 20%), se asocia a concentraciones relativamente mayores
de las HDL, menor aumento de los Triglicéridos (8%) y consecuentemente menor

riesgo de enfermedad coronaria (riesgo relativo: 0,8).

Como causas secundarias de Hipercolesterolemia se encuentran numerosas
patologias. Asi, el pobre control glucémico, la resistencia a la accion periférica de la
insulina y la obesidad van a determinar la aparicion de alteraciones lipidicas en la
diabetes mellitus. Entre ellas, la mas frecuente es la hipertrigliceridemia, por
aumento en la sintesis hepatica de VLDL y disminucion de la actividad de la LPL
debido al defecto de insulina, lo que provocara un menor aclaramiento de VLDL y
quilomicrones plasmaticos. En el hipotiroidismo, la base patogénica de la dislipemia
parece residir en una alteracion de la actividad de los receptores LDL, que disminuye
ante los bajos niveles de tiroxina. Durante el embarazo o en el consumo excesivo de
alcohol es frecuente la hipertrigliceridemia a expensas de VLDL; ademas, si la
concentracion de triglicéridos es elevada, se producira un aumento del colesterol
total y de sus fracciones. En la obesidad, la ingesta elevada de acidos grasos
saturados y colesterol reducira la actividad de los receptores de LDL, al tiempo que
la hiperproduccion de VLDL favorecera su transformacion en LDL. En el sindrome
nefrotico la dislipemia est4 relacionada con el incremento en la sintesis de apo B que
acompafia al descenso en la concentracion de albimina sérica. A medida que la
hipoalbuminemia se intensifica, la secrecion hepatica de VLDL se incrementa en
respuestas a la llegada masiva de 4cidos grasos libres al higado. En la insuficiencia
renal cronica, colestasis hepatica y disfuncion hepatocelular se produce un déficit
progresivo de la actividad de la LCAT que genera HC, a expensas del colesterol no
esterificado. Por otro lado, la elevacion del cLDL que se observa cuando se
determina por los métodos habituales, suele corresponder a la presencia de una
lipoproteina anormal (LpX) originada en la regurgitacion de la lecitina biliar hacia el
plasma, donde se asocia con el colesterol libre, la albimina y la apo C. De forma
paralela se suele producir un marcado descenso de las HDL. Las dislipemias son

también frecuentes en otras situaciones clinicas como paraproteinemia, toma
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simultanea de farmacos como X-bloqueantes, diuréticos tiazidicos, hormonas
esteroideas, derivados del acido retinoico o farmacos inhibidores de las proteasas

(terapia anti VIH).

3.2.7. Valores normales de lipidos sanguineos
Las pruebas de los lipidos sanguineos no deben llevarse a cabo durante situaciones
de estrés o enfermedades agudas (como infarto de miocardio reciente, ictus,
embarazo, traumatismo, pérdida de peso o utilizacion de algunos farmacos) y no
deben efectuarse en pacientes hospitalizados hasta 2-3 meses después de la
enfermedad. Los resultados anomalos de las pruebas de los lipidos sanguineos
siempre deben confirmarse con una nueva muestra, preferiblemente una semana

después, antes de iniciar o modificar un tratamiento (Wallach, 2002, p. 666-678).

3.2.7.1. Colesterol-HDL sérico

La variacion intraindividual puede ser entre 3.6 a 12.4%. Los valores
normales se encuentran en hombres entre 33 y 59 mg/dL y en mujeres entre
39 y 59 mg/dL. Valores mayores de 60 mg/dL es un factor de riesgo
negativo de coronariopatia. Se observan valores aumentados en ejercicio
enérgico, aumento del aclaramiento de los triglicéridos (lipoproteinas de
muy baja densidad —VLDL), consumo moderado de alcohol, tratamiento
con insulina, tratamiento con estrégenos orales, enfermedades familiares de
los lipidos con proteccion frente a la aterosclerosis. El colesterol HDL se
considera disminuido a valores menores a 32 mg/dL en hombres o a 38
mg/dL. en mujeres, lo cual puede ser a causa de estrés y enfermedades
recientes (infarto agudo de miocardio, ictus, cirugia, traumatismos),
inaniniciéon (la muestra sin ayuno es 5-10% inferior), obesidad, falta de
gjercicio, habito tabaquico, diabetes mellitus, hipotiroidismo e
hipertiroidismo, hepatopatias agudas y croénicas, nefrosis, uremia, algunos
farmacos (esteroides anabolizantes, progestdgenos, betabloqueantes,
antihipertensivos, tiacidas, neomicina y fenotiacinas), enfermedades
géneticas (hipertrigliceridemia familiar, hipoalfalipoproteinemia failiar,
enfermedad de Tangier homocigota, déficit familiar de lecitina-colesterol-

aciltransferasa y enfermedad del ojo de pez, enfermedad de Niemann-Pick
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no neuropatica, déficit de HDL con xantomas planos y variantes [ y II del

déficit de apo A-1y apo C-III.

Colesterol-LDL sérico

Menos de 100 mg/dL es el nivel 6ptimo de colesterol correspondiente a un
nivel reducido de riesgo para cardiopatia isquémica. Entre 100 y 129 mg/dL
es el nivel de LSL proximo al optimo. Entre 130 y 159 mg/dL es lo
fronterizo o limitrofe con alto nivel de LDL. Entre 160 a 189 mg/dL se
considera un nivel alto de colesterol. Superior a 190 mg/dL son niveles
excesivamente elevados, con un riesgo incrementado de cardiopatia
isquémica. El aumento del colesterol-LDL se ve aumentado en
hipercolesterolemia familiar, hiperlipemia combinada familiar, diabetes
mellitus, hipotiroidismo, sindrome nefrotico, insuficiencia renal crénica,
dieta rica en colesterol y en grasas totales y saturadas, embarazo, mieloma
multiple, disgammagloblinemia, porfiria, enfermedad de Wolman,
enfermedad de los depositos de éstes de colesteril, anorexia nerviosa,
utilizaciéon de farmacos (esteroides anabolizantes, betabloqueadores,
antihipertensivos, progestagenos, carbamacepina). Se ve disminuida en
enfermedad de graves, abetalipoproteinemia, tratamiento con estrogenos por

via oral.

Colesterol total sérico

Se utiliza en el control del aumento del factor de riesgo de coronariopatia,
deteccion de las hiperlipemias primarias y secundarias y en el control del
tratamiento de las hiperlipemias. Existen interferencias en enfermedades,
variacion intraindividual, posicion, estacion del afio, farmacos, cuando
estots valores se utilizan para diagnosticar y tratar las hiperlipemias. La
variacion intraindividual puede ser entre 4 y 10% para el colesterol total
sérico. Los valores repetidos del colesterol deben rondar los 30 mg/dL. Es
preciso que el coeficiente de variacion sea menor a 3%. Los valores del
colesterol son hasta un 8% mas elevados en invierno que en verano; un 5%
mas bajos si la muestra de sangre se obtiene cuando el paciente estd en

sedestacion que cuando se encuentra en bipedestacion, y un 10-15%
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diferentes cuando el paciente se enuentra en dectbito frente a la

bipedestacion.

Se encuentran aumentados en hiperlipoproteinemias,
hiperalfalipoproteinemia (enfermedad de los depsotiso de esteres de
colesteril), obstruccion biliar, enfermedad de Von ierke, hipotiroidismo,
Nefrosis (debida a nefritis cronica, trombosis de la vena renal, amilidosis,
LES, periarteritis o glomelosclerosis diabética), enfermedades pancreaticas
(diabetes mellitus, pancreatectomia total, pancreatitis crénica), embarazo,
algunos farmacos (progestagenos, esteroides anabolizantes, corticoides,
algunos diuréticos). Se encuentra disminuido en lesion grave de la célula
hepatica (debida a sustancias quimicas, farmacos, hepatitis),
hipertiroidismo, desnutricion, enfermedades mieloproliferativas, anemia
cronica, tratamiento con cortisona y ACTH, hipobetalipoproteinemia y
abetalipoproteinemia, enfermedad de Tangier, infecciones, inflamaciones,
utilizaciéon de farmacos (hepatotdoxicos como alopurinol, tetraciclinas,
eritromicina, isoniacida e inhibidores de la monoaminooxidasa; inhibicion

de sintesis de andrégenos, clorpropamida, clomimfeno y fenformina,

clofibrato).
Colesterol mg/dL

LDL HDL TOTAL LDL/HDL
Nivel deseable/riesgo <130 <60 <200 0.5-3.0
bajo
Nivel limitrofe/riesgo 130-159 35-60 200-239 3.0-6.0
moderado
Nivel elevado/riesgo >160 <35 >240 >6.0
elevado

Tabla 3. Valores normales de Colesterol, HDL y LDL.

3.2.7.4. Triglicéridos

La wvariacion diurna provoca niveles mas bajos de triglicéridos por la

mafiana y mas elevados en torno al mediodia. La variacion intraindividual
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de los triglicéridos séricos es del 12-40%; la variacion analitica es del 5-
10%. Segln la asociacion americana del corazén los limites normales con
bajo riesgo de encuentran por debajo de 150 mg/dL, los limites arriba de lo
normal son entre 151 y 199 mg/dL, los limites de 200 a 499 mg/dL son
altos, mientras que arriba de los 500 mg/dL se encuentran muy altos, con
alto riesgo. Los niveles de triglicéridos deben medirse con ayuno de 12 a 14
horas, ya que aumentan por un periodo de tiempo después de las comidas.
Los niveles séricos se encuentran en un 80% en VLDL y en un 15% en
LDL. Se encuentran aumentados en hiperlipemias genéticas, hiperlipemias
secundarias, gota, pancreatitis, algunos farmacos (diuréticos tiacidicos,
esteroides anabolizantes, colestiramina, corticoides, amiodarona e
interferon), embarazo. Se encuentran disminuidos en abetalipoproteinemia,
desnutricién, cambios dietéticos, pérdida de peso reciente, ejercicio
enérgico, algunos farmacos (4cido ascorbico, clofibrato, fenformina,
asparaginasa, metformina, progesterona, acido aminosalicilico). Los
triglicéridos no constituyen un predictor potente de aterosclerosis o
coronariopatia y no son un factor de riesgo independiente. También estan

inversamente relacionados con los niveles de colesterol HDL.

3.2.8. Consecuencias de la alteracion de lipidos
Las manifestaciones clinicas dependen de la concentracion de Triglicéridos. Asi, con
concentraciones inferiores a 5,70 mmol/L (500 mg/dL) la mayoria de los pacientes
no presentan manifestaciones externas de la enfermedad. En cambio, las infrecuentes
concentraciones superiores a 11,40 mmol/L (1.000 mg/dL) en esta enfermedad
pueden acompafiarse de dolor abdominal, xantomas eruptivos, lipemia retinal, y
hepatoesplenomegalia, con riesgo elevado de pancreatitis. El riesgo de estos
enfermos de presentar cardiopatia isquémica prematura no estd claro, es
controvertido, ya que las particulas VLDL grandes no se consideran aterogénicas.
Sin embargo, la frecuente coexistencia de concentraciones bajas de colesterol de
HDL y la asociacion con otras alteraciones mencionadas anteriormente, justifican los
hallazgos de un riesgo cardiovascular elevado en estos individuos. Evidencias
recientes sugieren que la relacion entre la concentracion de triglicéridos y el riesgo

cardiovascular podria s mayor que el previamente reconocido, posiblemente debido
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a las alteraciones asociadas en el metabolismo lipidico. En un estudio de seguimiento
durante 20 afios se confirmd que las concentraciones iniciales de triglicéridos eran
predictores de mortalidad entre familiares de primer grado de sujetos con
hipertrigliceridemia familiar, independientemente de la concentracion de colesterol y

otras variables.

La principal consecuencia clinica de la hipercolesterolemia es el desarrollo de
cardiopatia isquémica en cualquiera de sus formas: infarto agudo de miocardio o
angina de pecho. La segunda entidad clinica en importancia seria la enfermedad
cerebrovascular, cuya causalidad no esta tan demostrada de forma directa. Otras
entidades clinicas serian la diseccion y aneurismas de aorta, isquemia intestinal,
insuficiencia renal, patologia vascular periférica, tromboembolismo, disfuncién
eréctil, xantomas tendinosos y xantelasmas cutaneos. La base anatomo-patoldgica de
todas estas formas clinicas radica en la placa de ateroma: una acumulacién de células
y particulas lipidicas que provoca un estrechamiento del vaso de forma significativa
y una alteracion del endotelio vascular que favorecera su disfuncion y progresion de

la patologia.
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IV. JUSTIFICACION

En algunos pacientes la simple reduccion en la dieta de alimentos ricos en grasas saturadas,
ocasiona la disminucién de los niveles séricos de lipidos. Sin embargo, en un alto indice de
individuos esto no es asi, lo que obliga a la administracion de medicamentos hipolipemiantes,
como estatinas (inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa), las resinas de
union a acidos biliares (colestiramina y colestipol) y los derivados del acido fibrico o fibratos.
Sin embargo, su alto costo y los efectos adversos que poseen, limitan su uso sobre todo en

personas con bajo poder adquisitivo.

Guatemala no cuenta con estudios, que indique porcentaje de casos, prevalencias, ni programas
de prevencion, los cuales reducirian el indice de mortalidad de enfermedades coronarias y
diabetes mellitus, mediante la informacion, el diagndstico y tratamiento del Sindrome
Metabdlico; sin embargo, las enfermedades cardiovasculares (EC) son la causa principal de
mortalidad y morbilidad en paises desarrollados y va en camino de convertirse en un problema
de salud significativo a nivel mundial (Scout 2004). En Guatemala en el afio 2003, las
enfermedades cardiovasculares se encontraron entre las causas de mortalidad prioritarias, dentro
de las cuales infarto agudo del miocardio presentd una tasa de 1.73/10,000 hab., enfermedad
cerebro vascular 1.34/10,000 hab., e hipertension arterial 1.89/10,000 hab., de las cuales todas

tienen como causa fisiopatoldgica el colesterol elevado.

El aumento en la incidencia de eventos cardiovasculares a nivel latinoamericano producidos por
sindrome metabolico y la baja accesibilidad en salud en nuestro pais necesita el uso racional de
tratamientos farmacologicos accesible econdmicamente para la poblacidon y que posean actividad
cientificamente demostrada. La evidencia en guatemaltecos del potencial de plantas medicinales
en los habitos alimenticios como tratamiento y prevencion de eventos cardiovasculares es de
suma importancia para mejorar la calidad de vida de la poblacion guatemalteca. El
desconocimiento del potencial terapéutico de plantas medicinales ha llevado a la carencia de un
uso racional de plantas que resuelva la creciente incidencia de hiperlipidemia producto de dietas
inadecuadas e inaccesibilidad a medicamentos en la poblacion. Los resultados de este ensayo
clinico pretenden demostrar la eficacia de la Rosa de Jamaica como tratamiento alternativo para
resolver la hipertrigliceridimia y un esquema de dosificacion (momento de administracion), con

un alcance a mediano y largo plazo como tratamiento curativo y preventivo.
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V. OBJETIVOS
5.1. Generales
5.1.1 Evaluar el efecto hipotrigliceridémico antes y durante las comidas de un extracto
de Hibiscus sabdariffa mediante parametros bioquimicos en pacientes que

presentan valores de triglicéridos superiores a 150 mg/dL .

5.2.  Especificos.
5.2.1. Establecer las condiciones de extraccion y parametros de calidad para la
elaboracion del extracto de H. sabdariffa L.
5.2.2. Determinar la concentracion promedio de antocianinas en el extracto de H.
sabdariffa L. mediante métodos espectrofotométricos.
5.2.3. Establecer la relacion entre concentracion de antocianinas y actividad
hipotrigliceridémica para el grupo “administracion 30 minutos antes de las

comidas” y para el grupo “durante de las comidas”.



6.1.

6.2.
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VI. HIPOTESIS

“Existe actividad hipotrigliceridemiante en un extracto de Rosa de Jamaica (Hibiscus
sabdariffa L.)”.
“El extracto de H. sabdariffa L. presenta mayor actividad hipotrigliceridemiante al

administrarlo 30 minutos antes de las comidas”.



7.1.

7.2.

VIil. MATERIALES Y METODOS

Universo de trabajo

Docentes y Personal Administrativo de la Facultad de Farmacia de la Universidad de San

Carlos de Guatemala con triglicéridos sanguineos superiores a 150 mg/dL.

7.1.1. Criterios de inclusion

7.1.2.

7.1.1.1. Pacientes con diagnostico triglicéridos sanguineos superiores a 150 mg/dL.

7.1.1.2. Pacientes mayores de 25 afios.

7.1.1.3. Carta de consentimiento para participar en el estudio.

7.1.1.4. Género masculino o femenino.

Criterios de exclusion

7.1.2.1. Pacientes renuentes a recibir el tratamiento experimental.

7.1.2.2. Pacientes con tratamiento farmacologico hipolipemiante, diuréticos
tiacidicos, colestiramina, corticosteroides, amiodarona.

7.1.2.3. Pacientes que cambien sus habitos alimenticios (dieta) o energéticos.

Medios

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

Recursos humanos

7.2.1.1. Investigador: Rodrigo Castafieda Molina.

7.2.1.2. Asesora: Licda. Sully Cruz Velazquez.

7.2.1.3. Revisora: MSc. Licda. Eleonora Gaitan Izaguirre.

Recursos Institucionales

7.2.2.1. Unidad de Salud, USAC

7.2.2.2. Laboratorio bioldgico de Unidad de salud Universidad de San Carlos de
Guatemala

7.2.2.3. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT),
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.

7.2.2.4. Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales (LIEXVE), Facultad
de Ingenieria, USAC.

Material y Equipo

7.2.3.1. Papeleria en general y utiles de oficina.

7.2.3.2. Equipo de computo (computador, impresora, internet)

7.2.3.3. Algodon

7.2.3.4. Alcohol



51

7.2.3.5. Guantes desechables

7.2.3.6. Jeringa

7.2.3.7. Tubos vacutainer

7.2.3.8. Banda Elastica

7.2.3.9. Reactivos de laboratorio
7.2.3.10.Carta de Consentimiento
7.2.3.11.Trifoliar informativo
7.2.3.12.Documentos de toma de datos Quimicos y Clinicos
7.2.3.13.Extracto de Rosa de Jamaica
7.2.3.14.Espectrofotometro UV-VIS
7.2.3.15.Potenciémetro
7.2.3.16.Marmita de concentracion
7.2.3.17.Marmita de extraccion
7.2.3.18.Desecadora
7.2.3.19.Goteros dosificados

7.3.  Procedimiento
7.3.1. Analisis del material Vegetal (Rosa de Jamaica)

7.3.1.1. Adquisicion del material vegetal (Hibiscus sabdariffa L.).

7.3.1.2. Realizacion del examen de Identidad de la droga vegetal (H. sabdariffa
L.).

7.3.1.3. Secado y Molienda de la droga vegetal (H. sabdariffa L.).

7.3.1.4. Determinacion del procedimiento de extraccion para elaborar el extracto
de H. sabdariffa L. a partir de solidos totales.

7.3.1.5. Elaboracion del extracto fluido de H. sabdariffa L por medio de un
Rotavapor.

7.3.1.6. Determinacion de la concentracion de antocianinas a la longitud de onda
de absorcion maxima (entre 510-524nm) en un espectrofotdémetro con
correccion a 700nm a valores de pH de 1 y 4.5.

7.3.1.7. Realizacion de las pruebas de calidad del extracto de H. sabdariffa L.

7.3.1.8. Envasado y etiquetado del extracto de H. sabdariffa L. para administracion

en pacientes.
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7.3.2. Evaluacion de los valores de lipidos en sangre iniciales y distribucion del

7.3.3.

extracto a los pacientes

7.3.2.1. Determinacion de los valores sanguineos de colesterol total, HDL, LDL y
triglicéridos, previos al tratamiento con el extracto de Rosa de Jamaica.

7.3.2.2. Distribucion de los pacientes en forma aleatoria a uno de dos grupos,
“administracion 30 minutos antes de las comidas” y “administracion
durante las comidas”.

7.3.2.3. Entrega del Extracto de Rosa de Jamaica a los pacientes que cumplan con
todos los criterios de inclusion y exclusion.

7.3.2.4. Induccion para la forma de administracion, resolucion de dudas, y
comienzo del tratamiento (dia 1 de tratamiento).

Determinacion de los valores de lipidos en sangre durante el periodo de

tratamiento con el extracto de Rosa de Jamaica

7.3.3.1. Determinacion de los valores sanguineos de colesterol total, HDL, LDL y
triglicéridos, después de cada mes de tratamiento con extracto de Rosa de
Jamaica durante 2 meses (a los dias 30 y 60 dias de tratamiento).

7.3.3.2. Determinacion de la actividad del extracto y diferencias entre grupos.

7.4. Disefio de la Investigacion

7.4.1.

7.4.2.

7.4.3.

7.4.4.

Tipo de Estudio: Ensayo clinico: Experimental prospectivo, analitico y de
intervencion con aleatorizacion. Diseflo pareado.

Distribucion: Distribucion aleatoria de los individuos en 2 grupos, “administracion
30 minutos antes de las comidas”, y “administracion durante las comidas”.
Variables analizadas: Concentracion de antocianinas en Extracto de Rosa de
Jamaica, HDL en sangre, LDL en sangre, triglicéridos en sangre y colesterol total
en sangre.

Tamano de Muestra: Se tomaron 14 individuos en cada grupo. La muestra se
calcul6 con base en la Curva Caracteristica de operacion que se indica a

continuacion:
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Los parametros para calcular la grafica fueron o = 0.05, Poder = 0.90, una diferencia
minima esperada dentro de cada grupo de 50 mg/dL, y una desviacion estandar estimada
de 56 mg/dL [Dupont, W & Plummer, W. 1998. Power and Sample Size Calculations for
Studies Involving Linear Regression: Controlled Clinical Trials. A Review and

Computer Program. Version 3.0.43].

7.4.5. Disefio del Muestreo: Los individuos fueron seleccionados al azar (muestreo
totalmente aleatorio) para cada uno de los 2 grupos.
7.4.6. Mediciones: Una inicial, y una vez al mes durante 2 meses, con un total de 3
mediciones (0 dias, 30 dias y 60 dias).
7.4.7. Andlisis estadistico:
7.4.7.1. Evaluacion de los tratamientos en forma individual por medio de la prueba
de T de Student pareada (Inicial-final de valores de triglicéridos) para
cada grupo (a una cola), con un valor de a de 0.05.
Ho: 1g<50 mg/dL
Ha: g >50 mg/dL
d =Promedio de la diferencia entre Triglicéridos Iniciales (T,) y Finales

(Ty).

El valor de 50 fue establecido como minima reduccion de triglicéridos para
considerarse como un tratamiento efectivo, tomando en cuenta que el valor
normal limite de triglicéridos es entre 150 y 200 mg/dL. Por lo tanto 50 mg/dL es

la reduccion minima para alcanzar rangos normales.
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7.4.7.2. Si ambos grupos tienen efecto, se deben comparan entre si. Se evaluo
como variable la diferencia de ambos grupos y se compararan con la
prueba de t de Student a una cola para grupos independientes con un o de
0.05, previo a realizarla debi6 probarse homocedasticidad.
Ho: Hd_ (administracion 30 minutos antes de las comidas) < Md_(administracién durante de las comidas)

Ha: “E (administracion 30 minutos antes de las comidas) > Hd_(Administracién durante de las comidas)
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VIll. RESULTADOS

De acuerdo a los andlisis de sangre realizados en los 14 pacientes que se administraron el
extracto de Rosa de Jamaica 30 minutos antes de las comidas en un periodo de 60 dias, se
observa en el siguiente cuadro los resultados de triglicéridos séricos antes de recibir el
tratamiento de rosa de Jamaica, 30 dias después de haber comenzado el tratamiento, y 60 dias
después de haber comenzado el tratamiento. A su vez, se observa la reduccion de triglicéridos
séricos de cada paciente y la reduccion promedio del grupo obtenida a los 30 y 60 dias de

tratamiento.

Cuadro No. 1. Concentracion de triglicéridos séricos en el grupo “antes de las comidas” antes

del tratamiento, a los 30 dias de tratamiento y a los 60 dias de tratamiento.

Concentracion de triglicéridos en mg/dL
Paciente Dia0 | Dia30 | Dia60 | Reduccionalos | Reduccion a los
30 dias 60 dias
1 325.0 353.8 238.2 -28.8 86.80
2 296.4 241.3 253.5 55.10 42.90
3 205.1 177.4 154.3 27.70 50.80
4 218.3 194.4 176.7 23.90 41.60
5 762.8 nsp 452.2 nsp 310.6
6 150.3 184.5 158.3 -34.20 -8.000
7 192.3 177.6 169.6 14.70 22.70
8 388.1 244.6 289.8 143.5 98.30
9 316.4 208.8 235.1 107.6 81.30
10 300.9 222.6 228.0 78.30 72.90
11 250.6 186.7 231.7 63.90 18.90
12 235.4 131.8 190.5 103.6 44.90
13 155.2 187.4 224.9 -32.20 -69.70
14 182.5 157.4 207.5 25.10 -25.00
Promedio 42.17 54.93
Desviacion 56.46 86.80

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio de la Unidad de Salud, Ciudad Universitaria
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Gréfica No. 1. Concentracion de triglicéridos (mg/dL) en sangre (eje Y) en el grupo “antes de

las comidas” antes del tratamiento, en el mes 1 y mes 2 de tratamiento (eje X).
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Estadistico t: 2.368

Valor critico de t (una cola): 1.7709

Valor p (una cola): 0.034
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De acuerdo a los andlisis de sangre realizados en los 14 pacientes que se administraron el
extracto de Rosa de Jamaica durante las comidas en un periodo de 60 dias, se observa en el
siguiente cuadro los resultados de triglicéridos séricos antes de recibir el tratamiento de rosa de
Jamaica, 30 dias después de haber comenzado el tratamiento, y 60 dias después de haber
comenzado el tratamiento. A su vez, se observa la reduccion de triglicéridos séricos de cada

paciente y la reduccioén promedio del grupo obtenida a los 30 y 60 dias de tratamiento.

Cuadro No. 2. Concentracion de triglicéridos séricos en el grupo “durante de las comidas” antes

del tratamiento, a los 30 dias de tratamiento y a los 60 dias de tratamiento.

Concentracion de triglicéridos en mg/dL
Paciente Dia0 | Dia30 | Dia60 | Reducciona los | Reduccion a los
30 dias 60 dias

1 372.1 221.4 178.7 150.7 193.4

2 181 167.1 203.6 13.90 -22.60

3 201.4 263.1 223.8 -61.70 -22.40

4 229.5 148.7 176.8 80.80 52.70

5 157.0 150.0 143.5 7.000 13.50

6 256.7 200.3 291.9 56.40 -35.20

7 217.5 184.6 214.5 32.90 3.000

8 2354 165.2 175.9 70.20 59.50

9 212.8 135.9 240.9 76.90 -28.10

10 150.4 136.4 146.2 14.00 4.200

11 404.2 2473 185.7 156.9 218.5

12 237.2 175.2 177.4 62.00 59.80

13 185.4 145.5 165.4 39.90 20.00

14 175.6 170.0 180.0 5.600 -4.400
Promedio 50.39 36.56
Desviacion 57.59 78.44

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio de la Unidad de Salud, Ciudad Universitaria
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Gréfica No. 2. Concentracion de triglicéridos (mg/dL) en sangre (eje Y) en el grupo “durante de

las comidas” antes del tratamiento, en el mes 1 y mes 2 de tratamiento (eje X).
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o Estadistico t: 1.774
e Valor critico de t (una cola): 1.77093
e Valor p (una cola): 0.105
Homocedasticidad entre los grupos antes y durante las comidas
Estadistico de Levene: 0.027
gll: 1
gl2: 26
p: 0.871

Ambos grupos no pueden compararse porque Unicamente el grupo antes de las comidas presenta
el efecto esperado superior a 50 mg/dL. Se comprueba la homocedasticidad entre varianzas al

estar el valor p (0.871) superior a 0.05, sin embargo no pueden compararse.
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De acuerdo a los andlisis de sangre realizados en los 14 pacientes que se administraron el
extracto de Rosa de Jamaica 30 minutos antes de las comidas en un periodo de 60 dias, se
observa en el siguiente cuadro los resultados de Colesterol Total antes de recibir el tratamiento
de rosa de Jamaica, 30 dias después de haber comenzado el tratamiento, y 60 dias después de
haber comenzado el tratamiento. A su vez, se observa la reduccion del colesterol total sérico de

cada paciente y la reduccion promedio del grupo obtenida a los 30 y 60 dias de tratamiento.

Cuadro No. 3. Concentracion de Colesterol total (mg/dL) en sangre en el grupo “antes de las

comidas” antes del tratamiento, a los 30 dias de tratamiento y a los 60 dias de tratamiento.

Concentracion de Colesterol total en mg/dL

Paciente Dia0 | Dia30 | Dia60 | Reducciona los | Reduccion a los

30 dias 60 dias

1 136.2 171.7 161.0 -35.50 -24.80

2 208.3 197.7 207.4 10.60 0.900

3 189.0 189.9 149.5 -0.900 39.50

4 132.8 148.4 120.3 -15.60 12.50

5 233.0 nsp 207.0 nsp 26.00

6 156.4 178.6 177.8 -22.20 -21.40

7 165.2 148.8 179.8 16.40 -14.60

8 124.5 205.1 190.4 -80.60 -65.90

9 215.5 187.4 184.5 28.10 31.00

10 138.4 164.8 163.8 -26.40 -25.40

11 173.9 215.9 198.7 -42.00 -24.80

12 154.1 163.4 177.1 -9.300 -23.00

13 207.0 | 258.5 217.4 -51.50 -10.40

14 194.4 186.4 238.6 8.000 -44.20
Promedio -16.99231 -10.328571
Desviacion 30.51591 29.535856

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio de la Unidad de Salud, Ciudad Universitaria
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Gréfica No. 3. Concentracion de Colesterol total (mg/dL) en sangre (eje Y) en el grupo “antes

de las comidas” antes del tratamiento, en el mes 1 y mes 2 de tratamiento (eje X).
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De acuerdo a los andlisis de sangre realizados en los 14 pacientes que se administraron el
extracto de Rosa de Jamaica durante las comidas en un periodo de 60 dias, se observa en el
siguiente cuadro los resultados de Colesterol Total antes de recibir el tratamiento de rosa de
Jamaica, 30 dias después de haber comenzado el tratamiento, y 60 dias después de haber
comenzado el tratamiento. A su vez, se observa la reduccion del colesterol total sérico de cada

paciente y la reduccioén promedio del grupo obtenida a los 30 y 60 dias de tratamiento.

Cuadro No. 4. Concentracion de Colesterol total en sangre en el grupo “durante las comidas”

antes del tratamiento, a los 30 dias de tratamiento y a los 60 dias de tratamiento.

Concentracion de Colesterol total en mg/dL
Paciente Dia0 | Dia30 | Dia60 | Reduccion alos | Reduccion a los
30 dias 60 dias

1 156.5 171.8 164.9 -15.30 -8.4

2 161.0 141 149.2 20.00 11.8

3 190.8 159.7 154.9 31.10 35.9

4 216.9 167.8 199.2 49.10 17.7

5 173.4 217.2 208.7 -43.80 -35.3

6 137.7 200.0 190.1 -62.30 -52.4

7 151.6 118.6 108.3 33.00 43.3

8 183.0 195.6 206.4 -12.60 -23.4

9 182.6 214.5 176.4 -31.90 6.2

10 151.3 210.7 180.3 -59.40 -29

11 182.8 143.4 118.2 39.40 64.6

12 146.6 139.5 150.7 7.100 -4.1

13 118.8 144.4 131.4 -25.60 -12.6

14 155.4 188.8 160.8 -33.40 -54
Promedio -7.471 0.6357
Desviacion 37.41 32.20

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio de la Unidad de Salud, Ciudad Universitaria
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Gréfica No. 4. Concentracion de Colesterol total (mg/dL) en sangre (eje Y) en el grupo “durante

las comidas” antes del tratamiento, en el mes 1 y mes 2 de tratamiento (eje X).
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De acuerdo a los andlisis de sangre realizados en los 14 pacientes que se administraron el
extracto de Rosa de Jamaica 30 minutos antes de las comidas en un periodo de 60 dias, se
observa en el siguiente cuadro los resultados de Colesterol de alta densidad (HDL) antes de
recibir el tratamiento de rosa de Jamaica, 30 dias después de haber comenzado el tratamiento, y
60 dias después de haber comenzado el tratamiento. A su vez, se observa la reduccion del
Colesterol de Alta Densidad (HDL) sérico de cada paciente y la reduccion promedio del grupo

obtenida a los 30 y 60 dias de tratamiento.

Cuadro No. 5. Concentracion de Colesterol de Alta densidad (HDL) en sangre en el grupo

“antes de las comidas” antes del tratamiento, a los 30 dias de tratamiento y a los 60 dias de

tratamiento.
Concentracion de Colesterol de Alta densidad (HDL) en mg/dL
Paciente Dia0 | Dia30 | Dia60 | Reduccion alos | Reduccion a los
30 dias 60 dias
1 32.6 32.8 37.1 -0.20 -4.50
2 62.4 40.4 39.8 22.0 22.6
3 453 451 45.2 0.20 0.10
4 36.2 30.6 38.3 5.60 -2.10
S 284 | Nsp 32.0 Nsp -3.60
6 44.5 40.7 44.7 3.80 -0.20
7 40.2 41.5 43.2 -1.30 -3.00
8 30.6 33.2 32.7 -2.60 -2.10
9 37.9 34.7 39.2 3.20 -1.30
10 45.1 46.7 47.7 -1.60 -2.60
11 41.7 41.7 43.9 0.00 -2.20
12 51.7 58.0 52.1 -6.30 -0.40
13 70.2 64.0 70.9 6.20 -0.70
14 62. 69.9 66.7 -7.90 -4.70
Promedio 1.62 -0.336
Desviacion
7.40 6.77

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio de la Unidad de Salud, Ciudad Universitaria
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Gréfica No. 5. Concentracion de Colesterol-HDL (mg/dL) en sangre (eje Y) en el grupo “antes

de las comidas” antes del tratamiento, en el mes 1 y mes 2 de tratamiento (eje X).
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De acuerdo a los andlisis de sangre realizados en los 14 pacientes que se administraron el
extracto de Rosa de Jamaica durante las comidas en un periodo de 60 dias, se observa en el
siguiente cuadro los resultados de Colesterol de alta densidad (HDL) antes de recibir el
tratamiento de rosa de Jamaica, 30 dias después de haber comenzado el tratamiento, y 60 dias
después de haber comenzado el tratamiento. A su vez, se observa la reduccion del Colesterol de
Alta Densidad (HDL) sérico de cada paciente y la reduccion promedio del grupo obtenida a los

30y 60 dias de tratamiento.

Cuadro No. 6. Concentracion de Colesterol de Alta densidad (HDL) en sangre en el grupo

“durante las comidas” antes del tratamiento, a los 30 dias de tratamiento y a los 60 dias de

tratamiento.
Concentracion de Colesterol de Alta densidad (HDL) en mg/dL
Paciente Dia0 | Dia30 | Dia60 | Reduccion alos | Reduccion a los
30 dias 60 dias
1 44 .4 40.2 49.5 4.20 -5.10
2 49.7 50.9 57.2 -1.20 -7.50
3 38.7 39.2 40.9 -0.50 -2.20
4 45.5 53.0 53.7 -7.50 -8.20
) 50.9 48.8 58.1 2.10 -7.20
6 48.4 451 45.6 3.30 2.80
7 37.6 37.7 34.9 -0.10 2.70
8 61.5 64.9 58.6 -3.40 2.90
9 40.5 37.6 43.9 2.90 -3.40
10 41.7 41.4 41.6 0.30 0.100
11 32.6 33.8 37.2 -1.20 -4.60
12 432 41.8 44.2 1.40 -1.00
13 39.1 38.5 424 0.60 -3.30
14 44.6 47.3 41.8 -2.70 2.80
Promedio -0.128 -2.23
Desviacion 3.06 4.04

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio de la Unidad de Salud, Ciudad Universitaria
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Gréfica No. 6. Concentracion de Colesterol-HDL (mg/dL) en sangre (eje Y) en el grupo

“durante las comidas” antes del tratamiento, en el mes 1 y mes 2 de tratamiento (eje X).

70

20

10

== Paciente 1
== Paciente 2
== Paciente 3

Paciente 4

0.5

== Paciente 5
=0—Paciente b
=t Paciente 7

= Paciente 8

Paciente 9
== Paciente 10
== Paciente 11

=== Paciente 12

Paciente 13

=== Paciente 14




67

De acuerdo a los andlisis de sangre realizados en los 14 pacientes que se administraron el
extracto de Rosa de Jamaica 30 minutos antes de las comidas en un periodo de 60 dias, se
observa en el siguiente cuadro los resultados de Colesterol de baja densidad (LDL) antes de
recibir el tratamiento de rosa de Jamaica, 30 dias después de haber comenzado el tratamiento, y
60 dias después de haber comenzado el tratamiento. A su vez, se observa la reduccion del
Colesterol de Baja Densidad (LDL) sérico de cada paciente y la reduccion promedio del grupo

obtenida a los 30 y 60 dias de tratamiento.

Cuadro No. 7. Concentracion de Colesterol de Baja densidad (LDL) en sangre en el grupo

“antes de las comidas” antes del tratamiento, a los 30 dias de tratamiento y a los 60 dias de

tratamiento.
Concentracion de Colesterol de Baja Densidad (LDL) en mg/dL
Paciente Dia0 | Dia30 | Dia60 | Reduccion alos | Reduccion a los
30 dias 60 dias
1 36.60 68.20 76.30 -31.60 -39.70
2 86.60 109.0 116.9 -22.40 -30.30
3 102.7 88.30 73.40 14.40 29.30
4 52.90 78.90 46.00 -26.00 6.90
5 52.00 Nsp | 84.50 Nsp -32.50
6 81.80 101.0 101.4 -19.20 -19.60
7 86.50 71.80 102.6 14.70 -16.10
8 16.30 123.0 99.70 -106.7 -83.40
9 134.3 110.9 98.30 23.40 36.00
10 33.10 73.6 70.40 -40.50 -37.30
11 82.10 136.9 108.4 -54.80 -26.30
12 55.30 79.00 86.90 -23.70 -31.60
13 105.80 157.0 101.6 -51.20 4.200
14 95.90 85.00 130.4 10.90 -34.50
Promedio -24.05 -19.64
Desviacion 35.74 30.69

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio de la Unidad de Salud, Ciudad Universitaria
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Gréfica No. 7. Concentracion de Colesterol-LDL (mg/dL) en sangre (eje Y) en el grupo “antes

de las comidas” antes del tratamiento, en el mes 1 y mes 2 de tratamiento (eje X).
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De acuerdo a los andlisis de sangre realizados en los 14 pacientes que se administraron el
extracto de Rosa de Jamaica durante las comidas en un periodo de 60 dias, se observa en el
siguiente cuadro los resultados de Colesterol de baja densidad (LDL) antes de recibir el
tratamiento de rosa de Jamaica, 30 dias después de haber comenzado el tratamiento, y 60 dias
después de haber comenzado el tratamiento. A su vez, se observa la reduccion del Colesterol de
Baja Densidad (LDL) sérico de cada paciente y la reduccion promedio del grupo obtenida a los

30y 60 dias de tratamiento.

Cuadro No. 8. Concentracion de Colesterol de Baja densidad (LDL) en sangre en el grupo

“durante las comidas” antes del tratamiento, a los 30 dias de tratamiento y a los 60 dias de

tratamiento.

Paciente | Concentracion de Colesterol de Baja Densidad (LDL) en mg/dL
Dia 0 Dia30 | Dia60 | Reducciona los | Reduccion a los

30 dias 60 dias
1 37.70 87.30 79.60 -49.6 -41.9
2 75.10 56.70 51.20 18.4 23.9
3 111.8 67.90 69.20 43.9 42.6
4 125.5 85.10 176.8 40.4 -51.3
5 91.10 138.4 121.9 -47.3 -30.8
6 38.00 114.9 86.10 -76.9 -48.1
7 70.50 44.00 30.50 26.5 40.0
8 74.40 97.70 112.6 -23.3 -38.2
9 103.5 149.7 84.30 -46.2 19.2
10 79.50 | 142.00 109.4 -62.5 -29.9
11 69.40 60.10 43.80 9.30 25.6
12 56.00 62.70 71.20 -6.70 -15.2
13 42.60 76.80 55.90 -34.2 -13.3
14 75.70 107.5 83.00 -31.8 -7.30
Promedio -17.14 -8.91
Desviacion 39.22 33.24

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio de la Unidad de Salud, Ciudad Universitaria
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Gréfica No. 8. Concentracion de Colesterol-LDL (mg/dL) en sangre (eje Y) en el grupo

“durante las comidas” antes del tratamiento, en el mes 1 y mes 2 de tratamiento (eje X).
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Cuadro No. 9. Reduccion de los valores promedio de triglicéridos (TGS), lipoproteinas de baja
densidad (LDL), Lipoproteinas de alta densidad (HDL) y Colesterol Total (CT) durante 30 dias
de tratamiento con Rosa de Jamaica en los grupos “antes de las comidas” y “durante las

comidas”.

Reduccion a los 30 dias en mg/dL
Prueba de i
) “antes de las comidas” “Durante las
laboratorio )
comidas”
TGS 42.17 50.39
LDL -24.05 -17.14
HDL 1.623 -0.1285
CT -16.99 -7.471

Fuente: Datos experimentales.
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Cuadro No. 10. Reduccion de los valores promedio de triglicéridos (TGS), lipoproteinas de baja
densidad (LDL), Lipoproteinas de alta densidad (HDL) y Colesterol Total (CT) durante 60 dias

de tratamiento con Rosa de Jamaica en los grupos “antes de las comidas” y “durante las

comidas”.
Reduccion a los 60 dias en mg/dL
Prueba de i
) “antes de las comidas” “Durante las
laboratorio )
comidas”
TGS 54.93 36.56
LDL -19.63 -8.907
HDL -0.3357 -2.229
CT -10.33 0.6357

Fuente: Datos experimentales.

Se realizaron pruebas en laboratorio para determinar la proporcion del solvente y la temperatura
en las que el rendimiento de extraccion fuera mayor. Los pardmetros que permitieron evaluar el
rendimientro de extraccion fueron solidos totales, para evaluar la cantidad de solidos extraidos, y
absorbancia a 524 nm, para evaluar a las

antocianinas, siendo mayor absorbancia

correspondiente a mayor concentracion.

Cuadro No. 11. Determinacion de condiciones de extraccion (proporcion de solvente y
termperatura) a escala laboratorio de Rosa de Jamaica previo a la realizacion de las extracciones

a escala piloto a partir de solidos totales y absorbancia de maxima absorcidén de antocianinas.

Etanol al 20% Etanol al 30%
Temperatura Solidos Absorbancia Solidos Absorbancia
totales a524 nm totales a 524 nm
25°C 49311 0.118 4.7860 0.1526
60°C 4.9837 0.1317 4.8805 0.1662
90°C 5.004 0.1727 4.9400 0.2252

Fuente: Datos experimentales.




Cuadro No. 11. Pardmetros de Calidad del extracto de Rosa de Jamaica
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Prueba de calidad Lote
1 2 3
pH 2.01+£0.12 1.76 £ 0.08 2.16 £0.09
Color Rojo oscuro Rojo oscuro Rojo oscuro
Apariencia Viscosa Viscosa Viscosa
Densidad relativa 1.07 1.18 1.12
Cantidad de materia 6 Kg 74Kg 8.6Kg
prima utilizada
Cantidad de solvente 60 L 74 L 105L
utilizada
Relacion de materia 1.10 1:10 1:12
prima/solvente
Cantidad de 52L 1.8L 6.5L
volumen obtenida
Solvente utilizado Agua Etanol 20% Agua
Temperatura de 559C 60°C 60°C
extraccion
Cantidad de frascos 85 30 100
(60mL) obtenida
Dosis 3mL 1 mL 2 mL
Concentracion de | 5.35 mg/mL £ 0.04 | 13.45 mg/mL + 0.08 | 7.24 mg/mL + 0.02
antocianinas

Fuente: Datos experimentales
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IX. DISCUSION

La determinacion de la actividad hipotrigliceridémica en humanos de un extracto de Rosa
de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) dependié de una serie de variables que se dividen en dos
categorias, las variables clinicas y las variables quimicas. Desde el punto de vista clinico, fue
necesario definir y establecer la via de administracion, frecuencia, dosis y momento de
administracion. Desde el punto de vista quimico, fue necesario definir y establecer el solvente,
las condiciones de extraccion, la relacion de materia prima-solvente, el método adecuado para

cuantificar y todos los parametros de calidad.

Las variables clinicas fueron estableciéndose a partir del analisis de los nuevos avances
que se tienen en farmacocinética de metabolitos secundarios, en particular de Antocianinas, ya
que éstas constituirian el principio activo. En base a los mecanismos teoricos de absorcion,
distribucion, metabolismo, eliminacion y a la biodisponibilidad de Antocianinas, se determind
que la mejor via de administracion era la oral, ya que las antocianinas son mas estables a valores
acidos de pH y una parte del proceso de absorcion se realiza en el estomago donde el pH es
sumamente acido (entre 1.5 y 3.5); se determin6 que la frecuencia adecuada era de tres veces al
dia, debido a que las antocianinas no son estables al pH sanguineo y se degradan, por lo que su
vida media es muy corta (1.3 a 7 horas); se consideraron dosis bajas de principio activo debido a
la baja absorcién de antocianinas (1%) a nivel sistémico; y se planted la hipotesis en la
investigacion de que existe mayor actividad si el momento de administracion es 30 minutos antes
de cada comida comparado a durante las comidas, probablemente por una mayor absorcion de
principio activo, fundamentado en el hecho que los receptores intestinales donde se absorben las
antocianinas pueden saturarse con la absorcion de nutrientes provenientes de la ingesta de
alimentos. Es importante analizar que en la presente investigacion las variables quimicas fueron
estableciéndose a partir de la estabilidad quimica de las antocianinas, la cual consistidé en

revision de literatura y en pruebas experimentales.

Las variables quimicas fueron estableciéndose a partir de la estabilidad de las
Antocianinas, ya que tomando en cuenta la temperatura, concentracion, luz, pH y solubilidad de
¢stas se definieron los parametros de extraccion. Se hicieron pruebas en laboratorio para
determinar las condiciones, y se establecieron los pardmetros de extraccion (ver cuadro 11),
como el solvente con mejor capacidad extractiva (ver cuadro 12), que fue etanol al 30% en el

caso de antocianinas y etanol al 20% en caso de solidos totales. La diferencia entre dichos
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valores se debe a que otros metabolitos secundarios son mas solubles en alcohol que las
antocianinas, aumentando el valor de solidos totales pero no la extraccion de antocianinas. A
mayor temperatura mayor capacidad de extraccion, siendo 90° C la temperatura con mayor
capacidad extractiva. Experimentalmente se trabajaron 2 lotes a escala piloto con agua y uno con
etanol debido a que las diferencias eran poco significativas. La relaciéon de materia prima y
solvente se establecid en base a la literatura y a la capacidad del reactor para realizar las
extracciones, encontrando conveniente 1:10. Se utilizd benzoato de sodio al 0.05% como
preservante en base a la literatura y se congelaron los extractos para asegurar inocuidad. El pH
del extracto era promedio de 2, lo cual mantenia estable el principio activo. Se utilizaron frascos
color ambar para evitar la degradacion por la luz, y los extractos debian mantenerse refrigerados
por los pacientes para asegurar la estabilidad y evitar la degradacion de antocianinas. La
cuantificacion de antocianinas fue aproximada y no es un valor certero ya que se carecia de
estandares de antocianinas, por lo que se utilizo la formula %p/p = (A/eL) x MW x (V/Wt) x
100, donde, € = absortibdad molar de la delfinidina-3-glucésido (23700), MW = masa molecular
de antocianinas (518.5), DF = factor de dilucion, V = volumen final (mL), Wt = peso de la
muestra (mg), y L = longitud de la celda (1 cm). La identificacion de antocianinas se realizo
entre 520-522nm con un hombro a 440nm. La absorbancia real de antocianinas se corrigié con
lecturas en pH de 1 y de 4.5 a longitudes de onda de 520 y 700 nm. A pesar de que la
concentracion de antocianinas diferia en cada lote se ajustd la misma dosis al modificar la
cantidad de gotas utilizadas en cada lote por cada paciente para ajustar 15 mg por dosis de

antocianinas totales.

Desde el punto de vista del alcance y enfoque de este estudio, la farmacodinamica fue
tomada en cuenta en el establecimiento de la dosis y en evaluar el efecto resultante, mientras que
el mecanismo de accion del efecto no fue de interés. Sin embargo, se ha demostrado en otros
estudios la capacidad de los antocianosidos por disminuir triglicéridos plasmaticos debido a la
inhibicion de la enzima glicerol-3-fosfato-acil-transferasa 1 (GPAT1), produciendo disminucion
en la sintesis de triglicéridos y con ello explicando su actividad hipotrigliceridémica. A su vez se
ha demostrado en otros estudios la capacidad de los antociandsidos por aumentar
concentraciones plasmaticas de HDL y disminuir LDL, debido a la inhibicion de la Proteina
Transportadora de Esteres de Colesterol (CETP), con lo que se promueve y facilita el transporte
reverso de colesterol. Experimentalmente se utiliz6 una unica dosis de concentracion de
antocianinas, establecida en promedio de 15 mg en el transcurso de los 2 meses de tratamiento,

definida al observar en estudios recientes donde se evaluaba el efecto de la Rosa de Jamaica en
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Colesterol sérico a diferentes concentraciones, que dosis de 10 mg disminuyeron ligeramente los
triglicéridos sanguineos, por lo que el establecimiento de la dosis fue definido al incrementar

ligeramente dicho valor, esperando observar una mayor actividad.

Al evaluar la actividad hipotrigliceridémica de un extracto de Rosa de Jamaica en el
grupo de 14 pacientes que se la administraron durante 2 meses, tres veces al dia, antes de las
comidas, puede observarse en el cuadro 1 un descenso promedio de 54.92 mg/dL con un valor de
p de 0.034 y un valor de t de 2.368. Al ser el valor de t mayor al valor de t critico (1.77093) y
con el valor de p (0.034) menor a 0.05, se rechaza la hipotesis nula (Ho: pg < 50 mg/dL) y se
acepta la hipdtesis alternativa (Ha: pq > 50 mg/dL), considerandose diferencias significativas
antes y después del tratamiento, demostrandose que el tratamiento con rosa de Jamaica antes de
las comidas es efectivo en la disminucion de triglicéridos. Se establecid como tratamiento
efectivo una reduccion mayor a 50 mg/dL debido a que el limite normal de triglicéridos séricos
se encuentra entre 150 y 200 mg/dL, por lo que una minima actividad requeriria por lo menos 50

para obtener datos normales.

Al evaluar la actividad hipotrigliceridémica de un extracto de Rosa de Jamaica en el
grupo de 14 pacientes que se la administraron durante 2 meses, tres veces al dia, durante las
comidas, puede observarse en el cuadro 2 un descenso promedio de 36.56 mg/dL con un valor de
p de 0.105 y un valor de t de 1.774. Al ser el valor de t menor al valor de t critico (1.77093) y
con el valor de p (0.105) mayor a 0.05, se acepta la hipotesis nula (Ho: pg < 50 mg/dL)
considerandose que no existe la reduccion esperada de 50 mg/dL antes y después del tratamiento,
demostrandose que el tratamiento con rosa de Jamaica durante las comidas es efectivo en la

disminucion de triglicéridos pero no lo esperado.

Ambos grupos, antes y durante las comidas, no pueden compararse porque Unicamente el
grupo antes de las comidas presenta el efecto esperado superior a 50 mg/dL. Se comprueba la
homocedasticidad entre varianzas al estar el valor p (0.871) superior a 0.05, sin embargo no

pueden compararse ya que solo un grupo se considero efectivo.

Al comparar los resultados de la disminucion de triglicéridos del grupo antes y durante
las comidas, se pudo observar que en el grupo “antes de las comidas” se observan resultados con

una mejor indice de correlacion (0.948) que en el grupo “durante las comidas™ (0.105). Lo que



76

intenta demostrar esta comparacion de grupos es como la comida puede disminuir el efecto o
actividad de un extracto por una probable disminucion en la absorcion de antocianinas por
competitividad entre moléculas. Sin embargo, no debe considerarse al tratamiento “durante las
comidas” como inefectivo, ya que puede observarse en el primer mes de tratamiento una
disminuciéon promedio 50.39 mg/dL, que en el segundo mes no se mantuvo. Esta disminucion en
actividad pudo deberse a incremento de grasas en la dieta, disminucion en la adherencia al
tratamiento o por mecanismos intrinsecos del extracto, los cuales no pudieron demostrarse. En
las graficas 1 y 2 puede observarse en ambos grupos, una mayor reduccion de triglicéridos en el
primer mes de tratamiento, siendo muy similares entre si. En la mayoria de pacientes del grupo
de antes de las comidas siguié reduciendo sus valores en el segundo mes, mientras que en el
grupo durante las comidas, algunas personas incrementaron sus valores iniciales, lo cual hace
sospechar un considerable cambio en la dieta. Sin embargo, a pesar del alto valor promedio en la
reduccion del grupo durante de las comidas en el primer mes de tratamiento, es el ultimo
resultado obtenido el utilizado para realizar el analisis y donde pueden observarse diferencias

entre ambos grupos.

La actividad hipocolesterolémica del extracto de Rosa de Jamaica no pudo demostrarse,
ya que para ello era necesario la reduccion en los valores de Colesterol Total y Colesterol de baja
densidad (LDL), mientras que los valores de Colesterol de alta densidad (HDL) debian aumentar,
lo cual no fue demostrado experimentalmente en ninguno de los dos grupos, como puede
observarse en los cuadros del 3 al 8. En los cuadros 9 y 10 se observa el efecto del tratamiento en
cada uno de los lipidos sanguineos (Triglicéridos, colesterol total, Colesterol HDL y Colesterol
LDL) en el primer y segundo mes de tratamiento, respectivamente. En estos cuadros no se
observa reduccion en los valores de Colesterol Total o HDL, ni se observa incremento de LDL.
Esto se debe a que experimentalmente se utilizd una dosis muy baja para presentar actividad
hipocolesterolémica como lo ha demostrado la literatura, ya que la actividad hipocolesterolémica
ha sido establecido a dosis de antocianinas de 40 mg por dosis. En el estudio, los valores de
Colesterol Total, LDL y HDL fueron evaluados inicamente como control, ya que la dosis fue
establecida en funcion de lo que ha reportado la literatura para disminuir triglicéridos. De igual
forma para observar el efecto del tratamiento en los niveles séricos de colesterol hubiera sido

necesario un monitoreo de por lo menos 3 meses.
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X. CONCLUSIONES

El extracto de Rosa de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) utilizado
experimentalmente, con una dosis de antocianinas aproximada de 15 mg/dL,
administrado antes y durante las comidas, mostrd un efecto hipotrigliceridémico en
el primer y segundo mes de tratamiento, al reducir los triglicéridos sanguineos en
pacientes con valores superiores a 150 mg/dL.

El extracto de rosa de Jamaica extraido con etanol al 30% y temperatura de 90° C
present6 la mayor capacidad de extraccion de antocianinas.

El extracto de rosa de Jamaica extraido con etanol al 20% y temperatura de 90° C
presentd la mayor capacidad de extraccion de solidos totales.

Existe diferencia en la actividad hipotrigliceridémica de un Extracto de Rosa de
Jamaica al administrarlo antes y durante las comidas, 3 veces al dia, durante 2 meses.
La administracion de un extracto de Rosa de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) 30
minutos antes de cada comida (tres veces al dia), durante un periodo de 2 meses,
presenta una mayor actividad hipotrigliceridémica que al administrarse durante cada
comida (tres veces al dia), durante un periodo de 2 meses, con una reduccion
promedio de 54.92 y 36.56 mg/dL.

La administracion de un extracto de Rosa de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) 30
minutos antes de cada comida (tres veces al dia) durante un periodo de 2 meses, es
considerada un tratamiento efectivo al producir una disminucién promedio de
triglicéridos de 54.92 mg/dL, valor mayor al establecido como efectivo (50 mg/dL).
La administracion de un extracto de Rosa de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)
durante cada comida (tres veces al dia) durante un periodo de 2 meses, presentod
actividad hipotrigliceridémica con una reduccion promedio de 36.56, sin embargo no
se le considera como tratamiento efectivo, al ser inferior al pardmetro establecido
como efectivo (50 mg/dL).

El extracto de Rosa de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) utilizado
experimentalmente, con una dosis de antocianinas de 15 mg/dL, no mostr6 actividad
hipocolesterolémica en ninguno de los dos grupos, al no reducir los valores
promedios de Colesterol Total ni LDL, y al no aumentar el Colesterol HDL.

Se comprobaron las 2 Thipotesis experimentales al encontrar actividad
hipotrigliceridémica en el extracto de Rosa de Jamaica, y al existir mayor actividad

en la administracion antes de cada comida.
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Xl.  RECOMENDACIONES

Implementar en el sistema de Salud guatemalteco la investigacion y la utilizacion de
plantas medicinales como tratamientos efectivos y de bajo costo para la poblacion.
Implementar en el Sistema guatemalteco de Hospitales la administracion de Rosa de
Jamaica a pacientes internados con triglicéridos superiores a 150 mg/dL.

Determinar la dosis minima que presenta actividad hipotrigliceridémica de un
extracto de Hibiscus sabdariffa L.antes de cada comida, tres veces al dia, durante un
periodo de 6 meses, a concentraciones de antocianinas totales de 2.5, 5, 7.5 y 10
mg/dosis.

Evaluar la actividad hipotrigliceridémica de Hibiscus sabdariffa L. en un estudio
doble ciego, con entrecruzamiento entre grupos, con dieta controlada, utilizando un
placebo como grupo control.

Evaluar la actividad hipotrigliceridémica de las antocianinas, antes vrs durante las
comidas, en un periodo de 6 meses de tratamiento.

Evaluar y comparar la actividad hipolipemiante de otras especies vegetales que

presenten antocianinas.
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X1, ANEXOS
13.1. FICHA TECNICA DE ROSA DE JAMAICA

Nombre cientifico: Hibiscus sabdariffa Linn.

Sinonimias: Hibiscus cruentus Bertol.

Familia: Malvaceae.

Nombres populares: Roselle o Rozelle (Inglaterra),
Karkadé¢ (Francia, Egipto, Arabia, Suddn y norte de @

africa), Bissap (Senegal), omutete (Namibia), Sorrel
(Caribe y Jamaica), Jamaica o Rosa de Jamaica
(Latinoamérica), Gongura o lalamgari (india).

Variedades: Segun la naturaleza de su produccion las

;:—-_
} . -

variedades de Hibiscus sabdariffa han dado origen a
tres grupos de variedades, que son: variedades /
productoras de fibra (altissima y bhagalpuriensis), g
variedades intermedias para fibra y calices §

(intermedius, albus y ruber), y variedades para

obtencion de calices por su cantidad de antocianinas
(archer, temprano, victor, rico).

Descripcion boténica: Hierba semilefiosa, anual, erecta, 1-3m de alto, corteza roja, labra, con

una raiz principal penetrante. Tiene un tallo cilindrico liso, color rojo o verde oscuro. Hojas
alternas, de 7.5-12-5c¢cm de largo, 16bulos angostos, borde aserrado; nervadura central, con
venacion roja; glandula grande cerca de la base en el envés. Flores hermafrotitas con bractéolas
unidas con el caliz (5 sepalos largos con epicaliz), axilares, forman una copa grande, carnosa,
rojo oscura, pediculos cortos. Caliz de 2 cm de largo en nimero de 5; 5 petalos, 4-5¢cm de largo;
estambres numerosos, ovario superior con 5 carpelos cerrados, placentacion axial. Fruto en
capsula densamente estrigosa, mas corta que el caliz. Semillas puberulentas [Mahadevan &
Kamboj, 2009, p. 79].

Agricultura: La Rosa de Jamaica se puede cultivar en clima tropical y subtropical del pais, con
altura sobre el nivel del mar de 0 a 1,400 metros y temperatura de 22°C. Esta planta crece bien en
distintas clases de suelos y ain con bajo contenido de nutrientes (baja fertilidad), pero los mas
indicados son los suelos francos, con fertilidad moderada, principalmente en nitrogeno para
evitar que la planta crezca demasiado y nos produzca el mayor niimero de calices. Requiere

lluvia mensual de 130-260mm en los primeros 3-4 meses de crecimiento. Crece en bosque seco y
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monte espinoso subtropical, clima calido, terreno himedo (200-450 cc/ano), pH 4.0-5-8, suelo
arenoso-arcilloso rico en materia organica; resiste la sequia, adaptable a lugares secos.
Polinizacion por insectos. Se propaga por semillas (5Kg/ha), sembradas en caja o cama a
distancia de 8-10cm en cuadro, se entierran a 1-2cm de profundidad. Para la cosecha es necesario
tomar como un indicador la abertura de la capsula, lo cual se da de 5 a 6 meses después de la
siembra, ya que en este tiempo bracteas y calices alcanzan su tamafio éptimo [Hidalgo-Villatoro,
2009, p. 109].

Distribucion: Nativa de Asia (India o Malasia) o Africa (Angola). Crece en los tropicos, como
el Caribe, Centro América, México, India, Africa, Brasil, Australia, Hawai, Florida, Sudan, y
filipinas. En Guatemala se cultiva en tierras bajas de Baja Verapaz, El Progreso, Izabal,
Huehuetenango, Quiché, Santa Rosa, Jutiapa, Jalapa y Petén [Hidalgo-Villatoro, 2009, p. 109].
Farmacognosia: La materia médica son las flores (calices y epicalices) [Mahadevan & Kamboj,
2009, p. 79].

Composicién _quimica: Las flores (calices) contienen: 1) acidos organicos en un 15-30%

(citrico, hibiscico, malico, ascérbico, tartarico, oxalico, protocatéquico, clorogénico), 2)
polisacaridos mucilaginosos en un 50% (4cidos urénicos en forma de sal y el resto ramnosa,
arabinosa y pequeflas cantidades de glucosa, xilosa y manosa), 3) antocianinas en un 1.5 %
(delfinidina-3-sambubiosido, cianidina 3-sambubidsido, hibiscina (delfinidina 3-xilogluco6sido),
cianidina-3-xiloglucésido, cianidina  3-monoglucdsido, delfinidina  3-monoglucésido,
delfinidina,), 4) otros constituyentes menores como flavonoides (hibiscitrina y su aglicona
hibiscetina, gossipitrina, gossitrina, gossipetina, quercitina y sabdaritrina), polifenoles, y
saponinas  (p-sitosterol-B-D-galactopirandsido), fitosteroles  (B-sitosterol, camposterol,
ergosterol, estigmasterol), pectina, acido aspartico y galacturénico [Mahadevan & Kamboj,
2009, p. 79].

Indicaciones terapéuticas: Hipertension, hipercolesterolemia, disuria, infeccion urinaria,

estrefiimiento, gota, diabetes, higado graso no alcohoélico, glaucoma [Andersen & Markham,
2006, p. 475].

Farmacologia: Las interacciones responsables de los usos terapéuticos se realizan a partir de: 1)
Inhibicion de Proteinas unidas a ATP, como Protein Quinasa C (PKC), Fosfoinositol 3-quinasa
(PI3K), Proteinas Quinasas Activadas por Mitdgenos (MAPK), quinasas c-Jun N-terminal
(JNK), Quinasas Dependientes de Ciclinas (CDK), Oxido Nitrico Sintasa Inducible (iNOS) y
Topoisomerasas [ y II; 2) Inhibicion de Receptores dependientes de ligandos, como Receptores
de estrégenos y Receptores tirosina quinasas (Receptor del Factor de Crecimiento Epidermal

(EGFR) y Receptor del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGFR)); 3) inhibicion de
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Enzimas Redox, como Lipoxigenasas (LOX), cicloxigenasas (COX), xantina oxidasa (XO),
metaloenzimas que catalizan la produccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS); 4)
Modulaciéon de proteinas reguladoras, como Proteina Transportadora de Esteres de Colesterol
(CETP), glicerol-3-fosfato-acil-transferasa 1 (GPAT1), Enzima Convertidora de Angiotensina
(ECA) [Andersen & Markham, 2006, p. 475].

Toxicologia: La LD50 de extractos de caliz de H. sabdariffa fue alrededor de 5000 mg/Kg, lo
que indica que el extracto es no toxico (Akindahunsi y Olaleye, 2003, p. 161).
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13.2. HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Guatemala.

Por éste conducto OTORGO MI CONSENTIMIENTO para participar la investigacion denominada
“Evaluacion de la actividad Hipotrigliceridemica de un extracto de Rosa de Jamaica (Hibiscus sabdariffa
L.) en pacientes con triglicéridos superiores a 150 mg/dL, al administrarse antes y durante las comidas”.

Hago constar que se me informo que mi participacion se limita a:

1). Practicarme 4 estudios de Perfil Lipidico en sangre con un intervalo de 30 dias entre cada

uno.

2). Cumplir con la administracion oral diaria tres veces al dia por 60 dias de:

(Tachar lo indicado)
( ) Extracto de Rosa de Jamaica 30 minutos antes de las comidas
( ) Extracto de Rosa de Jamaica durante las comidas

3). Reportar a mi médico cualquier malestar surgido durante el tratamiento.

4). Autorizar la publicacién de los resultados obtenidos con total anonimato de los pacientes

participantes.

5). No modificar mi dieta en el transcurso del estudio ni comenzar tratamiento farmacologico.
De igual manera hago constar que sé que el riesgo que corro durante el estudio es minimo ya que
no se utilizara ningin farmaco con efectos secundarios conocidos y que cualquiera de las
sustancias que se me administraran son de uso comun en la dieta habitual del medio en el que

habito.

Nombre

Firma

Teléfono Correo electrénico:
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13.3. HOJA DE TOMA DE DATOS DE EXAMENES DE SANGRE

UNIVERSIDAD DE SAN
CARLOS DE GUATEMALA

’ { “Evaluacion de la actividad Hipotrigliceridemica de un
FACULTAD DE CC. QQ. Y extracto de Rosa de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) en
FARMACIA pacientes con triglicéridos superiores a 150 mg/dL, al

Ciudad Universitaria, zona 12

Guatemala, Centroameérica administrarse antes y durante las comidas”.

Hoja de toma de datos

Nombre: Cédigo

Edad: Fecha:

Examenes de laboratorio

Valor de Referencia

1. Colesterol sérico total 140-220 mg/dL
2. Colesterol de Alta densidad (HDL) mayor de 40 mg/dL
3. Colesterol de Baja densidad (LDL) Menor a 130 mg/dL
4.  Triglicéridos 35-150 mg/dL

Quimico bidlogo responsable

Firma:
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13.5. FOTOS DE LA ELABORACION DEL EXTRACTO DE ROSA DE
JAMAICA

13.5.1. Colocacidén de la materia vegetal en el Horno

13.5.2. Secado de la materia vegetal en el horno
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13.5.3. Reactor CSTR
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13.5.5. Materia prima con solvente dentro del Reactor CSTR durante el

proceso de extraccion
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13.5.8. Extracto inicial durante el proceso de Filtracion




13.5.9. Sistema de Tuberias
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13.5.11. Marmita de extraccién con torre empacada

13.5.12. Extracto inicial dentro de Marmita de extraccion durante el

proceso de concentracion
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13.5.13. Extracto concentrado dentro de Marmita de extraccion

13.5.14. Llave de Mariposa para descarga
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13.5.16. Fra naje refrigerado
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