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RESUMEN

Introduccién: A nivel mundial el consumo Hibiscus sabdariffa, ha venido creciendo gracias a
su alto su contenido rico en compuestos bioactivos como flavonoides y antocianinas. Por
medio de sus célices ha sido utilizada para prevenir y tratar enfermedades degenerativas
como el cancer, anomalias cardiovasculares e hiperlipidemia. Objetivo: Evaluar el efecto
antioxidante de un extracto de H. sabdariffa, por medio del ensayo de oxidacién de
lipoproteinas de baja densidad (LDL). Métodos: Se emplearon calices deshidratados obtenidos
de un cultivo propio, obteniendo un extracto acuso bajo condiciones similares a la forma de
consumo habitual. Se determino el contenido de fenoles totales empleando el método de
Folin-Ciocalteu. Caracterizado el extracto se evalud su actividad antioxidante por el ensayo de
oxidacion de LDL, obtenida de una muestra sanguinea de tres pacientes sin hiperlipidemia.
Resultados: Se evidencid una inhibicion de la oxidacion de LDL estadisticamente significativa
del extracto y su respectivo al control en cada una de las muestras ( p
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SUMMARY

Introduction: Worldwide consumption Hibiscus sabdariffa, has been growing thanks to its high
content rich in bioactive compounds such as flavonoids and anthocyanins. Through its calyces
it has been used to prevent and treat degenerative diseases such as cancer, cardiovascular
abnormalities, and hyperlipidemia. Objective: To evaluate the antioxidant effect of an extract
of H. sabdariffa, by means of the low-density lipoprotein oxidation (LDL) assay. Methods:
Dehydrated chalices obtained from an own culture were used, obtaining an acuso extract
under conditions similar to the usual consumption. The total phenol content was determined
using the Folin-Ciocalteu method. Characterized the extract, its antioxidant activity was
evaluated by the LDL oxidation test, obtained from a blood sample from three patients
without hyperlipidemia. Results: A statistically significant inhibition of LDL oxidation of the
extract and its respective control was evidenced in each of the samples (p
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EFECTO INHIBITORIO DE UN EXTRACTO ACUOSO DE HIBISCUS
SABDARIFFA LINN, EN LA OXIDACION DE LIPOPROTEINAS DE BAJA
DENSIDAD (LDL)

INTRODUCCION

Una de las plantas mas atractivas y populares en el mundo es Hibiscus
sabdariffa, perteneciente a la familia de las Malvaceas y conocida en varias partes del mundo

como rosa abisinia, roselle o flor de jamiaca !. Los calices son la parte principal de consumo y



comercializacion con un alto contenido de compuestos bioactivos (polifenoles) con amplia

actividad bioldgica entre los que destacan los flavonoides y antocianinas 2%. Los compuestos
polifendlicos son un grupo cercano a 8.000 sustancias que pueden ser clasificados de acuerdo
con su estructura. Entre los méas importantes estan los flavonoides, que poseen una estructura

basica C6-C3-C6, las antocianinas, catequinas y epicatequinas >.

Entren las diversas propiedades destacan su efecto antimicrobiano, antiinflamatorio,
hipoglicemiante, anticancerigeno y su conocida su capacidad de disminuir el perfil de lipidos

séricos (89). por otra parte lipoproteinas de baja densidad (LDL); es avalada por estudios
epidemioldgicos y de intervencién como mejor predictor de la enfermedad cardiovascular y
coronaria que el colesterol total (CT) (10-11) Sobre estas evidencias se han apoyado las guias
de practica clinica, donde se considera el LDL como el objetivo terapéutico principal y se

establece en funcién del nivel de riesgo del paciente, un nivel objetivo definido!?.

Por lo expuesto anteriormente el objetivo del estudio consistid en evidenciar el efecto
inhibitorio de un extracto acuso de H. sabdariffa, en la oxidacion de LDL, evaluando de esta
forma la capacidad antioxidante que tiene los compuestos presentes en los calices de esta
planta.

MATERIALES Y METODOS

Los calices de H. sabdariffa, fueron obtenidos de plantaciones propias por los investigadores,
ubicada especificamente en el sector Coropo, Santa Rita del estado Aragua Venezuela
JunioDiciembre de 2019. Estos fueron deshidratados y almacenado libre de humedad, hasta
su analisis en el Laboratorio de Metales Pesados y Solventes Orgdnicos de la Universidad de
Carabobo, sede Aragua (Figuras 1y 2).
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Figuras 1 y 2. Material vegetal empleado en el estudio (calices de H. sabdariffa)
Fuente: Elaboracion de los autores

Extracto acuoso y muestra bioldgica

Los extractos se prepararon con 2,5 g de célices secos y 100 mL de agua destilada. Se dejé



hervir por 15 min, se separd el i quido de los calices por decantacion y la extraccion se repitid
en las mismas condiciones por triplicado. Los extractos se filtraron con papel Whatman No. 4y

se aford a 200 mL con agua destilada 13.

SSe realizd la extraccion sanguinea, previa asepsia y empleando un tubo de tapa morada con
acido eltilendiaminotetraacético (EDTA) sellado al vacio con aguja vacuntainer. Estas muestras
fueron obtenidas de tres pacientes ambulatorios que acudieron al Laboratorio de Metales
Pesados y Solventes Organicos por examenes de hematologia completa y quimica sanguinea,
a los cuales se les explicd el propdsito de la investigacion obteniendo asi su consentimiento
infirmado aprobado por el Consejo Técnico del Centro de Estudio en Salud de los
Trabajadores (CEST-UC), fundamentado bajos los criterios bioéticas. Los tres participantes
estaban en ayunas de menos 8 h, y se verificd que no presentaran hipercolesterolemia.

Determinacion de fenoles totales

La determinacion de fenoles se realizd por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. 50 L
de muestra fueron adicionados a 125 L del reactivo de Folin, y 400 plL de carbonato de sodio
7.1% (p/v), completandose con agua destilada hasta 1 mL. Este procedimiento se realizd por
guintuplicado. Seguidamente se prepararon 5 patrones de concentracién de 50, 100,150, 200
y 250 pg/mL, a partir de una solucién patrén madre de Acido Galico (fenol) de concentracién
500 pg/mL. Por ultimo realizdé la lectura a 760 nm empleando el equipo de absorcion
molecular Génesis 20 (Thermo Scintific). Los resultados se expresaron como mg de GAE / g de

material vegetal (MV) 14.
Ensayo de oxidacion de LDL

Para evidenciar la inhibicion de la oxidacién de LDL se procedié de acuerdo a lo propuesto
por Zhang y cols. 2001 y modificada por Ruiz y cols.2006 (7,8). Los tubos se agitaron con un
vortex y llevados a una temperatura de 2 °C du rante 15 min, para luego se nuevamente
agitados y centrifugados a 5000 rpm a 4 °C durante 5 min. El sobrenadante que corresponde
al plasma se transfirid volumétricamente a un tubo falcon estéril de 15 mL y se adiciond el
reactivo precipitante (acido fosfotungstico 500 mM vy cloruro de magnesio 500 mM) en
relacion 2:1 v/v con el plasma obtenido. El reactivo precipitante y el plasma se agitaron
durante 2 min en vortex y posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm a 4 °C durante 10 min.
El sobrenadante obtenido (LDL) este se con buffer de fosfatos 10 mM y 0,16 M de NaCl, pH 7.4
hasta 100 mL. Seguidamente se llevd a cabo la oxidacion de las LDL que consistié en tomar
115 pL de solucion de LDL, 100 pL de extracto acuoso con buffer de fosfatos, 235 L de buffer
de fosfatos salino y 50 pyL de CuSO4 100 puM, el cual actua como oxidante de las LDL (control).
La mezcla se agitd en vortex durante 2 min y luego se incubd a 37 °C en agitacion durante 8 h.
Para detener la oxidacion las muestras fueron transferidas por una columna de Sephadex
G-50, tomando 550 pL del eluido y 500 pyL de &cido tricloroacético (ATA) 25 % p/v. Posteri
ormente se adicionaron 500 L de acido tiobarbiturico 1% p/v. Se agité nuevamente en vortex
durante 1 min y se incubd a 95 °C por 1 h en oscuridad. Posteriormente se dejo enfriar
durante 1 h, en oscuridad a temperatura ambiente (25 °C) y se centrifugd a 5000 rpm durante
5 min. Se realizé una curva de calibracion del método de sustancias reactivas al acido
tiobarbitdrico (TBARS) y se utilizdé como estandar 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) en



concentraciones de 0,5 a 10 yM. Se midieron las absorbancias de las muestras y patrones y los

resultados se expresados como pg TMP/100 g de MV 216,
Andlisis estadistico

Todas las determinaciones de las muestras y de los controles se realizaron por triplicado. Para
comparar cada efecto del extracto respecto a su control de cada paciente, se aplicod un analisis
de varianza de dos vias con interaccidon (ANOVA), usando el programa Statistix 9.0 para
Windows.



RESULTADOS

Previo a la evaluacion de la actividad antioxidante, se determind la concentracion de fenoles
totales del extracto, obteniendo una media de 9,81 mg de GAE / g de material vegetal (MV),
semejante a lo reportado en diversos estudios de caracterizacion de este tipo de material
vegetal. En relacion al ensayo de oxidacion de LDL, se evidencié que en todos ensayos hubo
diferencia significativa cuando se compard el extracto con su correspondiente control (p
=0,034: Extracto y Mp1-Control; p =0,026: Extracto y Mp2-Control; p =0,029: Extracto y Mp3-
Control 3).
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Figura 3. Efecto del extracto acuso de H. sabdariffa en la inhibicién de la oxidacién de LDL.

*Barras de igual color y letra diferente indican diferencia significativa (p<0,05).
Mp = muestra paciente
Fuente: Elaboracion de los autores

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este estudio se propuso evaluar la capacidad antioxidante de un extracto acuso de H.
sabdariffa por medio de la inhibicion de la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL).
En tal sentido se evidencio que, para cada uno de los ensayos con las muestras obtenidas de
pacientes sin hiperlipidemia, el extracto mostré una actividad inhibitoria comparable a lo
reportado por otros estudios en los cuales han evaluado extractos como de té vede y de

diversas frutas tropicales!'”-20 . A diferencia lo realizado en esta investigacién, otros autores
han evaluado in vivo el efectos hipolipemiante al suministrar extractos de H. sabdariffa
cateterizados y proporcionado en dosis controlados, evidenciado una disminucion significativa

no solo de las LDL, si no también del colesterol total, triglicérido 21-23



Un aspecto importante a resaltar es que la capacidad antioxidante de cualquier extracto, sea
cual sea su origen estd condicionada por diversos factores como internos y externos que
afectan la calidad y cantidad de los compuestos fendlicos en las plantas, como la diversidad
genética (variedad y origen de la muestra), etapa de madurez, variables ambientales

(intensidad de la luz, clima, temperatura, uso de fertilizantes) 1324 .

Por ultimo los reportes a nivel mundial sugieren que los compuestos fendlicos en H. sabdariffa
proporcionan suficiente evidencia de que este tipo de extracto puede ser un coadyuvante en

el tratamiento de la hiperlipidemia en personas con obesidad 2°.
CONCLUSIONES

El consumo de bebidas a base de célices de H. sabdariffa o su incorporacién como aderezo en
las comidas representa una excelente forma de consumir compuestos bioativos que
benefician a la salud. Es evidente que su alto contenido en fenoles totales esta relacionada
con su capacidad antioxidante, en este caso en la inhibicién de las LDL. Este estudio
representa el primero en Venezuela que evallua un extracto de H. sabdariffa a través de este
método bioldgico, lo que impulsa a evaluar otros extractos y comparar asi su efecto con lo
hallado en esta investigacion.
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