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RESUMEN

Objetivo: Determinar si el extracto acuoso de flores de Hibiscus sabdariffa “flor de
Jamaica” tiene efecto hipotensor en Rattus rattus var albinus con hipertension
inducida con L-NAME.

Materiales y métodos: Se realizé un estudio con disefio experimental, utilizando
28 ratas, distribuidas aleatoriamente en 4 grupos (L-NAME+HS-250mg/kg, L-
NAME+HS-500mg/kg, L-NAME vy control INACTIVO). Luego del periodo de
adaptacion, fueron inducidos con L-NAME (40mg/kg), a los grupos tratamiento se
le administré el extracto de Hibiscus sabdariffa (HS) a las dosis indicadas durante
4 semanas. Se midié6 semanalmente la presion arterial (mmHg) y el peso (g) de
cada espécimen. Finalmente, el analisis de los datos se realiz0 utilizando el analisis

multivariado de medidas repetidas, analisis de varianza y el test de Tukey.

Resultados: El extracto de HS a dosis de 500mg/kg mostré6 mayor reduccion de la
presion arterial sistélica y diastdlica (PAS y PAD), que a dosis de 250mg/kg
respecto al grupo L-NAME; asimismo, se evidencié que el comportamiento de la
PA a lo largo de la administracion fue inestable, siendo mayor en la PAD del grupo
L-NAME+HS-250mg/kg. También, hubo diferentes tendencias de la PAS con las
pruebas de Traza de Hotelling (p=0.036 <0.05) y Raiz maxima de Roy (p=0.002
<0.05). Finalmente, se encontré diferencia entre los grupos en cuanto a la PAS
(p=0.002, <0.05) como la PAD (p=0.005, <0.05) evidenciandose el efecto
hipotensor de HS.

Conclusion: El extracto acuoso de flores de Hibiscus sabdariffa a dosis de
500mg/kg tiene efecto hipotensor significativo sobre Rattus rattus var albinus con

hipertension inducida con L-NAME.

Palabras claves: Hibiscus sabdariffa, hipertension arterial inducida, L-NAME, NC¢-

nitro-L-arginina metil éster, ratas.



ABSTRACT

Objective: To determine whether the aqueous extract of Hibiscus sabdariffa "flor
de Jamaica" flowers has a hypotensive effect on Rattus rattus var albinus with L-
NAME-induced hypertension.

Materials and methods: A study with an experimental design was carried out using
28 rats, randomly distributed in 4 groups (L-NAME+HS-250mg/kg, L-NAME+HS-
500mg/kg, L-NAME, and INACTIVE control). After the adaptation period, they were
induced with L-NAME (40mg/kg), and the treatment groups were administered
Hibiscus sabdariffa (HS) extract at the indicated doses for 4 weeks. The blood
pressure (mmHg) and weight (g) of each specimen were measured weekly. Finally,
data analysis was performed using repeated measures multivariate analysis,

analysis of variance, and Tukey's test.

Results: HS extract at a dose of 500mg/kg showed a greater reduction in systolic
and diastolic blood pressure (SBP and DBP) than at a dose of 250mg/kg with
respect to the L-NAME group; also, it was evident that the behavior of BP throughout
the administration was unstable, being higher in DBP in the L-NAME+HS-250mg/kg
group. Also, there were different SBP trends with Hotelling's Trace (p=0.036 <0.05)
and Roy's Maximum Root (p=0.002 <0.05) tests. Finally, differences between
groups were found in SBP (p=0.002, <0.05) and DBP (p=0.005, <0.05), evidencing
the hypotensive effect of HS.

Conclusion: The aqueous extract of Hibiscus sabdariffa flowers at a dose of
500mg/kg has a significant hypotensive effect on Rattus rattus var albinus with L-
NAME-induced hypertension.

Keywords: Hibiscus sabdariffa, induced arterial hypertension, L-NAME, N&-nitro-L-

arginine methyl ester, rats.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, las enfermedades no transmisibles representan un amenaza para
la salud, siendo la hipertension arterial (HTA) la patologia considerada como una
de las principales causantes de discapacidad y responsable de la muerte de 8,5
millones de personas en el mundo por accidentes cerebrovasculares (ACV),

cardiopatia isquémica y enfermedad renal (1).

Segun las estimaciones de la Organizacion mundial de la Salud (OMS), en el afio
2019, existieron 1 280 millones de pacientes con diagnostico de HTA, de los cuales
720 millones no recibieron tratamiento (2). Asimismo, en la region de las Américas,
se registraron: 250 millones de personas con esta condicion médicay 1,6 millones
de fallecimientos por afio, siendo los adultos (30-79 afios) los mas afectados (3).
Mientras tanto, a nivel nacional, segun la encuesta demografica y de salud Familiar
se han detectado 5,5 millones de personas que sufren de HTA con una tasa de
mortalidad de 3,1 por cada 100 000 habitantes (4). De ellos, aproximadamente el
60% recibe tratamiento, de los cuales un 54,4% se han adherido correctamente
(5,6).

Pese a los avances en el diagnéstico y tratamiento, se sigue manteniendo una
prevalencia elevada de la HTA. A nivel mundial, fue de 32% en mujeres y 34% en
hombres. A nivel regional, la HTA en los adultos tuvo una prevalencia de 35,4%
siendo mayor en hombres que en mujeres con 37,6 y 33,3% respectivamente. En
el Perq, la prevalencia de HTA tanto para mujeres como para hombres fue de 18 y
23% respectivamente; y para La Libertad fue de un 15% (2,7).

La baja adherencia al tratamiento antihipertensivo ha sido uno de los factores para
gue, en el mundo, menos de una de cada cuatro mujeres y uno de cada cinco
hombres mantengan una presién arterial (PA) en rangos normales y que, a nivel
regional, tres de cada cinco personas en tratamiento se mantengan con una PA
menor de 140/90 mmHg. Esta problematica, conlleva a una mala evolucién de la
enfermedad, aumenta el riesgo de morbimortalidad asi como la tasa de

hospitalizacion (8).



Los datos epidemiolégicos han mostrado que uno de los determinantes de la no
adherencia al tratamiento, son las reacciones adversas a los medicamentos (RAMSs)
gue ponen en peligro la vida, llegando a afectar entre 10 a 15% de la poblacién (9).
Uno de los farmacos antihipertensivos sugeridos por las guias para el manejo inicial
de la HTA, son los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA),
los cuales pueden causar RAMs como tos seca (no productiva, persistente y
repetitiva), hipotension, hiperpotasemia, mareos, entre otros; los cuales se
presentan con mayor frecuencia en el orden descrito (10). Siendo la tos seca, la
manifestacion clinica mas predominante, que se presenta en 20% de los pacientes
(11).

En ese contexto, surge como alternativa el uso de la Medicina tradicional
complementaria (MTC), la cual es empleada en la atencién primaria de salud en los
paises en desarrollo. Segun la OMS el 80% de la poblacion hace uso de ella de
manera empirica; muy similar a lo que ocurre en el Perd, donde el 70% emplea
plantas medicinales herbaceas y el 76% de los pacientes refieren estar dispuestos
a recibir un tratamiento alternativo por parte de su médico (12).

Dentro de la amplia gama de plantas medicinales con propiedades
antihipertensivas, Hibiscus sabdariffa (HS) parece ser una alternativa ideal por su
historial de seguridad tras la administracion oral subaguda y por los datos sobre
toxicologia que respaldan su uso a dosis moderadas (13). En relacién a ello,
algunos estudios muestran que la toxicidad oral se alcanza a dosis mayores de
2000 mg/kg del extracto acuoso; también se evidencio que la administracién aguda
y subaguda (durante 28 dias) de HS a dosis menores de 500mg/kg no alterd los
parametros hematologicos, bioquimicos ni histologicos de las ratas en estudio; pero
si al administrarse de manera cronica (durante 90 dias), hubo un aumento en la

concentracion de la creatinina, urea, globina y del indice aterogénico (14).

La importancia de esta investigacion se sustenta en la busqueda de preparados de
productos herbaceos basado en la MTC, que conduzcan al logro de efectos
beneficiosos a nivel cardiovascular, considerando que posee algunas ventajas
frente a la medicina convencional como su menor costo, bajo riesgo de presentar

RAMs y accesibilidad por la poblacién en general (15). Estas investigaciones
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pueden realizarse en modelo de animales hipertensos pequefios como la rata que
ofrece mas ventajas que los modelos grandes (cerdos y primates), tal como su baja
rentabilidad, facil manipulacion, disponibilidad y ser derivado de una reproduccién
exogamica (animales no consanguineos) que representan a la variabilidad
genética, comportandose como modelos ideales para las investigaciones
biomédicas (16,17,18).

Salem et al.,, (2022) realizaron un estudio comparativo de los potenciales
antihipertensivo y cardioprotector de extractos acuosos frios y calientes de Hibiscus
sabdariffa en relacion a sus perfiles metabdlicos, con el objetivo principal de
especificar el mejor método de extraccion de los metabolitos del HS y confirmar sus
capacidades antihipertensivas. Para ello, disefiaron un experimento con 7 grupos
conformado por 5 ratas cada uno y distribuidos aleatoriamente; al grupo 1 se
administré solucion salina, al grupo 2 y 3 se dio el extracto acuoso frio y caliente a
dosis de 250mg/kg respectivamente; los siguientes grupos recibieron L-NAME, al
grupo 5 se le afiadié captopril, al grupo 6 y 7 extracto acuoso de HS frio y caliente
respectivamente, durante 4 semanas. Al final del experimento realizaron el analisis
estadistico con la prueba ANOVA seguido de TUKEY, demostrando que el extracto
acuoso de HS. caliente tuvo mayor poder inhibitorio de la ECA y reduccion de la PA
mas significativa, aunque ambos extractos redujeron significativamente la presion

arterial sistélica en comparacion al grupo L-NAME (19).

Ellis et al., (2022) realizaron una revision sistematica de los efectos de HS sobre la
presion arterial, con el objetivo de comparar su efectividad con otros tratamientos
farmacoldégicos, usando articulos encontradas en diversas bases de datos,
limitando la investigacion a ensayos controlados aleatorios; ademas de una meta-
regresion, cuyos datos obtenidos fueron analizados mediante REVIEW Manager
5.3.5. Al finalizar la busqueda, analizaron los datos de 17 ensayos, encontrandose
que, HS. logré efectos mas potentes sobre la PAS que el placebo, la disminucion
de la PA fue mayor en las que presentaron PA elevada desde el comienzo del
estudio, ademas tuvieron una disminucion significativa de los niveles de
lipoproteinas de baja intensidad (LDL) al compararlos con otros tés y placebo. No
encontraron evidencia sobre toxicidad en los estudios con roedores, pero si sobre

la interaccidn con otros medicamentos como la hidroclorotiazida, el cual elevd
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significativamente el volumen de orina, con el riesgo de aumentar la deshidratacion;
lo cual demuestra que HS es seguro y bien tolerado, pero requiere mas estudios

para encontrar la dosis y tiempo de consumo adecuados (20).

Ahad et al., (2020), realizaron un ensayo clinico en el que plantearon “determinar
el efecto de H. sabdariffa (HS) y Z. officinale (ZO) sobre la capacidad
antihipertensiva y la farmacocinética del Losartdn en ratas con hipertension
inducida”. Se dividieron aleatoriamente 15 ratas en 3 grupos, al primero se
administré solo L-NAME (40mg/kg), al segundo y tercero se afiadié HS (250mg/kg)
y ZO (75mg/kg) respectivamente por 14 dias. En el dia 15, se administré dosis Unica
de losartan (10mg/kg) a todos los grupos. Finalizado el estudio, los datos se
analizaron mediante la prueba T no pareada, demostrando que las ratas que
recibieron L-NAME+ HS (250mg/kg) mas Losartan y las que recibieron L-NAME
+Z0 (75mg/kg) redujeron significativamente la presion arterial sistélica en 16,2% y
14.88% respectivamente; y la presion diastdlica en un 14.82% y 17.52%
respectivamente; determinandose que en ambos grupos hubo un aumento
significativo de la concentracion plasmatica de Losartan, lo que demuestra que es
posible una interaccion positiva. Por lo tanto, este estudio permite conocer la
capacidad antihipertensiva de la flor de Jamaica a dosis de 250mg/kg, la cual
genera un efecto significativo sobre reduccién de la presion arterial; sin embargo

no tuvo un efecto importante sobre la frecuencia cardiaca (21).

Nurfaradilla et al., (2019) realizaron un ensayo para determinar el efecto del extracto
de HS sobre la capacidad hipotensora del Captopril en ratas con HTA inducida por
clipaje de la arteria renal. Para ello, utilizaron 42 ratas, distribuidas aleatoriamente
en 7 grupos. El grupo 1 fue el control normal (ratas con operacion simulada sin
tratamiento), las demas ratas fueron operadas y se les secciond la arteria renal
izquierda con microclip. De modo que el grupo 2 sirvié de control negativo, el grupo
3 recibié Captopril oral (4.59/2009); el grupo 4 solo HS (150mg/kg), y a los grupos
5,6 y 7 se les afadio Captopril y HS a dosis de 75 mg/kg, 150 mg/kg y 300 mg/kg
respectivamente durante 2 semanas;. llevando un control semanal de la PA. Los
resultados se evaluaron estadisticamente mediante el analisis de varianza ANOVA.
Los resultados muestran un aumento progresivo de la PAS y PAD en las ratas con

clipaje renal, y una disminucion significativa de la PAS y PAD en todas las ratas con

12



2 semanas de tratamiento en comparacion con el grupo control negativo, asimismo
mostraron una reduccién mayor en la PAS del grupo Captopril en comparacion con
el grupo 4 (solo HS). No obstante, la coadmistracién de farmaco-planta no indujo
una mayor disminucién en comparacion al grupo 3: concluyéndose que la
coadministracion del extracto de HS no afecta significativamente la accion
hipotensora de Captopril ni sobre los biomarcadores del SRAA; pero se evidencid

su efecto hipotensor al admistrarse solo (22).

Da-Costa-Rocha et al., (2014) realizaron una revision fitoquimica y farmacolégica
de HS con el objetivo de sintetizar y analizar toda la evidencia disponible. Dividieron
el contenido en 8 apartados donde recopilaron informacién sobre: la descripcion
botanica, uso, fitoquimica, actividades biol6gicas y farmacoldgicas, seguridad,
aplicaciones cientificas y datos complementarios, permitiendo identificar los
constituyentes bioactivos responsables de su capacidad antihipertensiva
(antocianinas y flavonoides). En cuanto a la actividad hipotensora, demostraron que
a una dosis entre 125-500 mg/kg existe una reduccion de PAS y PAD, asi como de
la frecuencia cardiaca (FC). No obstante, evidenciaron que la aplicacion oral del
extracto acuoso de HS a dosis altas de 1150-4600mg/kg indujo toxicidad testicular

en las ratas (13).

Ojeda et al., (2010) aislaron y caracterizaron a los componentes responsables de
la inhibicion de la actividad de la ECA contenidos en los calices de HS. Para ello,
utilizaron ECA de pulmoén de conejo, espectros de RMN para las antocianinas,
sistema de mddulo de separaciones water 2695, antocianinas extraidas de los
cdlices de HS de los cuales aislaron 2 componentes caracterizados como:
delfinidina y cianidina-3-0-sambubidsidos. El analisis estadistico con la prueba T de
student mostré inhibicién de la actividad de la ECA por los compuestos obtenidos
de la fraccion de las antocianinas: delfinidina-3-0-sambubiésido 1 y cianidina-3-o-
sambubiésido 2, lo cual conllevd a conocer el mecanismo por el cual se genera el

efecto hipotensor (23).

En relacion a a fisiopatogenia de la HTA, generado por la disminucion del oxido
nitrico (ON), Ahad et al., (2020) encontraron que L-NAME (analogo de L-arginina),

es el mas utilizado en el modelo de ratas, el cual esta asociado con cambios en la
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estructura y funcion renal. La evidencia encontrada, muestra que las lesiones
vasculares se presentan 5 dias después de la administracion de L-NAME a dosis
mayores de 5 mg/kg/dia, esto se contrasta con los estudios de Mohammad et
al.,(2020) quienes demostraron que la administracion de L-NAME a dosis de 40
mg/kg por un periodo de 2 semanas indujo HTA exitosamente en ratas inicialmente
normales (21,24).

Las razones que motivaron a realizar el estudio de la capacidad antihipertensiva de
Hibiscus sabdariffa (HS) se centraron en brindar una alternativa de manejo de la
HTA, la cual ha sido ineficaz, conllevando a la mala evolucion de la enfermedad y

desencadenando mayor riesgo de morbimortalidad (25).

En el ambito social, este estudio podria sumarse a los esfuerzos del Centro
Nacional de Salud Intercultural (CENSI), el cual trabaja para integrar la MTC al
sistema convencional, realizando acciones orientadas a la promocion del uso
seguro de las plantas medicinales a la poblacion en general (26). Asimismo, podria
beneficiar a los pequefios y medianos agricultores mejorando sus ingresos, dado
gue algunas investigaciones han mostrado que el cultivo de HS es rentable debido
a sus propiedades y caracteristicas, aunque requeririan ser capacitados por

especialistas (27).

En el ambito regional, el estudio de la capacidad antihipertensiva de HS podria
generar un interés en la comunidad cientifica por realizar nuevas investigaciones
tanto en esta planta como en otras que poseen propiedades beneficiosas para el
ser humano (13).

Por ello, el presente trabajo pretende generar evidencia cientifica para que dicha
planta medicinal sea utilizada de manera correcta, con rangos de dosis donde no
se haya evidenciado efectos toxicos, y para que sea utilizada como antecedente
preclinico de otros estudios, y quiza en un futuro pueda formar parte de un modelo
de tratamiento. Para lograrlo, esta investigacion se plante6 como objetivo
determinar si el extracto acuoso de flores de Hibiscus sabdariffa tiene efecto

hipotensor en Rattus rattus var albinus con HTA inducida con L-NAME.
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2. ENUNCIADO DEL PROBLEMA

¢ Tiene el extracto acuoso de flores de Hibiscus sabdariffa “flor de Jamaica” efecto

hipotensor en Rattus rattus var albinus con hipertension inducida con L-NAME?

3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general:

- Determinar si el extracto acuoso de flores de Hibiscus sabdariffa “flor de
Jamaica” tiene efecto hipotensor en Rattus rattus var albinus con hipertension

arterial inducida con L-NAME.

Objetivos especificos:

- Determinar el efecto hipotensor que ejerce el extracto de Hibiscus sabdariffa a
diferentes dosis sobre la presion arterial en los especimenes del experimento
en estudio.

- Comparar el comportamiento de la presion arterial obtenida como resultado de
la aplicacion del extracto acuoso de flores de H. sabdariffa a diferentes dosis,
en relacion a la presién arterial del grupo control.

- Analizar la presion arterial sistélica y la presion diastolica como resultado de la
aplicacién del extracto acuoso de H. sabdariffa a diferentes dosis en relacion al

grupo control.

4, HIPOTESIS

Hipotesis nula [Ho]:

El extracto acuoso de flores de Hibiscus sabdariffa “flor de Jamaica” no tiene efecto

hipotensor significativo sobre Rattus rattus var albinus con hipertension arterial
inducida con L-NAME.
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Hipo6tesis alternativa [H1]:
El extracto acuoso de flores de Hibiscus sabdariffa “flor de Jamaica” tiene efecto
hipotensor significativo sobre Rattus rattus var albinus con hipertension arterial
inducida con L-NAME.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Disefio del estudio
Tipo de investigacion: Investigacion basica y experimental de serie cronolédgica

con preprueba, con varias pospruebas.

Linea de Investigacion: Enfermedades no transmisibles

DISENO
Gl: O1 - LX1- O2 - O3 - 04 - Os
G2: O - LX2- O7 - 0Os - Og - Ou1o
G3: Ou1- L - O12 - O13- O1sa - Os1s5
G4: Os16 - O17 - Oig - O19 - O20
Donde:

Ga, 2: Grupo experimental formado por Rattus rattus var albinus con HTA inducida
con L-NAME, a las cuales se administra extracto acuoso de HS a diferentes dosis.
Gs: Grupo control formado por ratas con HTA inducida con L-NAME.

Ga: Grupo control inactivo formado por ratas sanas no manipualadas.

X1,2: Tratamiento con extracto acuoso de Hibiscus sabdariffa “Flor de Jamaica” a
diferentes dosis administrado por 28 dias.

L: Induccién de HTA con NS-nitro-L-arginina metil éster durante 28 dias

01, Os, O11, O16: Registro de la presion arterial previo al tratamiento.
O2,03,04,0s5,07,0s8, 09, O10, O12, 013,014, O15, O17, O18 O19, O20: Registro semanal de
la presion arterial durante el experimento.
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5.2. Poblacion, muestray muestreo

Poblacién: Estuvo formada por Rattus rattus var albinus, machos, de 3 meses de

edad, con un peso de 280+50 gramos (g), normotensas, procedentes del Bioterio

de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Truijillo

(UNT).

Unidad de analisis: Las ratas con hipertension inducida con L-NAME, tratadas con

extracto acuoso de flores de Hibiscus sabdariffa.

Muestreo probabilistico: La seleccion de las ratas se realizé de forma aleatoria,

se distribuyeron 7 unidades experimentales por grupo.

El valor fue determinado por la formula estadistica:

2 2
N= (Za/2+Z[) 20

(Ki- Xz) 2
Donde:

Z a/2 =1.96; para un nivel de confianza del 95%
ZB =0.84; para una potencia de prueba del 80%
x1=18.21 (10)

X2=19.17 (8)

0 =0.64 (8)

Reemplazando datos, se obtuvo:

n=6.97; por lo tanto, se utilizé 7 unidades muestrales por cada grupo.

5.3. Definicién operacional de variables

Se muestra en la tabla a continuacion.
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Tabla 1

Operacionalizacion de variables.

DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLES INDICADOR .
CONCEPTUAL | OPERACIONAL MEDICION
Dos dosis de
. Elaboraciéon de | extracto acuoso
) Sustancia que
Independiente _ dos de HS:
contiene
Extracto formulaciones a o
compuestos Cuantitativa
acuoso de | _ base de flor de | 1° 250 mg del i
. bioactivos de la _ de razon
Hibiscus . Jamaica con | extracto de
_ flor de Hibiscus |
sabdariffa _ diferentes HS/kg de peso
sabdariffa _
concentraciones
2° 500 mg/kg
Accion que _,
] Obtencion de la _
_ ejerce una . ~ | cuatro registros
Dependiente _ presiéon arterial
sustancia o] semanales de o
Efecto o de los . ~ | Cuantitativa
_ agente quimico, i presion arterial )
hipotensor _ especimenes de de razon
con capacidad de los grupos de
) los grupos de _
de reducir la _ estudio
y _ estudio
presion arterial.
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5.4. Procedimientos y técnicas

Para lograr los objetivos trazados, la investigacion sigui6 el procedimiento que se muestra a continuacion.

PROBLEMA: HTA - HIPOTESIS - DISENO EXPERIMENTAL C:> EJECUCION

Alternativa

plantas medicinales E% e)t(trﬁ(_:tOtde HS tigne G1: O1 - LX1 - O2 - O3 - Os - Os 28 ratas distribuidos
efecto hipotensor sobre
ratas con HTA inducida | G2 Os - LXz - O7 - Os . Os - Ow en 4 grupos
T
G3: Om1 - L - O12 - O13 . O1s - Os1s
G4: O - O17 - O1s - O19 - O20
i - L A l l
: - y Y
Hibiscus sabdariffa Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(7ratas) (7ratas) (7ratas) (7ratas)
Administré Administré Administré No se administro
L-NAME + L-NAME + L -NAME ningun
HS-250mg/kg HS-500mg/kg - medicamento
Tiempo de vida semana 12 semana 13 semana 14 semana 15 semana 16 oz
(semanas) 1 ? 1 -
Fase { Adaptacion [ Experimental
w: Peso(g) W W w w w
PA (mmHg) PA PA PA PA PA
X: Eutanizacién X

<:: <:3 ANALISIS DE DATOS <:D RECOLECCION DE DATOS
ELABORACION DE INFORME
FINAL L ¥

El extracto acuoso de HS Calculo de las medias+DE, Registro de la presion

tiene efecto hipotensor analisis multivariado de arterial sistdlica vy
sobre ratas con HTA medias repetidas, ANOVA y diastdélica. Registro del
inducida con L-NAME test de Tukey peso de cada ejemplar

Figura 1. Procedimiento general de la investigacion.
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Obtencién de los animales de experimentacion.

Se obtuvieron 28 ratas machos del bioterio de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la UNT, de 3 meses de edad, que pesaban 280+50g, en buen estado
de salud, las cuales se alojaron en el mismo lugar, bajo control de la temperatura
ambiental de 20 a 25°C, adecuada ventilacion, ciclo de 12 horas de luz/12h de
oscuridad, en un ambiente con bajo ruido. Se mantuvieron en 6 jaulas (en grupos
de 5y grupos de 4 ratas), que fueron modificadas (caja organizadora plastica de
50x37.5x29.5cm, enmallado en la parte superior); ademas, se brindd alimento

(dieta estandar: ratina) y agua sin restricciones como se muestra en la anexo 1y 2.

El experimento se llevo a cabo siguiendo los procedimientos de la “Guia de manejo
y cuidado de animales de laboratorio del Instituto Nacional de Salud de Lima” y
tratadas teniendo en cuenta lo establecido en el reglamento de investigacion de la
Universidad Privada Antenor Orrego y tomando como referencia al Comité de ética

en investigacion de la Universidad de Murcia (28, 29,30).

Preparacion y distribucion de los animales de experimentacion.

A los especimenes se les brindé agua y alimento de acuerdo a sus requerimientos,
su cama estuvo formada de viruta de madera, en relacién a la limpieza y
desinfeccién de las jaulas se realiz6 dos a tres veces por semana con hipoclorito
de sodio 5% 10ml diluido en 100ml de agua, de los bebederos la limpieza y

desinfeccion fue diaria con detergente, escobilla y agua.

Bajo indicacion médica del veterinario, se procedid a desparasitar a cada rata con
Pracanex via oral a dosis de 0.2ml/animal (praziquantel: 20mg/kg, pirantelpamoato
55mg/kg) y ectonil topico (4 gotas en dorso). Pasaron por un proceso de adaptacion
de 8 dias antes de iniciar con el experimento, para verificar su estado de salud, se
procedié a tomar el peso y medir la presion arterial inicial. Las 28 ratas fueron
distribuidas en 4 grupos de 7 individuos cada uno utilizando los criterios al azar a

doble ciego como se muestra en el anexo 3y 4.
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Adquisicién de material vegetal y obtencion de la muestra.

Las flores de H. sabdariffa (Malvaceae); se obtuvieron de la industria Agroecolégica
de Tocache, ubicada en el departamento de San Martin; llevadas al laboratorio de
Biologia de la Universidad Privada Antenor Orrego (UPAQ), para su procesamiento.
Antes de iniciar con la obtencidén de la muestra y de cualquier otro procedimiento
se utiliz6 de manera correcta el equipo de proteccién personal (EPPS) para
disminuir los riesgos quimicos en el laboratorio y se verific6 que se encuentren

todos los materiales requeridos.

El primer paso consistio en lavar las flores de H. sabdariffa usando 5 litros de agua
destilada, luego, se deshidraté completamente en una estufa a una temperatura de
50 °C/48 horas, para ser trituradas en un mortero hasta obtener polvo muy fino, el

cual fue almacenado en frascos a temperatura ambiente y en oscuridad (Anexo 5).

Obtencion del extracto acuoso de las flores de Hibiscus sabdariffa.

Se realizdé en el “Laboratorio de investigacion en fisiologia y fisiopatologia del
Metabolismo de los Alimentos en la Ruta de la Investigacion Nutricional” de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNT, siguiendo los pasos de la
Farmacopea Nacional Argentina descrita en el ensayo sobre “Control de calidad
farmacobotanico y fitoquimico de Hibiscus sabdariffa” (31). El extracto acuoso de
HS al 10% se preparoé utilizando 25 gramos de polvo de flores de HS y 250 ml de
agua destilada, el cual se mezclé en un vaso de precipitado; colocandose sobre
una cocina eléctrica hasta alcanzar su punto de ebullicién, luego, se dej6 hervir por
15 min. Para la preparacion del extracto acuoso de HS al 20% se us6 50 g de polvo
de flores de HS y 250ml de agua destilada el cual recibié el mismo manejo que el

descrito anteriormente.

Cada preparacion obtenida fue filtrada en 2 momentos consecutivos, la primera a
través de gasas estériles y en un segundo momento a través del papel de filtro
Whatman N°40 estéril. Adicionalmente, se afiadié un volumen minimo de agua
destilada sobre el residuo presente en el filtro hasta completar 250ml, el extracto

acuoso obtenido se almacendé en frascos de vidrio.
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Este procedimiento se repitié cada semana y se guardé en un refrigerador para su

conservacion hasta su aplicacion (Anexo 6).

Adquisicién y preparacion L- NAME.

L-NAME (Sigma Aldrich) fue llevado al laboratorio de Farmacia y Bioquimica de la
UNT donde se mantuvo en una congeladora a una temperatura recomendada de
-20°C durante todo el experimento. Con ella se calculé la cantidad de L-NAME (mg)
y el volumen (ml) para cada animal, se procedié a pesar en una balanza analitica

las dosis requeridas por semana y finalmente se administré el farmaco.

Para los calculos respectivos se considerd lo siguiente: Solubilidad en agua
50mg/ml, dosis de aplicacion del L-NAME: 40mg/kg/dia y el peso promedio de las
ratas por semana (gramos). Por ende, para efectuar dichos célculos se usé el

siguiente procedimiento.

Primero se determino la cantidad de L-NAME en miligramos que le corresponde a
cada espécimen (32).

X(mg)=  W(q) x 40mg
1000 g
Donde:

X= cantidad de L-NAME en mg que se requiere para cada rata

W= peso promedio de las ratas en gramos

segundo, se calculo el volumen en mililitros que se administré a cada animal.

Y(ml)= X(mg) x ImL
50mg
Donde:

Y= volumen a administrar en mililitros

X= cantidad de L-NAME en mg que se requiere para cada rata

Se pes6 en una balanza analitica la cantidad total de L-NAME (mg) empleado para
cada dia de la semana. Los calculos se realizaron 1 vez por semana luego del
control del peso, en cuanto a la dilucion del L-NAME se llevo a cabo todos los dias
a las 7:00 horas seguidamente se procedié a la administracién del farmaco a cada

rata como se muestra en el anexo 7.
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Control de peso (g) de los animales y de la temperatura ambiental

Se realiz6 el registro del peso de cada espécimen en una balanza digital. El primer
control se realizé después del periodo de adaptacion, los siguientes registros se
realizaron 1 vez por semana, cada jueves a las 7:00 horas en ayunas como se

evidencia en la tabla 5.

El resultado del promedio de los pesos, se utilizo para el calculo de las
dosificaciones tanto de HS como de L-NAME, también para la evaluacion de su
estado nutricional. Respecto a la temperatura, con la finalidad de mantener las
condiciones estandar, se procedio a realizar la medida diaria de la temperatura a

través de un termémetro ambiental, el cual estuvo presente dentro del bioterio.

Medicidn de la presion arterial (mm HQ)

Se utilizdé un equipo electrénico para la medicion de PA de manera no invasiva
(Electronic  sphygmomanometer  CONTECO8A-VET) 'y un  brazalete
especificamente para rata, que posee un sensor que capta los valores de PA (en
mm Hg) en la region proximal de la cola el cual va conectado a un transductor de
pulso (33) Asimismo, la medicidén de la PA se realizé todos viernes a las 6:30 am
en orden mientras durd el experimento; no obstante, algunos especimenes que

tardaron en tranquilizarse se dejaron para el final de la intervencion.

Se coloc6 en un inmovilizador donde permaneci6 de 5 a 10 min, tiempo promedio
en que tardd el animal en tranquilizarse. A continuacion, se colocé el brazalete
alrededor de la cola y se dio inicio a la medicion de la PA, proceso que demoro de
1 a 3 min. En este contexto, se registro los valores de la PA en los formatos
establecidos (Tabla 4). El primer registro de la PA se realiz6 al terminar el proceso
de adaptacion, con la finalidad de verificar el estado de salud de las ratas como se

evidencia en el anexo 8.
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Registro de la presion arterial

Se registré la presion arterial sistolica y la presion arterial diastélica de los
especimenes en estudio. También se registrd la PAM, la cual se obtuvo al aplicar
la siguiente formula: PAM = PAD + 0,412 x (PAS - PAD) recomendada para este
tipo de estudios y empleada previamente por Abdel-Rahman et al., (2017) en su

ensayo clinico (34,35).

Disefio experimental

Se indujo a un estado de HTA a los 3 grupos de estudio tras la administracion de
L-NAME a dosis de 40mg/kg/dia, se suministr6 via oral, a través de una canula de
alimentacion para ratas (forma curvada, material de acero inoxidable, nUmero 18G,
longitud del tubo: 50mm+20mm y diametro del extremo distal o cabeza: 3 mm)

durante 28 dias consecutivos.

Se administré las dosis establecidas del extracto acuoso de HS por las siguientes
4 semanas a los 2 grupos experimentales. Al primero 250 mg/kg empleando el
extracto al 10% y al segundo grupo 500mg/kg empleando el preparado del extracto

acuoso de HS al 20%.

Al grupo 4 (grupo control inactivo), no se indujo a la HTA, tampoco se administro el
extracto de HS. Fueron tratadas en las mismas condiciones que los demas
ejemplares (agua, comida, lecho, adecuada ventilacion, condiciones de aseo y
preparacion), como parte de acondicionamiento, se colocaron en el tubo
inmovilizador 2 veces por semana durante 3 a 5 minutos. Al final de cada semana,
se registré el peso (g) y la PA (mmHg) de cada rata, este proceso se repitié durante

el tiempo que durd el experimento (anexo 9).

En cuanto a la administracion del extracto de HS, se tuvieron que realizar los

siguientes célculos:

Primero, se determing la cantidad de HS en miligramos que le corresponde a cada

espécimen del grupo experimental 1:
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Z(mg)= W(q) x 250mg
1000 g

Donde:
Z= cantidad de HS en mg que se requiere para cada rata.
W= peso promedio de las ratas en gramos

Segundo, se calcul6 la cantidad de HS en miligramos que le corresponde a cada
espécimen del grupo experimental 2:

Z(mg)=  W(g) x 500mg
1000 g

Donde:
Z= cantidad de HS en mg que se requiere para cada rata.

W= peso promedio de las ratas en gramos.

Tercero, se calculo6 el volumen en mililitros que se le administré a cada animal del
grupo experimental 1:

Y(ml)= Z(mg) x 250mL
25 000mg

Donde:
Y= volumen a administrar en mililitros

Z= cantidad de HS en mg que se requiere para cada rata

Cuarto, se calculo el volumen en mililitros que se le administré a cada animal del
grupo experimental 2:

Y(ml)= Z(mg) x 250mL
50 000mg

Donde:

Y= volumen a administrar en mililitros

Z= cantidad de HS en mg que se requiere para cada rata

Este célculo se realizé 1 vez por semana luego del control del peso, en cuanto al
extracto acuoso de HS, se extrajo cada dia de la refrigeradora del laboratorio de
Farmacia y Bioquimica de la UNT a horas 7:00am, seguidamente se procedio a la
administracion del extracto de HS a cada ejemplar como se muestra en el anexo
10.

En lineas generales, el procedimiento se llevo a cabo de la siguiente forma:
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- Grupo experimental 1 o Grupo HS-250: Conformado por 7 ratas a las cuales
se les administr6 L-NAME (40 mg/kg) + Hibiscus sabdariffa a dosis de 250
mg/kg/dia.

- Grupo experimental 2 o Grupos HS-500: Conformado por 7 ratas a las cuales
se les administr6 L-NAME (40 mg/kg) + Hibiscus sabdariffa a dosis de 500
mg/kg/dia.

- Grupo control o Grupo L-NAME: Estuvo conformado por 7 ratas a las cuales
sélo se le administré L-NAME a dosis de 40 mg/kg/dia durante 28 dias que duro
la fase experimental.

- Grupo control (inactivo): Estuvo conformado por 7 ratas sanas a las cuales no

se administroé ningn medicamento.

Eutanizacién de los especimenes

Después de 1 dia de haber culminado con el experimento, las ratas fueron
eutanizadas al aplicarle una sobredosis de un anestésico general. Para ello se
realizo el célculo con el Ultimo peso promedio de las ratas el cual fue de 328 g, a
continuacion, se aplico 0.3 ml de Halatal, equivalente al doble del valor como
anestésico a cada animal (Halatal 6,59 en 100ml / 1ml/2.5 kg de peso / via
intraperitoneal) finalmente al cabo de 1 a 3 minutos fallecieron, como se muestra

en el anexo 11.

5.5. Plan de andlisis de datos

Para la elaboracién de la base de datos se utilizo el paquete office Excel 2022 y
para el analisis de datos se utilizd el software SPSS version 26, calculando las
medias + desviaciones estandar de las presiones arteriales sistélica y diastélica en
el periodo de estudio. El efecto hipotensor del HS fue evaluado a través del tiempo
empleando el analisis multivariado de medidas repetidas (Traza de Hotelling, Raiz
Maximo de Roy; prueba de Mauchly), y en todo el periodo empleando analisis de
varianza (ANOVA) y el test de Tukey como prueba Post hoc de comparaciones

multiples. La significancia es considerada si p < 0.05.
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5.6. Aspectos éticos

El estudio se realiz6 aplicando los principios y las leyes que han sido establecidos
por “El Consejo Internacional de Organizaciones Médicas para la Investigacion
Biomédica con Animales” (36). Ademas, con permiso del Comité de Bioética de la
Universidad Privada Antenor Orrego mediante resolucion N°0052-2023-UPAO.

Considerando dichos principios, los especimenes fueron tratados con respeto,
permanecieron durante 5 semanas en el bioterio, bajo condiciones saludables,
pasaron por un proceso de adaptacion, la manipulacion se realiz6 con la ayuda de
un personal capacitado y bajo la supervision de una docente investigadora

especialista en la materia y utilizando los materiales adecuados.
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6. RESULTADOS

El efecto hipotensor del extracto de Hibiscus sabdariffa sobre la presién arterial

sistélica y diastdlica a lo largo de las cuatro semanas del experimento se muestra en
la figura 2. Las ratas del grupo 1 (L-NAME + HS-250mg/kg) y las del grupo 3 (L-NAME)
muestran en cierta manera mayor presion arterial sistolica, y las ratas de los grupos 2

(L-NAME + HS-500mg/kg) y grupo 4 (Control) presion mas baja, demostrando que,

con 500mg/kg del extracto acuoso de HS, hay un mayor efecto hipotensor tras la
administracion de L-NAME a las ratas, llegando a niveles de la PA de los ejemplares
del grupo control (sin induccién por L-NAME). Asimismo, se muestra que, la presion
arterial diastélica en el grupo 1 (L-NAME + HS-250mg/kg) presenta mayores

alteraciones que en los demas grupos, segun la figura 2.B.

A L-NAME + HS-250mg/kg ~ emmmmm|-NAME + HS-500mg/kg  emmmms| -NAME e CONTROL
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B L-NAME + HS-250mg/kg ~ emmmmm|-NAME + HS-500mg/kg  emmmms|-NAME e CONTROL
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S
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; ]
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Tratamiento (Hibiscus sabdariffa)

Figura 2. Efecto hipotensor del extracto acuoso de HS sobre la presion arterial.
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El comportamiento de la presion arterial en las ratas a las 13, 14, 15y 16 semanas se
proporciona en la tabla 2. La induccion de HTA en las ratas con L-NAME, vario de
126.9 + 20.4 mmHg en la semana 13 a 125.3 £ 20.4 mmHg en la semana 16 en lo que
corresponde a la presion sistélica; y de 100.9 + 16.6 mmHg a 88.0 £ 15.1 mmHg en la
presion diastélica en el mismo periodo, pero con altibajos. El efecto hipotensor
permanece si a las ratas inducidas a HTA se le administra HS-250mg/kg, presentando
en las semanas 13 y 16, 123.9 + 9.9 mmHg a 116.9 + 10.1 mmHg en la presion
sistolica, y 98.9 £ 9.5 mmHg a 88.4 £ 13.9 mmHg en la presion diastélica. En cambio,
con HS-500mg/kg después de la induccion con L-NAME, la presion arterial sistolica
varia de 100.6 £ 9.5 mmHg en la semana 13 a 101.7 £ 12.7 mmHg en la semana 16,
muy similar a las del grupo control, que no fue inducido, con presiones de 101.3 + 8.7
mmHg y 103.4 + 8.7 mmHg en las semanas indicadas La prueba multivariada de la
Raiz mayor de Roy que compara la tendencia de PAS durante el periodo de la
investigacion muestra diferencia entre los grupos (p=0.027 < 0.05), sin embargo, la

diferencia no fue confirmada por la prueba de la Traza de Hotelling (p=0.162 > 0.05).

Tabla 2
Comportamiento de la presion arterial obtenida por aplicacion del extracto acuoso de

flores de Hibiscus sabdariffa a diferentes dosis.

Presion arterial sistélica Presion arterial diastolica
Edad (semanas) Edad (semanas)

GRUPO 13 14 15 16 13 14 15 16
L-NAME + HS- Media 123.9 121.4 134.0 1169 989 834 106.7 88.4
250mg/kg DS 99 168 10.7 10.1 95 177 144 139
L-NAME + HS- Media 100.6 107.6 100.3 101.7 783 859 79.0 76.3
500mg/kg DS 148 14.1 59 127 146 124 106 139
Media 126.9 122.3 124.1 125.3 1009 94.6 1029 88.0
L-NAME DS 20.4 244 238 243 166 243 221 151
Media 101.3 99.3 1014 1034 777 773 784 77.9
CONTROL DS 8.7 86 12.0 8.7 10.2 10.0 9.6 7.9
Traza de Hotelling F= 1516 p= 0.162 F= 2177 p= 0.036
Raiz mayor de Roy F= 3,627 p= 0.027 = 7,007 p= 0.002

Fuente: Base de datos IBM SPSS Statistics V26.

o
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En forma similar, la tabla 2 compara la tendencia de la presion diastélica a lo largo de
las cuatro semanas. El grupo que fue inducido con L-NAME muestra alteraciones
oscilantes de la presion diastolica, pero mas evidentes se observan en el grupo 1 (L-
NAME + HS-250mg/kg), con aumentos y disminuciones bruscas, por debajo o por
encima del grupo 3 (L-NAME), no siendo claro el efecto hipotensor que se logra con
HS-250mg/kg; pero el efecto hipotensor es mejor con HS-500mg/kg, siendo similar el
comportamiento con la presién diastélica del grupo control, como ocurre con la presion
sistolica, mostrado en la figura 2. Las diferentes tendencias de la presion sistdlica entre
los grupos, se evidencia con las pruebas de la Traza de Hotelling (p=0.036 < 0.05) y
Raiz maxima de Roy (p=0.002 < 0.05). El analisis multivariado fue complementado
con un analisis univariado, validado por la prueba de Mauchly, tanto en el analisis de

la presion sistdlica (p=0.364 > 0.05) como de la presion diastdlica (p=0.623 > 0.05).

La tabla 3, muestra las presiones arteriales sistélicas y diastolicas medias, con sus
correspondientes desviaciones estandar, en cada uno de los grupos. Las presiones
medias son de todo el periodo (cuatro semanas). El andlisis de varianza realizado
indica que hay diferencia entre los grupos en cuanto a la presion sistdlica (p=0.002 <
0.05) como diastdlica (p=0.005 < 0.05), evidenciando el efecto hipotensor del HS luego
de la induccion a HTA con el L-NAME.

Tabla 3
Andlisis de la presion arterial sistolica y la presion diastolica por aplicacion del

extracto acuoso de H. sabdariffa.

Presién arterial sistélica  Presion arterial diastélica

GRUPO Media DS Tukey Media DS Tukey
L-NAME + HS-250mg/kg 1215 6.7 b 91.3 4.7 bc
L-NAME + HS-500mg/kg ~ 101.5 10.4 a 783 8.6 ab
L-NAME 120.4 20.0 b 93.5 15.7 C
CONTROL 1014 7.8 a 776 6.8 a
ANOVA

F 6.974 5.555

o 0.002 0.005

Fuente: Base de datos IBM SPSS Statistics V26.0
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La dosis de HS administrada fue evaluada considerando los grupos controles, grupo
3 (L-NAME) y grupo 4 (control INACTIVO), empleando ademas del analisis de
varianza la prueba post hoc de Tukey. En los grupos experimentales, el grupo 2 (L-
NAME + HS-500mg/kg), es el que presenta mayor efecto hipotensor del HS, llegando
a alcanzar en promedio 101.5 £ 10.4 mmHg en presién sistolica y 78.3 + 8.6 mmHg
en presion diastélica, no presentando diferencia con las ratas en condiciones normales
(sin induccién con L-NAME, ni tratamiento con HS), la prueba de Tukey muestra que
ambos grupos presentan la letra “a”, que indica no diferencia entre ellos. La tabla
también indica que la dosis HS-250mg/kg no logra el efecto hipotensor deseado en la
presion sistolica, debido a que el grupo 1 no muestra diferencia estadistica con el
grupo 3; pero el efecto hipotensor no se descarta por completo en la presion diastélica,
debido a que no hay diferencia con la dosis de HS-500mg/kg (ambos tienen la letra
b), y a la vez, tampoco marca distancia con la induccion de HTA en el grupo 3 (L-

NAME), ambos grupos tienen la letra c.

=== | -NAME + HS-250mg/kg «==@==|-NAME + HS-500mg/kg ==@==|-NAME ==@==CONTROL
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Tratamiento (Hibiscus sabdariffa)

Figura 3. Curva de crecimiento de peso corporal (g) de ratas machos en funcion
de la edad (semanas) en los grupos de estudio.

La presente figura muestra los valores del peso corporal de las ratas en relacion a su

edad (semanas), los cuales aumentan progresivamente.
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7. DISCUSION

Debido a la creciente prevalencia e incidencia de HTA, y las fallas en el tratamiento
farmacologico, se busca recurrir al uso alternativo de extractos vegetales que
tengan efecto hipotensor, destacando entre ellos, el estudio del extracto acuoso de
las flores de H. sabdariffa, para lo cual se ha empleado ratas con HTA inducida por
L-NAME, sustentado en prometedores beneficios hipotensores y cardiovasculares
obtenidas en investigaciones previas, considerando también el perfil de seguridad

del extracto en mencion (14).

En tal sentido, el presente trabajo analizé la actividad antihipertensiva del extracto
a dosis de 250 y 500 mg/kg en ratas con hipertension inducida, a rangos donde no
hay evidencia de toxicidad (13). Este ultimo dato, se demuestra con el incremento
de peso proporcional a la edad de los especimenes del estudio, informacion que se
corrobora con lo la investigacion de Cossio et al., (2013), que brinda informacién

importante respecto a los valores del crecimiento fisico de ratas machos (37).

Por otro lado, algunos autores como Fakeye et al., (2009) determinaron que a dosis
muy altas podria causar pérdida severa de peso, por la diuresis excesiva y llevar a
la muerte de los especimenes en estudio; asimismo, Orisakwe et al., (2004)
mostraron que la administracion crénica del extracto en ratas macho a dosis altas
de 1.15, 2.3 y 4.6 g/kg generaron alteraciones en los tubulos seminiferos;
provocaron hiperplasia testicular y una disminucion en el recuento de

espermatozoides respectivamente (38).

En esta investigacion se emple6 como animal de experimentacion a la rata, debido
a que forma parte del grupo de “animales no consanguineos” que representan a la
variabilidad genética, también porque son de facil manipulacién, bajo costo y alta
adaptabilidad (16). En relacion a su PA (tabla 6), en condiciones normales
presentan una PAS de 95-125 mmHg y una PAD de 60-90 mmHg, valores que
fueron corroborados en este trabajo, donde el grupo control inactivo mostré una
PAS de 101.4+7.8 mmHg y una PAD de 77.6+6.8 mmHg (17,39).
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En cuanto a la evaluacion de la actividad hipotensora del extracto acuoso de HS en
ratas con HTA con L-NAME, se obtuvo una mayor reduccion de la PA en el grupo
tratado con HS a dosis de 500 mg/kg/dia en comparacion con el grupo tratado con
HS a dosis de 250 mg/kg. Segun Jiménez et al.,(2012), esta actividad hipotensora
se lograria mediante inhibicion competitiva de la ECA y a la accidén diurética de HS;

esta Ultima se alcanza a dosis mayores de 500 mg/kg del extracto de HS (40).

Segun algunos autores este efecto hipotensor seria resultado del efecto inhibitorio
sobre la ECA de los compuestos de las antocianinas (delfinidina y cianidina-3-0-
sambubidsidos), constituyentes bioactivos presentes en las flores secas, derivados
de un subgrupo de flavonoides (41). En ese mismo contexto, en la revision de “Las
propiedades de las antocianinas y su influencia sobre los factores que afectan la
salud cardiometabdlica”, Ockermann et al., (2021) encontraron que las antocianinas
aumentan los niveles del o6xido nitrico sintasa endotelial provocando mayor
vasodilatacion del endotelio, ademas, de inhibir a la ECA, aumentando la dilataciéon
mediada por flujo y disminuyendo la velocidad de la onda de pulso a nivel vascular.
Estos efectos sobre la funcién vascular y renal se hallaron tanto en humanos como

en modelo de animales de experimentacion (42).

En el presente estudio, la administracién del extracto acuoso de HS a dosis de
250mg/kg no logroé reducir significativamente la PA de las ratas al compararlo con
el grupo L-NAME, no obstante; este hallazgo difiere de otros resultados obtenidos
en investigaciones mas amplias, donde los grupos tratados con extracto acuoso
caliente y frio de HS a dosis de 250mg/kg mostraron una reduccién significativa de
la PAS en comparacion con el grupo L-NAME, este resultado puede deberse a
diversos factores que involucran a la obtencién y preparacion del extracto acuoso,
a la calidad de las flores de HS recolectadas, entre otros (43). En cuanto al efecto
hipotensor de HS, el mas potente fue del extracto caliente; dicha superioridad
podria estar asociada con la eficiente extraccion de &acidos fendlicos y otros
metabolitos (19).

En relacidén, a la administracion del extracto a dosis de 500mg/kg, Hibiscus
sabdariffa, logro reducir la presion arterial sistolica y diastolica significativamente a

niveles muy cercanos al grupo control inactivo. En diversos ensayos clinicos y

33



revisiones, se ha encontrado evidencia que demuestra que el extracto acuoso de
HS disminuye efectivamente la presion arterial a dosis que oscilan entre 125 a 500
mg/kg; y otros a dosis de 500 a 2500mg/kg, produjeron un efecto diurético en los
ejemplares antes mencionados; de alli se desprende que, este ultimo hallazgo

podria potenciar la capacidad hipotensora de HS (22).

8. LIMITACIONES

- La carencia de los instrumentos (canula de alimentacién, inmovilizador y
brazalete para ratas, ademas del tensiometro veterinario) en el Peru, retraso el
inicié de mi investigacion, por ende, se recurrié a otros métodos que brindaron la

solucion a las limitaciones expuestas.

9. CONCLUSIONES

- El extracto acuoso de flores de Hibiscus sabdariffa “flor de Jamaica” tiene efecto
hipotensor sobre Rattus rattus var albinus con hipertension arterial inducida con
L-NAME.

- El efecto hipotensor del extracto de Hibiscus sabdariffa a diferentes dosis sobre
la presion arterial no es estable a lo largo de la administracion del extracto,
muestra periodos de mayor efecto, dependiendo si se trata de la presion sistdlica
como diastdlica.

- La variacidon de la presion arterial debido al efecto del extracto acuoso de
Hibiscus sabdariffa a lo largo de su administracion es evidenciada por las
pruebas estadisticas multivariadas, observandose mayor efecto hipotensor con
500mg/kg de HS.

- La presion arterial sistélica como resultado de la aplicacién del extracto acuoso
de Hibiscus sabdariffa disminuye en promedio a 101.5 = 10.4 mmHg, sin
diferencia estadistica con ejemplares no inducidos a HTA que presentan 101.4
*+ 7.8 mmHg, pero si con ejemplares inducidos con L-NAME y con ejemplares

con extracto de 250mg/kg de HS.
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- La presion arterial diastélica como resultado de la aplicacion del extracto acuoso
de Hibiscus sabdariffa disminuye en promedio a 78.3 + 8.6 mmHg, sin diferencia
estadistica con ejemplares no inducidos a HTA que presentan 77.6 + 6.8 mmHg,

ni con aquellos a los que se administré extracto de 250mg/kg de HS.

10. RECOMENDACIONES

- Evaluar bioguimicamente el perfil hepatico para determinar DEsoy DLso a fin de

determinar la dosis 6ptima de extracto acuoso de Hibiscus sabdariffa.

- Al final del experimento, se podria realizar la extraccion de 6rganos de las ratas
en estudio como corazon, rilones y vasos principales para ser estudiados en
otras investigaciones con la finalidad de conocer las alteraciones al nivel

histolégico.
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ANEXOS
ANEXO 1

OBTENCION DE RATAS DEL BIOTERIO DE LA FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA DE LA UNT.

; :
% i PSRN TR 2 = S S = = = PO A e
-k«.--\ =
BIOTERIO DE LA FACULTAD DE S A S POBLACION DE RATAS ALBINAS
FARMACIA Y BIOQUIMICA DE LA UNT . RAZA HOLTZMAN

r -

28 RATAS MACHO EN BUEN ESTADO
DE SALUD
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ANEXO 2
PREPARACION DE LOS ESPECIMENES EN ESTUDIO.

SE ALOJARON EN JAULAS (ADAPTADAS) ] [ CONTROL INICIAL DEL PESO, PRESION ARTERIAL Y TEMPERATURA

BALANZA TENSIOMETRO TERMOMETRO
DIGITAL VETERINARIO AMBIENTAL

USO CORRECTO DE
EPPS

" - ;
]

RATA EN INMOVILIZADOR
POR 5 MIN

BALANZA DIGITAL
CALIBRADA

MEDICION DE LA PA DE
CADA ESPECIMEN
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ANEXO 3
SEMANA DE ADAPTACION Y ACONDICIONAMIENTO DE LAS RATAS.

PERIODO DE ADAPTACION DE 8 DIAS, SIGUIENDO MEDIDAS ESTANDAR

\ . A,."'
Vi
\ - ;
a \ -
\ o » o

Desparasitacion de ratas (Pracanex:0.2ml)

1

Evaluacion inicial de las ratas: Registro de peso, presion arterial y
temperatura ambiental

Agua y alimento estandar (ratina)
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ANEXO 4

DESPARASITACION DE LAS ESPECIMENES Y LIMPIEZA DEL MACROABIENTE.

LIMPIEZA DEL AREA DE TRABAJO CON
HIPOCLORITO DE Na diluido en agua
(capacitaciéon por personal capacitado )

@O REDMI NOTE 9 PRO
OO Al QUAD CAMERA

INDICACION MEDICA VETERINARIA (DESPARASITACION DE LAS RATAS)
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ANEXO 5
OBTENCION DE LA MUESTRA DE HS EN EL LABORATORIO DE BIOLOGIA

FILTRACION DEL EXTRACTO ACUOSO DE HS

HIBISCUS
SABDARIFFA
(HS):
Preparacion de
muestra y
extracto

USO CORRECTO DEL EQUIPO DE
PROTECCION PERSONAL

ALMACENAMIENTO SEMANAL PREPARACION EXITOSA DEL EXTRACTO
DEL EXTRACTO DE HS ACUOSO DE HS
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ANEXO 6
PREPARACION FILTRACION Y ALMACENAMIENTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE HS

SE PESA 25g y 50g DE HS EN UNA BALANZA DIGITAL SE EMPLEA 250mL de AGUA DESTILADA

»

LABORATORIO DE FARMACIAY BIOQUIMICA

—— T ==

DETALLE DE LA PREPARACION DEL
EXTRACTO ACUOSO DE HS

FILTRAR POR PAPEL WHATMAN Y,

AL FINAL GUARDAR EN FRASCOS
T

ENFRIAR Y FILTRAR CON GASA
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ANEXO 7
OBTENCION, PREPARACION Y DILUCION DEL L-NAME.

1 < Calculo de L-NAME
AAOOT5 L—NAME A EWM e

Eﬂm CAS : 51298-62-5 For laboratory or
. C7H15N504.HC1=265.7 manufacturing

mantenimiento a -20°C

2 Grade : BR Assay : 298.0% purposes only; 5g
E r Store at ; -20°C not for human,
- . Lot:N2211130015

veterinary, food,

Exp : Nov 12,2024 or household use

e Whatsapy

p:+86 18351826846 https://njduly.en.alibaba.com
il

K = °|?)'H\L_—_

Obtenciéon del L-NAME

L-NAME requerido para cada dia
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ANEXO 8
MEDIDA DE LA PRESION ARTERIAL Y CONTROL DE PESO SEMANAL.

MATERIALES: Balanza, tensiometro y
termémetro

uso de franela para inmovilizar (algunas ratas)

luego de 1-3 min se obtiene la presion
arterial
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ANEXO 9

DISENO EXPERIMENTAL
S PGl

Grupo 3: L-NAME 40mg/kg Grupo control no manipulado
. il

& H_*a—.——b“'*_‘ T B
7 SIS A R AR
_— VI VW WA A -
L ek
=
s “
-

g

Grupo experimental 1Y 2 Grupo control 3 y 4: L-NAME e Inactivo




ANEXO 10
ORGANIZACION DE LOS MATERIALES, Y ADMINISTRACION DE L-NAME.

MATERIALES : | | ORGANIZACION : MATERIAL LISTO
COMPLETOS _ | DEL MATERIAL P —— ADMINISTRAR

b

ADMINISTRACION DE
L-NAME Y HS

DURANTE TODO EL
PROCESO: USO DE EPPS
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ANEXO 11
EUTANASIA A LOS ESPECIMENES ESTUDIADOS.

VERIFICACION DE MATERIALES PARA EL PROCESO DE LA EUTANASIA APLICACION DE LA SOBREDOSIS DE HALATAL

Jeringas tuberculinas oy

guantes limpios

TR

7 Aplicacion intraperitoneal
de HALATAL (sobredosis)

Se muestra, la aplicacién del farmaco HALATAL en dosis altas, el cual es administrado por personal capacitado del bioterio de

Farmacia y Bioguimica de la UNT.
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Tabla 4

Registro de datos de la presion arterial de los especimenes en estudio.

FASE EXPERIMENTAL

FASE ADAPTACION 1° SEMANA 2° SEMANA 3° SEMANA 4° SEMANA
FECHA 6/01/2023 13/01/2023 20/01/2023 27/01/2023 3/02/2023
GRUPOS #RATA PAS PAD PAM PAS PAD PAM PAS  PAD PAM PAS PAD PAM PAS PAD PAM
1 115 94 103 140 112 124 144 68 99 131 99 112 125 86 102
2 110 71 8 130 111 119 110 67 85 145 125 133 126 106 114
GRUPO 1. LNAME 3 92 74 81 108 87 96 105 63 80 114 92 101 125 102 111
+Hs-250mg/kg 4 121 87 101 119 93 104 103 83 91 144 114 126 114 91 100
5 113 62 83 120 100 108 142 97 116 132 114 121 106 64 81
6 125 8 102 125 97 109 125 103 112 141 117 127 101 81 89
7 103 79 89 125 92 106 121 103 110 131 8 105 121 89 102
1 9% 75 8 8 64 73 103 82 91 98 76 8 111 8 96
2 101 8 9 88 67 76 100 83 90 109 91 98 113 94 102
GRUPG 2:LNAME 3 103 82 91 109 79 91 121 87 101 102 61 78 94 71 80
+Hs500mg/ke 4 76 56 64 98 80 87 107 89 9 101 83 90 103 8 93
5 78 56 65 8 64 73 83 63 71 91 70 79 77 53 63
6 102 8 90 119 93 104 115 94 103 96 8 9 103 79 89
7 125 69 92 118 101 108 124 103 112 105 87 94 111 66 85
1 105 87 94 144 114 126 137 115 124 144 116 128 159 94 121
2 121 103 110 145 111 125 159 114 133 152 122 134 152 102 123
. 3 107 89 9 127 108 116 113 62 8 102 8 91 128 63 90
GLFf EZOMS ' 4 100 83 9 95 73 8 102 83 91 112 94 101 102 85 92
5 109 8 9 135 115 123 130 112 119 131 109 118 125 98 109
6 76 56 64 102 82 90 85 64 73 8 67 76 92 73 81
7 106 64 81 140 103 118 130 112 119 140 128 133 119 101 108
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1
2
GRUPO 4: 3
CONTROL 4
INACTIVO 5
6
7

95
111

85
100
118

89
114

73
85
64
82
87

66
81

82
96
73
89
100

75
95

105
107
94
107
109

85
102

85
72
67
89
88

64
79

93
86
78
96
97

73
78

109
105
92
106
104

90
89

87
79
74
87
84

70
60

96
90
81
95
92

78
72

101
117
96
103
113

80
100

82
87
77
85
86

61
71

90
99
85
92
97

69
83

105
110
88
96
108

113
104

76
85
62
77
80

86
79

88
95
73
85
92

97
89

Fuente: Base de datos office EXCEL

En la tabla se muestra la presion arterial sistolica, diastdlica y media de cada rata, fueron analizadas mediante pruebas

estadisticas; para el célculo de la PAM se utilizé la formula: PAM = PAD + 0,412 x (PAS - PAD).
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Tabla 5

Registro de datos del peso de cada espécimen en estudio.

FASE ADAPTACION

1° SEMANA

FASE EXPERIMENTAL
3°SEMANA  4° SEMANA

2° SEMANA

FECHA 5/01/2023  12/01/2023 19/01/2023 26/01/2023 2/02/2023
GRUPO RATA PESO (g) PESO (g) PESO (g) PESO(g)  PESO (g)
1 255 258 267 305 314
2 284 305 312 346 358
GRUPOL L 3 273 306 298 337 342
VG 4 264 286 296 327 334
5 263 279 289 325 336
6 265 280 308 325 341
7 274 284 318 334 353
1 266 314 332 350 365
2 254 244 268 289 296
3 248 269 282 300 302
GRUPO1: L-
e 4 263 272 290 341 359
5 235 233 278 313 320
6 279 288 298 329 342
7 250 260 286 310 321
1 266 281 290 301 280
2 269 315 324 331 340
3 242 261 256 287 301
GRUPO1: L-
T2 4 254 298 300 304 317
5 255 271 275 290 315
6 245 255 260 285 293
7 238 258 256 271 276
1 254 288 294 330 342
2 261 290 305 329 334
GRUPO 3 280 319 333 347 351
CONTROL 4 259 297 307 352 361
INACTIVO 5 260 296 306 321 332
6 228 277 304 324 330
7 257 293 315 327 341

Fuente: Base de datos office EXCEL

En la presente tabla se registro el peso de cada rata, estos valores se utilizaron

para determinar la dosis de medicamento que le corresponde a cada espécimen.
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Tabla 6

Rangos de la presion arterial para ratas

Rangos de presion arterial para ratas

Condicién Presion sistélica (mmHg) Presion diastélica (mmHg)
Normal 95-125 60-90
Hipertensa 126-170 91-105

Fuente:Revista cientifica Medicent Electr. 2023. ener. mar 27 (1)

La presente tabla muestra los rangos de la presion arterial sistélica y de la presion

arterial diastdlica, tanto en condicién normal como en condicion hipertensiva.
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