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RESUMEN
La diabetes es un trastorno metabdlico mas frecuente que se relaciona con
secrecion alterada de la hormona endocrina, con generacion de especies
reactivas de oxigeno y radicales libres; es considerada actualmente un problema
de salud pdblica. El objetivo fue determinar la actividad antioxidante e
hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Cassia alata L
“mutuy”, durante los meses de noviembre de 2012 a marzo de 2013. El tipo de
investigaciin realizado fue béasico experimental, la muestra fue colectada en el
distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga y se obtu;/o el extracto
hidroalcohélico. La determinaciéon de la actividad antioxidante se desarrollo
mediante el método de secuestramiento del radical libre DPPH." El efecto
hipoglucemiante fue determinado mediante el método descrito por Kameswara y.

modificado por Palomino® 3

en ratas Holtzman machos, distribuidos en seis
grupos de cinco cada uno; se les administré aloxano a una dosis de 150 mg/kg
disuelto en-agua destilada por via intraperitoneal. Al grupo | se administr6 SSF
1,0 mi/kg (blanco), grupo Il (aloxano control), grupo Ill, IV, V (aloxano + extractos
a dosis de 100, 200 y 400 mg/kg), grupo V (aloxano + glibenclamida 5 mg/kg
estandar). El nivel de glucosa sanguineo se determiné a 0, 1, 2, 3, 4 y 5 horas.
Los metabolitos presentes en el extracto hidroalcohdlico fueron: flavonoides,
taninos, polifenoles, triterpenos y/o esteroides, azucares reductofés, alcaloides,
quinonas, antocianinas, catequinas y saponinas. Todas las muestras fueron
activas al decolorar el DPPH, con una actividad de 95,8 %, 94 % y 53,4 % a
concentraciones de 100, 50 y 10 pg/mi, respectivamente. Los resultados fueron
comparados con los estandares acido ascérbico y acido tanico en las mismas
concentraciones y poseen actividad de 99,1 %, 98,4 %, 99 % y 96,2 %, 96,5 %,
94,6 %. A cinco horas del tratamiento el porcentaje de actividad hipoglucemiante
a dosis de 100, 200 y 400 mg/kg del extracto fue de 60,6 %, 72,4 % y 556 %
respectivamente y 70 % para el estandar existiendo estadisticamente diferencia
significativa. Se concluye que el extracto hidroalcohdlico posee actividad
antioxidante y a dosis de 200 mg/kg posee mejor actividad hipoglucemiante.
Palabras clave: Actividad antioxidante e hipoglucemiante, Cassia alata L.
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I. INTRODUCCION
Cassia alata L, es utilizado por la gran variedad de compuestos que sintetiza con
propiedades terapéuticas en enfermedades de la piel, antibacteriano, diurético,
antidiarreica, febrifuga, analgésico, laxante, antiparasitaria, sudorifica, purgante
depurativa de la sangre e hipoglucemiante, las hojas son ricas en &cidos
fendlicos, flavonoides y taninos.* El estrés oxidativo se origina por desequilibrio
entre la producciéon de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la capacidad
antioxidante celular (CAC), la produccion de ROS mitocondrial es constante,
entre 2 % y 5 % del oxigeno para la cadena respiratoria se reduce para generar
el anién superdxido, O,-, H,0,, OH" radicales libres potencialmente dafinos para
la célula® La diabetes es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por
elevados niveles de glucosa en sangre, secundaria a una alteracion absoluta o
relativa de lasecreciin de insulina,® y se clasifican en diabetes de tipo 1y 2.” E
estrés oxidativoi esta intimamente relacionado con la diabetes mellitus en la cual
el oxido nitrico es el principal factor comprometido con las propiedades
antiaterosclerdticas del endotelio, la diabetes, hipertensién o las dislipemias,
aumentan la produccién de anién super6xido que inactiva al éxido nitrico.® Las
elevadas concentraciones de glucosa sanguinea incrementan los niveles de
ROS, por diferentes vias, aumentando la formacion de los pfoductos de

glicosilacién avanzada; activando a la proteina quinasa C, disminuyendo el



NADPH, H' intracelular, activando la posicién de ROS en la mitocondria y
participan en la destruccidn de las células B pancredticas por tanto en el
desarrolla de la diabetes mellitus.®® La busqueda de nuevos antioxidantes
naturales es el interés para la investigacion, por que interrumpe el proceso de
oxidacion radicalaria de lipidos, proteinas, ADN y enzimas, los compuestos
fendlicos son reconocidos antioxidantes.® La diabetes meliitus es una
enfermedad crénica considerada actualmente como un problema de salud
bUinca.ii Se calcula que en el mundo hay aproximadamente 314 millones de
personas con alteracion de la glucosa y se pronostica que esta Cifra se
incrementara a los 500 millones en el afio 2025, como consecuencia del
descenso de la actividad fisica, el aumento de la ingesta calérica y de los indices
de obesidad.”” ® El presente trabajo de investigacion propone los siguientes
objetivos;

Objetivo general:

Determinar la actividad antioxidante e hipoglucemiante del extracto

hidroalcahdlico de las hojas de Cassia alata L “mutuy”.

Objetivos especificos:

e lIdentificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Cassia alata L "mutuy”, mediante tamizaje
fitoquimico.

¢ Determinar el porcentaje de captacion del radical libre DPPH en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Cassia alata L "mutuy” y comparar con el
estandar acido ascorbico y 4cido tanico.

e Evaluar la dosis con mejor actividad hipoglucemiante del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Cassia alata L "mutuy”, respecto al estandar

glibenclamida.



II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Las propiedades antioxidantes y antiinfecciosas, antibacterianas, analgésica,
laxante, antiparasitaria e hipoglucemiante de los extractos de Cassia alata L, se
documentan bien en Ia literatura.* El porcentaje de inhibicion del radical libre, se
determiné mediante la curva de calibracién para cada estandar (acido ascoérbico,
Trolox) y de Cassia alata RP, estas curvas demostraron ser lineales en el rango
de la concentracion, mostrada en la Tabla 1; Cassia alata RP mostro6 la actividad
antioxidante mas alta que el acido ascorbico y el de Trolox, también demostro
que repara el ADN en Saccharomyces cerevisiae por su actividad antes
mencionada. Comparando con la literatura, el presente estudio demuestra que
una concentracion de 2,25 pg/ml del extracto produce 50 % de inhibicion del
radical libre DPPH, uno de los flavonoides importante de las hojas de Cassia
alata RP que se determiné mediante la cresta de HPLC en‘.concentraci()n

superior fue el Kaempferol-3-O-B-D-glucopyranoside.™



Tabla 1. Capacidad antioxidante de las hojas de Cassia alata segun
compuesto.™

ICso AEC TEAC Rango M  Intercept R?
Compuesto  pg.mL™ (9) (9) lineal
. pg.mL™’
A ascérbico 3.99 + 0.09 1.00 0.89 2047 -1213 98.4 0.998
Trolox 450 +£0.08 1.13 1.00 27-53 -12.27 105.2 0.997

Cassia alata 225 +028 056 0.50 2047 -1473 83.46 0.999

En la extraccion y determinacion cuantitativa por HPLC de antraquinonas en
hojas de Senna alata, determinaron cuatro antraquinonas: rhein, aloe-emodina,
emodina, y crisofanol. El método implica el uso de una columné TSK-GEL ODS-
80TM a 25 °C con la mezcla de metanol y de acido acético acuoso 2 % (70:30,
v/v) como fase mdvil y la deteccidn a 254 nm, se evaluaron los parametros de
linealidad, precision, exactitud y especificidad del método. La recuperacion del
método es 100,3 — 100,5 %, con una linealidad de (* > 0,9998) se obtuvo para
todas las antraquinonas. También se han logrado un alto grado de especificidad,
asi como la repetibilidad y la reproducibilidad (desviacién tipica relativa de los
valores inferiores a 5 %).'

Utilizé;mdo el radical libre DPPH evaluaron la actividad antioxidante del extracto
metandlico de las hojas, flores y vainas de Cassia alata, encontrandose; que el
extracto de las hojas exhibié actividad antioxidante méas fuerte que los extractos
de' las flores y vainas; mediante cromatografia se identific6 un flavonoide
especifico el kaempferol, éste compuesto mostré tener actividad antioxidante.'
En la revision de antraquinonas aisladas de las especies de Cassia y sus
aplicaciones'i encontraron diferentes compuestos antraquinénicos como
constituyenté principal, el extracto acuoso de las hojas mostré reducir los niveles
de glucemia en los animales, inducidos por estreptozotocina y se encohtré que

tiene efecto para producir la caida de ios niveles de azlcar en la sangre en



perros y ratas, que puede relacionarse con antraquinonas, en las hojas de estas
plantas es reportado también antraquinona, agliconas y glicosidos libres las
cuales tienen efecto laxante.”

Se realiz6 un estudio fitoquimico a la droga cruda del extracto fluido de Cassia
alata, los resultados obtenidos permitieron comprobar la alta variabilidad de
compuestos quimicos presentes, como los alcaloides, compuestos reductores,
taninos, flavonoides, saponinas, triterpenos, esteroides y quinonas, se comprobd
tanto en la droga cruda como en el extracto fluido la presencia de quinonas, las
que poseen efecto antimicotico demostrado.' No habiendo mas antecedentes se
complementd con Cassia fistula en la cual determinaron los diferentes
compuestos quimicos como emodin, aloemodin, acido crisofanico, rhein,
antraquinonas, sennoésidos, glicésidos, kaempferol es utilizado en diversas
enfermedades como la diabetes y la constipacion.”® El extracto acuoso de flores
de Cassia auriculata se administro por via oral a diferentes dosis en las ratas
diabéticas inducida por estreptozotocina, se utilizo glibenclamida como estandar
de referencia. Dicho extracto administrado durante 30 dias, suprimio la glucosa
en sangre y los niveles de lipidos en ratas diabéticas. Cassia auriculata a 0,45
g/kg resultdé ser comparable a la glibenclamida. Los resultados indican que las
flores de Cassia auriculata poseen efecto antihiperlipidémico e
hipoglucemiante.®

2.2. Cassia alata L “mutuy” K « 

Cassia alata L, es originario de América tropical, pertenecienté a Ia"familia
Caesalpiniacéaé, crece en Cuba, Africa occidental, India y Brasil. Las flores y
hojas de Cassia alata L “mutuy” son usadas para el tratamiento de afecciones
dérmicas, ademas, se considera un poderoso antiherpético. Estudios culminados

recientemente en los laboratorios han corroborado su accion antimicrobiana.'” ?!



2.2.1. Clasificacion taxonémica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : FABALES

FAMILIA : CAESALPINIACEAE
GENERO : CASSIA

ESPECIE ; Cassia alata L

N. V. : “mutuy”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Biolbgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga
(Anexo 1).

Sinonimia botanica:

Senna alata?

2.2.2. Descripcion botanica

Cassia alata L, es un arbusto, presenta hojas compuestas paripinnadas, foliolos '
de 6 a 14 pares emarginados, la inflorescencia es en racimos terminales con
numerosas flores de color amarillo, presenta sépalos ligeramente distintos entre
si con cinco pétalos casi iguales en forma de unia, el fruto es vaina plana linear y
la semillas es de color café oscuro.?®

2.2.3. Composicion quimica

Presenta una gran variedad de clases quimicas, entre ellas los alcaloides,
taninos, saponinas, terpenoides, flavonoides, glicosidos cardiacos,?* cumarinas,
sustancias fenédlicas y polifenoles®® antraquinonas (rhein, aloe-emodina,

I‘ZG

emodina, crisofanol y physcion), kaempferol>® mucilagos, alantoina, ribarina,

4cido crisofanico, azucares reductores.?'



2.2.4, Propiedades medicinales
Se emplean en el tratamiento de diferentes enfermedades de la piel, es ademas
antimicrobiana,?’?® fungicida,®® diurética, anticatarral, febrifuga, antidiarreica,
analgésica, antiparasitaria, laxante, depurativa de la sangre e hipoglucemiante.*
2.3. Radicales libres
Son especies quimicas (atomos, iones y moléculas) con un electrén
desapareado en su orbital mas externo lo que le da una configuracion espacial
inestable, por lo tanto una gran capacidad para reaccionar con" otras
sustancias.®® En ese estado, el radical es extremadamente reactivo e inestable y
entra en reaccién con sustancias quimicas inorganicas u organicas (proteinas,
lipidos, carbohidratos) en especial con moléculas claves de las membranas y
con 4acidos nucleicos, ademas; los radicales libres inician reacciones
autocataliticas, estas especies se producen de manera fisiolégica como parte de
las reacciones organicas de oxido-reduccion.*
2.3.1. Estrés oxidativo
El estrés oxidativo es un estado que se caracteriza por un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la capacidad antioxidante
de las células. En el paso a la vida oxigenada las células se dotaron de sistemas
antioxidantes que pueden ser enzimaticos y por lo tanto involucran mecanismos
complejos, y no enzimaticos en los que participan biomoléculas que
generalmente poseen menor peso molecular que las enzimas. Los ROS, se
producen constantemente en la mitocondria, entre 2 a 5% del oxigeno que entra
en la cadena respiratoria se reduce de forma univalente para dar radical
superdxido. Las sustancias que participan en las reacciones de los sistemas de
defensa antioxidante se inactivan o deterioran en determinadas situaciones, este

deterioro puede ser causado por alguna enfermedad crénica o transitoria que



provoca incrementos sustanciales en la produccién de oxidantes y
prooxidantes.*

2.3.2. Antioxidantes

Aproxifna_da’mente el 5 % o mas del oxigeno inhalado (O2) se convierten en
especies reactivas de oxigeno (ROS) tales como el Oz, H,O2 y :OH’, por
reduccion univalente del oxigeno molecular (O,) los antioxidantes son
moléculas que tienen la capacidad de prevenir o retardar la oxidacién de
sustratos biologicos generalmente, lipidos y acidos nucleicos, el antioxidante al
reaccionar con un radical libre le cede un electrén oxidandose y se transforma en
un radical débil, con escasos o nulos efectos toxicos.®

2.4, Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlico definido por la presencia de
la hiperglucemia. La hiperglucemia en todos los casos se debe a una deficiencia
funcional de la accién de la insulina, lo cual puede deberse a una disminucién
de su secrecion por las células beta del pancreas.®

Tabla 2. Clasificacion de la diabetes

Tipos de diabetes Concepto
Se caracteriza por la deficiencia de insulina y una
Diabetes mellitus tipo 1 . tendencia a sufrir cetosis, por la destruccion de las

células 8 pancreaticas. Es autoinmune e idiopatica.
Es un grupo heterogéneo de trastornos que se
Diabetes meliitus tipo 2 caracteriza por grados variables de resistencia a la
. insulina, alteraciones en la secrecion de insulina y una
produccion excesiva de glucosa hepatica.

Comprenden la diabetes mellitus causada por defectos

Otros tipos especificos genéticos (diabetes del adulto de inicio juvenil),
enfermedades del pancreas exocrino (pancreatitis
cronica, fibrosis quistica y hemocromatosis),
endocrinopatias (acromegalia, sindrome de Cushing,
glucagonoma, feocromocitoma e hipertiroidismo),
farmacos (acido nicotinico, glucocorticoides, tiazidas e
inhibidores de la groteasa), y embarazo (diabetes
mellitus gestacional).>®




2.5. Tratamiento de la diabetes mellitus

El tratamiento de la diabetes es complejo, que incluye medidas terapéuticas, no
farmacologico y farmacobtigico.*

2.5.1. Tratamiento no farmacolégico, control dietético

Reducir la ingestion total de grasas, aumento de la ingestion de proteinas, y un
aumento de la ingestion de los alimentos ricos en fibra, que enlentecen la
velocidad de absorcion en el tubo digestivo. Evitar el consumo de azlicares
simples.®’

2.5.2. Tratamiento no farmacolégico, ejercicio fisico

Constituye una medida no farmacolégica fundamental. El esfuerzo fisico controfa
e incrementa la utilizacién de glucosa por el musculo, mejora la sensibilidad
histica a la insulina.®

2.6. Tratamiento farmacolégico

2.6.1. Hipoglucemiantes orales

Los antidiabéticos orales también conocidos como “hipoglucemiantes orales” son
un conjunto heterogéneo de farmacos que, administrados por via oral, producen
una disminucion de los niveles de glucemia a través de mecanismos
pancreaticos y/o extrapancreaticos, lo cual las hace util en el tratamiento de la
diabetes mellitus tipo 2 como, secretagogos o insulinotropicos (estimulan la
secrecion de insulina) como las sulfonilureas, meglitinidas, los
insulinosensibilizadores (disminuyen la resistencia insulinica), las biguanidas,
tiazolidinedionas (glitazonas) y reductores o enlentecedores de fa absorcién
intestinal de glucosa como los inhibidores de la alfa-glucosidasas.®®

2.6.2. Sulfonilureas

Son derivados de las sulfamidas, en los cuales la estructura sulfonilurea
constituye el grupo esencial de la actividad hipoglucemiante. Diversas

sustituciones en el anillo bencénico y en el grupo urea han originado compuestos



cuya potencia y propiedades farmacocinéticas difieren notablemente. Es preciso
distinguir entre la accion a corto y a largo plazo. A corto plazo, las sulfonilureas
provocan la liberacion de insulina preformada en las células B del pancreas
porque aumentan su sensibilidad a la glucosa. Para ello, las sulfonilureas actian
con gran afinidad sobre receptores asociados a los canales de-K* sensibles a
ATP (KATP), fijandose de manera especifica a la proteina SUR1 adjunta a dicho
canal. A estos receptores puede unirse también la meglitinida, fraccion no
sulfonilureica de la glibenclamida, que estimula igualmente la liberacién de
insulina. Como consecuencia de esta accion, el canal sé‘ cierra y la
despolarizacién causada facilita la secrecion de insulina. Para ello es preciso que
las células B sean funcionantes.*®

2.6.3. Glibenclamida

La glibenclamida es una sulfonilirea, que disminuye la glucosa sanguinea en la
diabetes mellitus no insulino dependiente (DMNID), por estimulacion directa de la
liberacion de ‘insulina a partir de las células funcionales beta del tejido

pancreatico.

Cl

(o]

o
i
—NH-~(CH,), S—NH—C-~NH

o=

OCH;
Figura 1. Estructura quimica de la glibenclamida®
2.6.4. Otros
Biguadinas: Metformina, inhibidores de las alfa-glucosidasas como la acarbosa y
el miglitol, meglitinidas como [a repaglinida y nateglinida y las tiazolidindionas

como las rospiglitazona y pioglitazona, fibras como la goma guar.*!
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del trabajo de investigacion
El presente trabajo de Investigacion se realiz6 en los laboratorios de

Farmacologia, Farmacognosia, Toxicologia y en Laboratorio del Centro de
Produccién del area académica de Farmacia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante
los meses de noviembre de 2012 a marzo de 2013.

3.2. Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacion
Cassia alata L “mutuy” que crece en el distrito de Ayacucho provincia de

Huamanga, »departamento de Ayacucho ubicado a 2100 m.s.n.m.

3.2.2. Muestra
La muestra que se utilizé fue un kg de hojas secas de Cassia alata L “mutuy”

recolectadas en el distrito de Ayacucho provincia de Huamanga, el sistema de
muestreo fue por conveniencia y una parte de la planta recolectada se llevé al
Herbarium Huamangensis para su identificacién y su clasificacion botanica.
3.2.3. Unidad experimental

Constituido por 30 ratas albinas machos de cepa Holtzman edad adulta y pesos
entre 200 a 250 g procedentes del bioterio de la Facultad de Medicina de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia — Lima, los mismos que fueron
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acondicionados con alimentacién balanceada y agua a libertad en el bioterio del
Laboratorio de Farmacologia del drea de Farmacia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.

3.3. Disefio metodolégico para la recoleccion de datos

3.3.1. Précedimiento para la recoleccion, seleccion y secad6 de Ia muestra
La recoleccién, seleccién y secado de la muestra se realizd6 de acuerdo a los
procedimientos establecidos por Villar del Fresno.*’ La planta se recolectd
manualmente, en las horas de la mafiana en un clima templado en su estadio
de floracién, durante el mes de noviembre del 2012. Se seleccionaron las hojas
de la planta intacta y se secaron a la sombra en una habitacién ventilada sobre
papel periddico, aproximadamente por diez dias, para su posterior reduccion de
tamaﬁq‘ de particulas haciendo uso de un molino, hasta obtener un polvo fino
(Anexo 3).v

3.3.2. Preparaciin del extracto hidroalcohdlico

Se sometié a maceracion un kilogramo de polvo fino de muestra, en frascos de
color ambar durante una semana aproximadamente en tres litros de alcohol de
70° el mismo que la cubrié por completo. Durante el macerado el frasco se agit6d
periédicamente para que el alcohol se distribuya homogéneamente en la
muestra. Una vez obtenido el extracto se procedi6 a la filtracion y percolacién, a
continuacién se concentré en el equipo del rota vapor a una temperatura de 40
°C y se sec6 en una estufa a una temperatura de 40 °C, bajo especificaciones y
procedimientos que exige dicha marca. Una vez obtenidQ el extracto
concentrado, se envasé en un frasco de vidrio color ambar, herméticamente
cerrado, y se conservo en la refrigeradora hasta su empleo.

3.3.3. Tamizaje fitoquimico

Las reacciones se realiz6é mediante coloraciéon de los metabolitos secundarios

presentes en el extracto hidroalcohdlico*® (Anexos 4 y 9).
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3.4. Determinacién de la actividad antioxidante mediante secuestramiento
del radical libre (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), DPPH.’

Fundamento: Consiste en determinar la pérdida de la coloracion violeta intensa
de DPPH, cuando éste es capturado por un antioxidante reduciéndose a DPPH-
H dando una coloracion amarilla (Anexos 5, 10 y 11).

Procedimiento:

1. Se prepard una solucion metandlica de DPPH de 20 mg/I

2. Se prepard una solucién metandlica del extracto a una concentracion de 300
pg/mi (solucion A)

3. Se calibr6 el espectrofotometro a cero con una solucion blanco de metanol:
agua (2:1)

4, Se‘preparé un blanco de muestra con 0,75 mi de muestra (solucién A) y 1,5 mi
de metanol

5. Se preparé un patrén de referencia con 1,5 mi de DPPH y 0.75 ml de agua
destilada

6. Luego se procedi6 a preparar la muestra, con 0,75 mi de éoiucién Ay 15 ml
de DPPH obtenléndose una concentracion final de 100 pg/ml. inmediatamente
se dejo a temperatura ambiente por cinco minutos y se realizd la lectura de las
absorbancias a 517 nm en el espectrofotometro

7. Se midi6 la absorbancia del patron de referencia y del blanco de la muestra

8. Se diluy6 la solucion A (2) con metanol en una proporclén de 1:1 para obtener
una concentracion final de 50 ug/ml (solucion B) y luego en una proporcion de
1:9, para obtener una concentracion final de 10 pg/ml (solucion C)

9. Con las soluciones By C se procedio igual a los puntos 6y 7

Para la comparacion, el estandar acido ascorbico y el 4cido tanico se preparé
siguiendo el mismo procedimiento que conlleva a lograr concentraciones de 100

pg/ml, 50 pg/mt y 10 pyg/ml. Los extractos fueron evaluados por triplicado a
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diferentes concentraciones de 100, 50 y 10 pg/ml. Utilizando como estandar
acido ascérbico y acido tanico.
Posteriormente con los valores de las absorbancias obtenidas se determing el

porcentaje de captacion de radicales libres DPPH, mediante la siguiente formula:

(Am—Ab)
%AA = 100 —?X 100

Donde:

Ac: Absorbancia del DPPH

Am: Absorbancia de la muestra

Ab: Absorbancia del blanco de la muestra

%AA: Porcentaje de captacién del radicai libre

3.5. Determinacion de la actividad hipoglucemiante

3.5.1. Preparacion del aloxano

Se preparé una solucién al tres por ciento de aloxano (Sigma-Aldrich), disuelto
en 50 ml de agua destilada, de esta solucion madre se tomaron, para su
administraacién, dosis correspondientes de 150 mg/kg de peso.

3.5.2. Preparacion del estandar

Se prepar6 una solucién de glibenclamida 5 mg (Laboratorio IQfarma - Anexo
12) disuélto en 10 mi de agua destilada, para su administracion se tomé dosis
corryespondientes a 5 mg/kg de peso.

3.5.3. Preparacién de la muestra

Se prepard una solucion acuosa al tres por ciento del extracto hfdroalcohélico
concen_tradé, de esta solucién madre se tomaron, para su administracion, dosis

correspondientes a 100, 200 y 400 mg/kg.
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3.5.4. Método de induccion de diabetes con aloxano.? ®

Fundamento: El aloxano es una sustancia quimica que inyectado en los

animales genera diabetes mellitus por destruccion selectiva de las células §§ del

pancreas endocrino debido a la produccion de radicales libres.

Procedimiento:

¢ Los animales fueron aclimatados en jaulas especiales con acceso a agua,
alimernt‘o estandar y a temperatura ambiente (21+/- 1 °C) y 50 — 60 % de
humedad con un ciclo de 12 horas luz/oscuridad

o luego de pesar a los animales se les administré6 por via intraperitoneal
solucién de aloxano a 150 mg/kg

o Debido a que el aloxano es capaz de producir hipoglucemia letal, como
resultado de la liberacion de insulina pancreatica masiva, las ratas fueron
tratadas con solucion de glucosa al 20 %, 10 mi en sus respectivos bebederos
después de seis horas de la administracion del aloxano monohidratado

o Luego de 24 horas se realizé6 la confirmacion de la hiperglucemia. Los
animales que presentaron glucemia superior a 200 mg/dl fueron incluidos en
el estudio

o Los niveles de glucosa en sangre se determiné usando glucémetro ACCU -
CHECK® Perfoma Nano

o 12 horas antes de la administracién de los tratamientos, los animales fueron
sometidos en ayuno con agua ad /ibitum

o Las ratas son distribuidas aleatoriamente en seis grupos de cinco cada uno

e Se realizaron las mediciones de glicemia a las 0, 1, 2, 3, 4 y 5 horas
posteriores a la administracion de los tratamientos.

Finalmente las muestras de sangre de los animales fueron colectadas de la vena

caudal de la cola, la glucosa se determiné por el método de la.glucosa oxidasa
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con tiras reactivas del glucémetro, los valores de la glucemia se medié en mg/dl
y el porcentaje de la actividad hipoglucemiante fue calculada usando la siguiente

férmula:

.. ) . Control — Tratamiento
% Actividad hipoglucemiante = Comtrol x100

3.6. Disefio experimental

El disefio experimental que se utiliz6 es completamente ramdomizado. Las
concentraciones elaboradas fueron sometidas a la actividad hipoglucemiante, los
animales de experimentacion fueron divididas de manera aleatoria en seis
grupos cada uno cinco repeticiones para cada grupo:

Grupo 1 Blanco SSF 1,0 mi/kg

Grupo 2 Control Aloxano 150 mg/kg

Grupo 3 100 mg/lkg  Aloxano 150 mg/kg + extracto a dosis de 100 mg/kg
Grupo 4 200 mg/kg  Aloxano 150 mg/kg + extracto a dosis de 200 mg/kg
Grupo 5 400 mg/kg  Aloxano 150 mg/kg + extracto a dosis de 400 mg/kg
Grupo 6 Estandar Aloxano 150 mg/kg + glibenclamida dosis a 5 mg/kg
3.7. Analisis estadistico

Los resultados se expresan en graficos. Se hall6 las medias + desviacion
estandar en cada uno de los ensayos de actividad antioxidante e
hipoglucemiante. Para la actividad antioxidante se determiné el ANOVA para ver
las diferencias entre el acido ascoérbico, acido tanico y el extracto, asi mismo,
entre las tres concentraciones ensayadas de cada uno de ellos, para la actividad
hipoglucemiante se determin6é el ANOVA para ver las diferencias entre el
estandar glibenclamida y las dosis del extracto hidroalcohélico con un nivel de
significacion estadistica de 0,05. Las comparaciones se hacen entre cada
tratamiento a través de la Prueba de Tukey el andlisis estadistico se realizd

utilizando el soporte informatico SPSS, version 21.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 3. Metabolitos secundarios del extracto hidroalcohélico

Metabolltgs Reactn{os ylo Resultados
secundario reacciones
Fenoles y/o taninos  Tricloruro férrico ++
Flavonoides Shinoda ++
Triterpenoides y/o .
esteroides Liebermann A
Azlcares reductores Fehling ++
Dragendorff ++
Alcaloides Wagner ++
Mayer ++
Quinonas Borntrager ++
Catequinas Catequinas +
Antocianinas Antocianidina +
Saponinas Espumas +
LEYENDA:
Escasa:(+)

Regular : (++)
Abundante: (+++)
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V. DISCUSION

Cassia alata L “mutuy” es una planta medicinal que constituye una fuente natural
importante en la blsqueda de nuevos compuestos con actividades
farmacoldgicas de interés por la gran variedad de compuestos que sintetiza,
desde hace mucho tiempo los extractos naturales son utilizados con propiedades
terapéuticas de gran importancia para el control de muche}s enfermedades en
humanos.?? |

La Tabla 3 muestra los resultados del tamizaje fitoquimico. del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Cassia alata L “mutuy” como: taninos, polifenoles,
triterpenos, esteroides, flavonoides, azucares reductores, alcaloides, quinonas,
catequinas, antocianinas y saponinas; los resultados fueron corroborados con el
tamizaje fitoquimico realizado por Barrese,’s donde reporta la presencia de
flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas quinonas y triterpenos en el extracto
acuoso de las hojas de Cassia alata. Fernand?® reporté en el extracto
hidroalcohdlico la presencia de alcaloides, triterpenos y/o esteroides, quinonas,
taninos, azucares reductores, saponinas en Cassia alata L “mutuy”.

Lo que mas destaca del tamizaje fitoquimico es la presencia de flavonoides
produciendo coloracién rojo vino en la fase amilica y triterpenos y/o esteroides,
dando coloracion verde intensa, se comprobd la alta diversidad de compuestos

quimicos presentes en la especie bajo estudio, lo que fundamenta su empleo en
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la cura de diversas afecciones, los resultados obtenidos fueron similares a otros
reportes cientificos y la literatura revisada.

La Figura 2, muestra los resultauos del porcentaje de captacion del radical libre
DPPH en el extracto hidroalcohdlico, todas las muestras fueron activas al
decolorar el DPPH, con un porcentaje de captaciéon del radical libre en 95,8 %,
94 % y 53,4 % a concentraciones de 100, 50 y 10 ug/ml respectivamente. Los
resultados fueron comparados con los estandares &cido ascérbico, que mostré
tener actividad en un 99,1 %, 98,4 % y 99 % a concentraciones de 100, 50 y 10
Hg/ml; de igual manera el acido tanico posee actividad secuestradora del radical
libre DPPH con un porcentaje de 96,2 %, 96,5 % y 946 % a concentraciones de
100, 50 y 10 pg/ml, encontrandose resultados similares a otros reportes
cientificos.™ Es importante recalcar que la actividad antioxidante es
dependiente de la concentracion del extracto y del microambiente en el que se
encuentra el compuesto, pudiendo interactuar entre si, produciéndose efectos
sinérgicos o inhibitorios, los flavonoides se encuentran en los vegetales y se han
identificado mas de 5000 flavonoides diferentes con capacidad para neutralizar
los radicales libres responsables de determinadas patologias o del agravamiento~
de las mismas, cuando los flavorlaoides tienen orto sustituciones en anillo A o B,
son aquellas. eétructuras que tienen una buena accién inhibidora de la formacion

del radical hidroxilo,** *

entonces la actividad antioxidante depende de la
estructura quimica, posiciébn y numero de sustituciones en el nicleo del
flavonoide.*’ Se determind que existen diferencias estadisticamente significativas
entre ellos para (p< 0.05); como se observa en el Anexo15.

La Figura 3, muestra la variacién de los niveles de glucosa sanguinea en funcion
del tiempo como resultado del proceso metabdlico normal de las ‘unidades de

experimentacion, luego de haber producido una hiperglucemia. Asi mismo, se

muestra que las unidades de experimentacién llegan a su estado basal de
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glucosa en lapso de cinco horas. Este dato es muy importante porque nos
permite comparar el efecto hipoglucemiante del extracto y el estandar, por
presentar semejanzas clinicas e histopatoloégicos con la diabetes mellitus
humana, el modelo experimental de diabetes inducida en ratas con aloxano han
sido ampliamente utilizadas por investigadores en todo el mundo,*® en el
presente estudio se opté por el método quimico de supresion endocrina del
pancreas, los cuales exhiben todos los eventos bioguimicos, hormonales y
morfologicos qué ocurren durante y después de la induccion del estado
diabetogénico,49 el aloxano inyectado en animales de experimentacion, genera
diabetes mellitus por destruccion selectiva de las células B del pancreas
endocrino debido a la produccion de radicales libres, designados en su mayoria
especies de oxigeno reactivo (ROS), a la vez afecta la actividad de la
glucoquinasa reduciendo la concentracién del transportador de la glucosa
(GLUTZ2) y del ARNm de la glucoquinasa 2 con accion a nivel nuclear DNA y/o
mitocondrial.® Estudios demuestran amplia variacién en la dosis y via de
administracion del aloxano en la induccién de diabetes mellitus experimental,
que por via intravenosa se han empleado dosis de 40 mg/kg>®' 100 mg/kg,>? 50
ma/kg,> 42 mg/kg en solucién acuosa al 2 %,*® por via subcutanea 175 mg/kg,>
por via intraperitoneal dosis de 200 mg/kg por medio de ayuno puede reducirse -
hasta 150 mg/kg que es la dosis diabetogena por via intraperitoneal,’s 100 mg/kg
en buffer citrato pH 4,75.% Cualquiera que sea la via de administracion, las dosis
diabetégenas siempre alteran en igual forma la glucosa sanguinea, iniciaimente
hay hiperglucemia, después hipoglucemia y finalmente aparecen Ila
hiperglucemia diabética tercera y ultima fase consecutiva a la administracion del
aloxano y secundaria a la destruccion de los islotes de Langerhans que se debe
a la exagerada gluconeogénesis, en el presente estudio se utilizé dosis de 150

mg/kg de aloxano diluidas en agua destilada estéril por via intraperitoneal 24
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horas antes, los animales estuvieron en ayunas 12 horas. El aloxano agente
diabetdgeno con toxicidad selectiva sobre las células B pancreaticas, generan
peroxido de hidroégeno y radical hidroxilo que se acumula produciendo luego
fragmentacion del DNA; dafio que no alcanza a ser reparado por las células B,
llevando asi a su destruccion,*®

Asi mismo, los animales diabéticos ademas de presentar hiperglucemia se
caracterizaron por olor fuerte en la orina, aumento en el volumen de orina, caida
de pelos, pérdida de peso y debilidad general, otros autores también Io
mencionan el mismo fenémeno.*® El sindrome clinico de la diabetes mellitus es
caracterizada por disturbios continuos del metabolismo de carbohidratos, lipidos,
proteinas y varias alteraciones tisulares, provocadas por deficiencia de la
insulifnica, siendo caracterizada por hiperglucemia, glicosuria, y presenta cuadro
clinico de polidrea, polidipsia y polifagia,®” en el ensayo experimental de diabetes
mellitus tipo 1 se muestra evidencias que existe actividad hipoglucemiante por la
administracion del extracto, las elevadas concentraciones de glucosa sanguinea
pueden aumentar los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS), por
diferentes vias. Aumentando la formacion de los productos de glicosilacion
avanzada (PGA); activando a la proteina quinasa C (PQC); disminuyendo el
NADPH, H" intracelular; activando la posicion de ROS en la mitoqondria," la
actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico fue con descenéo gradual
de la glucosa plasmatica conforme avanzan las horas, estos resultados son
compatibles con otros estudios cientificos,® el estrés oxidativo y el desequilibrio
entre formacion de radicales libres derivados del oxigeno o del nitrégeno y su
degradacion, juega un papel relevante en el desarrollo de la insulinorresistencia.
El incremento en radicales libres en estado prediabético se debe a la abundancia
de acidos grasos que causan alteraciones mitocondriales a través de una mayor

beta oxidacion.>®
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La Figura 4 muestra los resultados del porcentaje de actividad hipoglucemiante
del extracto hidroalcohdlico que fue similar al estandar, el mecanismo de accion
por el cqél ciertas especies vegetales disminuyen la glucosa sanguinea puede
ser atribtjido a los siguientes factores. aumento de la liberacién de insulina a
través de la estimulacién de las células B-pancreaticas, resistencia a las
hormonas que aumentan el nivel de glucosa, aumento de la sensibilidad de los
receptores de insulina, disminucién de gluconeogénesis, aumento del consumo
de glucosa en tejidos y drganos, eliminacién de radicales libres, reéistencia ala
peroxidacion lipidica y !a correccién del desorden metabdlico en lipidos y
proteinas,® el extracto hidroalcohdlico presenta actividad hipoglucemiante,
estadisticamente es significativa como se muestra en los Anexos 17 y 18, el
porcentaje de la actividad hipoglucemiante de los tratamientos a cinco horas fue
en un 72,4 %, para dosis de 200 mg/kg, 69,5 % para e! estandar, 60,6 % y 55,6
% para dosis de 100 y 400 mg/kg. Es muy probable que los ﬂa\/onoides sean
responsables de esta actividad hipoglucemiante,®® ya que participan en las
etapas iniciales de accién de la insulina en €l higado y musculos de ratas in vivo,
uno de sus mecanismos de accién es que se ligan a receptores de insulina,®
potencializando las actividades de la enzima tirosina quinasa de los receptores
de insulina,®' esta enzima es fundamental para los efectos bioldgicos de la
insulina para reducir la glucemia, el mecanismo exacto de accién sélo se puede
explicar cuando los principios activos se encuentren aislados y se analicen en
relacion a esta actividad, los flavonoides son apreciados por su amplia actividad
farmacologica; pueden unirse a los polimeros bioldgicos tales como enzimas,
transportadores de hormonas, ADN y quelar iones metdlicos transitorios tales
como hierro, cobre y zinc, que catalizan el transporte de electrones y depuran
radicales libres, debido a este hecho; se han descrito efectos protectores en

patologias tales como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas,
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tlcera estomacal, duodenal e inflamaciones, los antioxidantes actian en tres
aspectos que se hayan alterado en la diabetes como la funcibn endotelial, las
moléculas pro inflamatorias y el estrés oxidativo generado por el aumento de
ROS.® La diabetes meliitus incrementa la produccion de radicales libres
derivados del oxigeno, anién superdxido (Oy), peréxido de hidrégeno (H.O;) y
radical hidroxilo (OH") en cantidades superiores a los niveles fisiolégicos, los que
sobrepaé’an la capacidad antioxidante celular enddégena (superéxido dismutasa
(SOD), catalasa, glutation peroxidasa (Gpx) y glutation reductasa, sustancia
naturales con efecto antioxidante como la vitamina C, E, enzimas reparadoras de
ADN), como consecuencia hay una modulacidon negativa de la actividad biolégica
del oxido nitrico (NO).2* %

Los flavonoides desempefian funciones esenciales en la proteccion frente a los
fenéméhos 'de dafio oxidativo, sus propiedades antirradicalarias se dirigen
fundaméntalmente hacia los radicales hidroxido vy supenjxido, especies
altamente reactivas, de esta manera bloquean la accién de ‘dichas sustancias
sobre las células.®® Entonces podria pensarse que la accion de Cassia alata Len
la reduccion de los niveles de glucemia sea por la presencia de flavonoides, sin
excluir Iosvdemés compuestos que también protegen de las complicaciones
producidés por la diabetes, desde el punto de vista quimico este estudio seria la
antesala al aislamiento del sistema de flavonoides presentes en-la planta y
comparar la bioactividad, un antioxidante debe ser capaz de reaccionar faci y
especificamente con un radical libre, neutralizando e impidiendo el dafio

oxidativo a las macromoléculas biolégicas.®
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VI. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de las. hojas de Cassia alata L “mutuy” presenta
metabolitos secundarios como taninos, polifenoles, triterpenos, esteroides,
flavonoides, azlcares reductores, quinonas, alcaloides, catequinas,
antocianinas y saponinas.

El pofcentaje de captacion del radical libre DPPH en el extracto
hidroalcdhﬁlico de las hojas de Cassia alata L “mutuy” fue de 95,8 %, 94 % y
53,4 % de actividad a concentraciones de 100, 50 y 10 ug/ml. Respecto a
los esténdares acido ascérbico, que mostr6é tener actividad en un 99,1 %,
98,4 % y 99 % a concentraciones de 100, 50 y 10 ug/ml; de igual manera el
acido tanico posee actividad secuestradora dei radical libre DPPH con un
porcentaje de 96,2 %, 96,5 % y 94,6 % a concentraciones de 100, 50 y 10
pg/mi. Por ende, el extracto hidroaicohdlico posee capacidad secuestradora
del radical libre.

La dosis con mejor actividad hipoglucemiante fue a 200 mg/kg, dicha

actividad fue similar al estandar.
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Vil. RECOMENDACIONES
Realizar monitoreo continuo a la dosis de aloxano, previo a la administracion
en las unidades experimentales a 0, 6, 12 y 24 horas, con la finalidad de
mejorar los errores debidos a la dosificacién.
Realizar otros estudios in vivo e in vitro que ratifique la capacidad
antioxidante de las hojas de Cassia alata L y continuar con estudios
guimicos que permitan el aislamiento de moléculas especificés con actividad
antioxidahte, utilizando cromatografia liquida de alta sensibilidad (HPLC), y
obtener moléculas con mejor capacidad antioxidante.
Por los resultados obtenidos, podemos asumir que se trata de un importante
- recurso natural, por lo que se deben continuar con las investigaciones para
conocerla mejor y aprovechar sus bondades farmacolégicas a dosis

adecuadas en infusiones y realizar estudios de toxicidad aguda y crénica.
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Anexo 1
Tabla 4. Certificado de identificacién botanica

W EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
| CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

m

CERTIFICA

Que, el Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr René Fraximidez, HUAMAN
PALOMINO, ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de
tesis. ,

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun €} Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOUOPSIDA
SUBCLASE : ROSIDAE

ORDEN : FABALES

FAMILIA : CAESALPINIACEAE
GENERO : Cassia

ESPECIE : Cassia alata L.

N.V. : “mutuy”

Se expide fa certificacion comespondiente a solicitud del interesado para
los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 30 de Octubre del 2012
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Anexo2
Tabla 5. Certificado sanitario del material biolégico

T

i
EIUNIVERSIDAD PERUANA
CAYETANO HEREDIA

SRRITEY

Vicerrectorado de Investigacion

CERTIFICADO

San Martin de Porres, 13 de Diciembre del 2012

Mediante la Presente se certifica que las 25 ratas albinas de la cepa
Holtzman, de sexo macho, edad adulta y pesos entre 200 a 250 gramos,
adquiridas por el Sr. René Fraximidez Huaméan Palomino, con DNI 43228832,
estan en perfecto estado sanitario y fisiolégico, para ser utilizados en cualquier
protocolo Biomédico.

Atentamente

Jefe de Bioterio-LID

Vicerrectorado de Investigacion-UPCH

Av. Honosio Delgado 430 - Lima 31 Apldo, Postal 4314 - Lima 100
Telef.; (51-1) 482-1524 Fax: (51-1) 318-0004
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Anexo 3

Muestra
Cassia alata L “mutuy”

i — Limpieza y seleccién

1
Identificacion — DesecacCion a temperatura ambiente

P |
c
botanica — Molienda

‘

Un kg hojas deshidratadas y
micropulverizadas de Cassia alata L
“mutuy”

1
[}
v
[ Maceracion en 3000 ml de

alcohol al 70° por 7 dias
]

A 4

[ Filtrado y percolacion de la muestra J
de Cassia alata L “mutuy”
IE""’ Concentrar (Rotavapor a 40 rpm a 30 °C)
Extracto cvoncentrado ]
;—» Secado en la estufa a 40 °C
;‘—> Pesado
|

'— AlmaCenamiento en refrigeracion

N

1
===~ =====*= ! """"""""" A
| )
1 ]
| 1
\ 4 g v
Tamizaje Estudio
fitoquimico farmacolégico
;
\ 4

P
Actividad antioxidante

e hipoglucemiante

Figura 5. Flujograma del disefio metodolégico*?
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Anexo 4
Tabla 6. Caracteristicas de los metabolitos secundarios*®

Metabolitos Reactivos y/o tidad par. .

. /oS y Can para Observaciones

secundarios reacciones clu

Fenoles y/o taninos  Tricloruro férrico 2mi Coloracion verde tenue
‘ . L, L n

Flavonoides Shinoda 2mi Coloracion rojo vino e

la fase amilica

Triterpenoides ylo Coloracién verde

esteroides Liebermann 2m intensa visibie
Az(cares reductores Fehling 2mi Coloracion rojo
Dragendorff 2mli Precipitado marrén
Alcaloides Wagner 2ml Precipitado marrén
Mayer . 2mli Precipitado blanco
Quinonas Borntrager 2mil Coloracién rojizo
. . 2mi Fluorescencia verde
Catequinas Catequinas carmelita a la luz UV
- - oml Coloracion rojo marron
Antocianinas Antocianidina en la fase amilica
Formacion de espuma
Saponinas Espumas 2mi por mas de cinco

minutos
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Anexo 5

"

MeOH

N

(el

ensayo puesto que se
degrada faciimente y

reparar una solucién\ ﬁ omar aproximadamente
de DPPH 20 mg/l en

dia  del y disolver en 50 mi

A4

Transferir 1.5 mi de Qscérbico y acido tanico)
solucion DPPH a c/u

0,015 g de

muestra pesados en la balanza analitica

del solvente

correspondiente MeOH grado analitico,
obteniendo una solucién de 300 pg/ml.
mantener en oscuridad) Con la solucién anterior, realizar
/ diluciones suceslvas para obtener

concentraciones de 100 pg/mi, 50 pg/ml

y 10 ug/mi. Para: Muestra y control (acido

/

v

minutos en oscuridad

[Dejar reaccionar por cinco}

)
'
v

( Leer las absorbancias

; a A= 517 nm
E Medir el blanco
M----mm-m - fotometrico compuesto
: MeOH
[}

v
/ Calcular el porcentaje de captacion del \

Am: Absorbancia de la muestra.
Ab: Absorbancia del blanco MeOH

\Ac: Absorbancia del referencia DPPH /

radical libre
(Am—Ab)
% AA= 100 —-——Ac—x 100

Figura 6. Fluj jograma para el método espectrofotométrico del DPPH (1, 1-difenil-2-

picrilhidrazilo)"
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Anexo 6

Figura 7. Recoleccién de las hojas de Cassia alata L
“‘mutuy”
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Anexo 7

Figura 8. Maceracion, filtrado, percolacion y concentracion de la
muestra en el equipo del rota vapor
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Anexo 8

Figura 9. Extracto concentrado de las hojas
de Cassia alata L “mutuy”
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Anexo 9

Figura 10. Tubos de prueba con el tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico



Anexo 10

Figura 11. Materiales de vidrio con reactivos para determinar la capacidad
secuestradora del radical libre
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Anexo 11

Figura 12. Equipo UV-Vis Thermo Scientific S10
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Anexo 12

Figura 13. Tableta de glibenclamida 5 mg
(Laboratorio IQfarma)
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Anexo 13

Figura 14. Glucémetro ACCU - CHECK® Perfoma Nano
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Anexo 14
Tabla 7. Valores descriptivos del porcentaje de captacion del radical libore DPPH
segun muestra

Intervalo de
confianza para la
Desviaciéon Error  media al 95%
tipica tipico

Muestra N Media - Minimo Maximo

Limite Limite
inferior superior

Acido ascérbico 100 ug
Acido tanico 100 pg
Cassia alata 100 g
Acido ascérbico 50 ug
Acido tanico 50 g
Cassia alata 50 ug
Acido ascoérbico 100 g
Acido tanico 10 ug
Cassia alata 10 g
Total

0,013 0,001 0,000 0,012 0.013 0,012 0,013
0,023 0,001 - 0,001 0,021 0,025 0,021 0,024
0,041 0,001 0,000 0,040 0,042 0,040 0,042
0,016 0,004 0,002 0,011 0,020 0,011 0,021
0,026 0,002 0,001 0,024 0,027 0,023 0,027
0,042 0,002 0,001 0,040 0,045 0,040 0,045
0,016 0,003 0,001 0,012 0,020 0,014 0,022
0,028 0,002 0,001 0,025 0,031 0,025 0,030
0,254 0,005 0,002 0248 0,261 0,245 0,257

Poooooaaaa

0,051 0,073 0,011 0,029 0,073 0,011 0,257
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Anexo 15

Tabla 8. Andlisis de varianza y las comparaciones muitiples de Tukey del
porcentaje de captacion del radical libre DPPH segun muestra

Suma de Media
Muestras cuadrados Gl __cuadratica F Sig.
Inter-grupos 0,237 8 0,030 4,090.696 0,000
Intra-grupos. 0,000 36 0,000
Total 0,237 4

Subconjunto para alfa = 0,05

Muestras N 1 2 3 4
Acido ascérbico 100 ug 5  0,01260
Acido ascérbico 50 pg 5  0,01586
Acido ascorbico 10 ug 5 001640
Acido tanico 100 pg 5 0,02300
Acido tanico 50 g 5 0,02560
Acido tanico 10 g 5 0,02800
Cassia alata L 100 g 5 0,04080
Cassia alata | 50 ug 5 0,04240
Cassia alata L 10 pg 5 0,25440
Sig. o 0,408 0,113 0,989 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 5,000.
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Anexo 16
Tabia 9. Valores descriptivos del porcentaje de disminucién de los niveles de
glucosa sanguinea en funcién del tiempo de tratamiento

Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviacion Error Limite Limite

Tratamientos N Media tipica tipico _inferior superior Minimo Maximo
1 Hora Glibenclamida 4 35,00 1,14 0,57 33,18 36,82 34,00 36,60
100 mg/kg 5 41,00 1,71 0,76 38,88 43,12 38,80 43,20
200 mg/kg 3 1227 3,65 2,1 3,20 21,33 8,60 15,90
400 mg/kg 3 19,10 2,75 1,59 12,27 25,93 16,10 21,50
Total 15 29,27 12,11 3,13 22,57 35,98 8,60 43,20
2 Horas Glibenclamida 3 48,13 6,18 3,57 32,78 63,49 41,00 51,90
100 mg/kg 3 4293 754 4,36 24,19 61,67 34,80 49,70
200 mg/kg 3 2993 8,99 5,19 7,59 52,28 19,60 36,00
400 mg/kg 4 2293 4,08 2,04 16,43 29,42 17,50 27,40
Total 13 34,98 12,14 3,37 27,64 42,31 17,50 51,90
3 Horas Glibencilamida 5 5242 11,22 5,02 38,49 66,35 38,80 67,20
100 mg/kg 3 4963 11,23 6,49 21,73 77,54 37,00 58,50
200 mg/kg 4 5110 11,70 5,85 32,48 69,72 41,50 65,30
400 mg/kg 4 3295 9,59 480 17,69 48,21 27,00 47,10
Total 16 46,70 12,82 3,21 39,87 53,53 27,00 67,20
4 Horas Glibenclamida 5 66,92 9,25 414 55,43 78,41 53,40 78,50
100 mg/kg 5 4886 11,53 5,16 34,55 63,17 33,70 62,50
200 mg/kg 5 66,76 9,22 412 55,31 78,21 58,00 81,40
400 mg/kg 5 5222 5,54 2,48 45,34 59,10 45,30 59,90
Total 20 58,69 11,91 2,66 53,12 64,26 33,70 81,40
5 Horas Glibenclamida 5 69,54 3,57 1,60 65,11 73,97 66,50 73,40
100 mg/kg 5 6056 3,21 1,44 56,58 64,54 56,30 63,90
200 mg/kg 5 7236 7.25 3,24 63,36 81,36 66,40 84,30
400 mg/kg 5 5556 4,00 1,79 50,60 60,52 50,40 59,50
Total 20 6451 8,21 1,83 60,66 68,35 50,40 84,30
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Anexo 17
Tabla 10. Analisis de varianza del porcentaje de actividad hipoglucemiante de los
tratamientos segtn tiempo

: Suma de Media
Tiempo (h) cuadrados Gl cuadrética F Sig.
1 hora Inter-grupos 1996,923 3 665,641 127,636 0,000
: Intra-grupos 57,367 1 5,215
Total 2054,289 14

2horas  Inter-grupos 1366,496 3 455,499 10,200 0,003
Intra-grupos 401,908 9 44,656
Total 1768,403 12
Inter-grupos  1023,095 3 341,032 2,836 0,005
3 horas Intra-grupos 1443,165 12 120,264
Total 2466,260 15
4 horas  Inter-grupos 1356,738 3 452,246 5,413 0,009
Intra-grupos 1336,680 16 83,543
: Total 2693,418 19
5horas Inter-grupos 913,142 3 304,381 13,304 0,000
' intra-grupos 366,068 16 22,879
Total 1279,210 19
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Anexo 18
Tabla 11. Comparaciones muiltiples de Tukey del porcentaje de actividad

hipoglucemiante de los tratamientos segun tiempo

Tiempo (h) Tratamiento " Sub1conjunto hcz)mogénegs (a= 02)5)
1 hora 200 mg/kg 3 12,27
' 400 mg/kg 3 19,10
Glibenclamida 4 35,00
100 mg/kg 5 41,00
Sig. 1,00 1,00 1,00 1,00
1 2 3
2 horas 400 mg/kg 4 22,93
200 mg/kg 3 29,93 29,93
100 mg/kg 3 42,93 4293
Glibenclamida 3 48,13
Sig. 0,57 0,13 0,76
1
3 horas 400 mg/kg 4 32,95
100 mg/kg 3 49,63
200 mg/kg 4 51,10
Glibenclamida 5 52,42
Sig. 0,12
1 2
4 horas 100 mg/kg 5 48,86
400 mg/kg 5 52,22 52,22
200 mg/kg 5 66,76
Glibenclamida 5 66,92
Sig. 0,94 0,09
1 2
5 horas 400 mg/kg 5 55,56
100 mg/kg 5 60,56
Glibenclamida 5 69,54
200 mg/kg 5 72,36
Sig. 0,38 0,79
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Actividad antioxidante e hipoglucemiante del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Cassia alata
L “mutuy”, Ayacucho 2012

René Fraximidez Huamén Palomino’, Johnny Aldo Tinco Jayo'
! Farmacia y Bioquimica: UNSCH

RESUMEN :

La diabetes es un trastorno metabélico méds frecuente que se relaciona con secrecién alterada de la
hormona endocrina, con generacion de especies reactivas de oxigeno y radicales libres; es considerada
actualmente un problema de salud publica. El objetivo fue determinar la actividad antioxidante e
hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Cassia alata L “mutuy”, durante los
meses de noviembre de 2012 a marzo de 2013. El tipo de investigacion realizado fue basico
experimental, la muestra fue colectada en el distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga y se obtuvo
el extracto hidroalcohdlico. La determinacién de la actividad antioxidante se desarrollé mediante €l
método de secuestramiento del radical fibre DPPH.' El efecto hipoglucemiante fue determinado
mediante el método descrito por Kameswara y modificado por Palomino® ? en ratas Holtzman machos,
distribuidos en seis grupos de cinco cada uno; se les administré aloxano a una dosis de 150 mg/kg
disuelto en agua destilada por via intraperitoneal. Al grupo I se administr6 SSF 1,0 ml/kg (blanco),
grupo 1I (aloxano control), grupo I, IV, V (aloxano + extractos a dosis de 100, 200 y 400 mg/kg),
grupo V (aloxano + glibenclamida 5 mg/kg estandar). El nivel de glucosa sanguineo se determiné a 0,
1, 2, 3,4 y 5 horas. Los metabolitos presentes en el extracto hidroalcohélico fueron: flavonoides,
taninos, polifenoles, triterpenos y/o esteroides, aztlicares reductores, alcaloides, quinonas, antocianinas,
catequinas y saponinas. Todas las muestras fueron activas al decolorar el DPPH, con una actividad de
95,8 %, 94 % y 53,4 % a concentraciones de 100, 50 y 10 pg/ml, respectivamente. Los resultados
fueron comparados con los estandares &cido ascérbico y 4cido tdnico en las mismas concentraciones y
poseen actividad de 99,1 %, 98,4 %, 99 %y 96,2 %, 96,5 %, 94,6 %. A cinco horas del tratamiento el
porcentaje de actividad hipoglucemiante a dosis de 100, 200 y 400 mg/kg del extracto fue de 60,6 %,
72,4 % y 55,6 % respectivamente y 70 % para el estandar existiendo estadisticamente diferencia
significativa. Se concluye que el extracto hidroalcohélico posee actividad antioxidante y a dosis de 200
mg/kg posee mejor actividad hipoglucemiante. .

Palabras clave: Actividad antioxidante e hipoglucemiante, Cassia alata L.

SUMMARY
Diabetes is the most common metabolic disorder that is related to altered secretion of endocrine
hormone, generating reactive oxygen species and free radicals, is currently considered a public health
problem. The objective was to determine the antioxidant activity and hypoglycemic hydroalcoholic
extract of the leaves of Cassia alata L "mutuy” during the months of November 2012 to March 2013.
The type of basic experimental research was conducted, the sample was collected in the district of
Ayacucho, province Huamanga and hydroalcoholic extract was obtained. Determination of antioxidant
activity was developed by the method of free radical sequestration DPPH.' The hy?oglycemic effect
was determined by the method described by Kameswara and modified by Palomino.”® Holtzman male
rats , divided into six groups of five each ; alloxan was administered at a dose of 150 mg/kg dissolved
in distilled water by the intraperitoneal route. Group I was given SSF 1,0 ml’kg (white), group I
(alloxan control), group III, 1V, V (alloxan + extracts at doses of 100, 200 and 400 mg/kg), group V
(alloxan + glibenclamide 5 mg/kg standard). Blood glucose level was determined 0, 1, 2, 3, 4 and 5
hours. Metabolites present in the hydroalcoholic extract were: flavonoids, tannins, polyphenols,
triterpenes and/or steroids, reducing sugars, alkaloids, quinones, anthocyanins, catechins and saponins.
Ali samples were active at discolor DPPH with an activity of 95,8 %, 94 % and 53,4 % at
concentrations of 100, 50 and 10 pg/ml, respectively. The results were compared with standards
ascorbic acid and tannic acid in the same concentrations possess activity 99,1 %, 98,4 %, 99 % and



96,2 %, 96,5 %, 94,6 %. Five hours after treatment, the percentage of hypoglycemic activity at doses
of 100, 200 and 400 mg/kg of the extract was 60,6 %, 72,4 % and 55,6 % and 70 % respectively for
standard exists statistically significant difference. We conclude that the hydroalcoholic extract
possesses antioxidant activity and doses of 200 mg/kg has better hypoglycemic activity.

Key words: Antioxidant activity and hypoglycemic, Cassia alata L.

INTRODUCCION
Cassia alata L, es utilizado por la gran variedad de

compuestos que sintetiza con  propiedades.

terapéuticas en enfermedades de la piel,
antibacteriano, diurético, antidiarreica, febrifuga,
analgésico, laxante, antiparasitaria, sudorifica,
purgante depurativa de la sangre ¢ hipoglucemiante,
las hojas son ricas en 4cidos fendlicos, flavonoides y
taninos. El estrés oxidativo se origina por
desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS) y Ila capacidad
antioxidante celular (CAC), la produccion de ROS
mitocondrial es constante, entre 2 % y 5 % del
oxigeno para la cadena respiratoria se reduce para
generar ¢l anién superdxido, O, H,0, OH
radicales libres potencialmente dafiinos para la
célula’ La diabetes es una enfermedad metabdlica
que se caracteriza por ¢levados niveles de glucosa en
sangre, secundaria a una alteracion absoluta o
relativa de la secrecién de insulina,® y se clasifican
en diabetes de tipo ! y 2.7 El estrés oxidativo esta
intimamente relacionado con la diabetes mellitus en
la cual el oxido nitrico es el principal factor
comprometido con las propiedades
antiaterosclerdticas del endotelio, la diabetes,
hipertension o las dislipemias, aumentan Ila
produccion de aniéon superéxido que inactiva al
oxido nitrico.® Las elevadas concentraciones de
glucosa sanguinea incrementan los niveles de ROS,
por diferentes vias, aumentando la formacion de los
productos de glicosilacion avanzada; activando a la
proteina quinasa C, disminuyendo ¢! NADPH, H'
intracelular, activando la posicion de ROS en la
mitocondria y participan en la destruccion de las
células B pancredticas por tanto en el desarrolla de la
diabetes mellitus.>s La busqueda de nuevos
antioxidantes naturales es el interés para la
investigacién, por que interrumpe el proceso de
oxidacion radicalaria de lipidos, proteinas, ADN y
enzimas, los compuestos fendlicos son reconocidos
antioxidantes.”® La diabetes mellitus es una
enfermedad cronica considerada actualmente como
un problema de salud piblica.”" Se calcula que en el
mundo hay aproximadamente 314 millones de
personas con alteracion de la glucosa y se pronostica
que esta cifra se incrementard a los 500 millones en
el afio 2025, como consecuencia del descenso de la

actividad fisica, el aumento de la ingesta caldrica y
de los indices de obesidad. La accién terapéutica de
los compuestos fendlicos comprende la interaccion
entre una sustancia quimica exdgena y la diana
bioquimica endsgena.”” ® El presente trabajo de
investigacion propone los siguientes objetivos:
Objetivo general: o

Determinar  la  actividad  antioxidante e

hipoglucemiante del extracto hidroalcahdlico de las

hojas de Cassia alata L “mutuy”.

Objetivos especificos: .

e [dentificar los metabolitos secundarios presentes
en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Cassia alata L “mutuy“, mediante tamizaje
fitoquimico.

¢ Determinar el porcentaje de captacion del radical
libre DPPH en el extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Cassia alata L “mutuy“ y comparar con
el estandar dcido ascorbico y acido ténico.

e Evaluar la dosis con mejor actividad
hipoglucemiante del -extracto hidroalcohodlico de
las hojas de Cassia alata L “mutuy”, respecto al
estdndar glibenclamida)

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del trabajo de investigacion
El presente trabajo de investigacion se realiz6 en los
laboratorios de Farmacologia, Farmacognosia,
Toxicologia 'y en Laboratorio del Centro de
Produccion del 4rea académica de Farmacia de la
Facultad .de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga, durante los
meses de noviembre de 2012 a marzo de 2013.
Poblacion y muestra
Poblacion
Cassia alata L “mutuy” que crece en el distrito de
Ayacucho provincia de Huamanga, departamento de
Ayacucho ubicado a 2100 m.s.n.m.
Muestra :
La muestra que se utilizé fue un kilogramo de hojas
secas de Cassia alata L “mutuy” recolectadas en el
distrito de Ayacucho ‘provincia de Huamanga, el
sistema de muestreo fue por conveniencia y ‘una
parte de la planta recolectada se llevo al Herbarium
Huamangensis para su identificacion y su
clasificacion botanica.



Unidad experimental

Constituido por 30 ratas albinas machos de cepa
Holtzman edad adulta y con pesos de 200 a 250 g
procedentes del bioterio de la Facultad de Medicina
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia - Lima.
Los mismos que fueron acondicionados con
alimentacién balanceada y agua a libertad en el
bioterio del Laboratorio de Farmacologia en el drea
de Farmacia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga. :

Diseiio metodolégicopara la recoleccion de datos
Procedimiento para . la recoleccion, seleccion y
secado de la muestra

La recoleccion, seleccion y secado de la muestra se
realizé de acuerdo a los procedimientos establecidos
por Villar del Fresno.* La planta se recolectd
manualmente, en las horas de la mafiana en un clima
templado en su estadio de floracion, durante el mes
de noviembre del 2012. Se seleccionaron las hojas
de la planta intacta; y se secaron a la sombra en una
habitacion ventilada sobre papel periddico,
aproximadamente por diez dias, para su posterior
reduccion de tamafio de particulas haciendo uso de
un molino, hasta obtener un palvo fino (Anexo 3).
Preparacion del extracto hidroalcohdlico

Se sometié a maceracion un kilogramo de polvo fino
de muestra, en frascos de color ambar durante una
semana aproximadamente en tres litros de alcohol de
70° el mismo que la cubrié por completo. Durante el
macerado el frasco se agité periédicamente para que
¢l alcohol se distribuya homogéneamente en la
muestra. Una vez obtenido el extracto se procedié a
la percolacién, filtracion y a continuaciéon se
concentrd en el rota vapor a una temperatura de 40
°C y se secO en una estufa a una temperatura de 40
°C, bajo especificaciones y procedimientos que
exige dicha marca. Una vez obtenido el extracto
concentrado, se envasé en un frasce de vidrio color
dmbar, herméticamente cerrado, y se conservé en la
refrigeradora hasta su empleo.

Tamizaje fitoquimico

Las reacciones se realizd mediante coloracionde los
metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico, se- realiz6  siguiendo los
procedimientos establecidos’® (Anexos 4 y 9).
Determinacion de la actividad antioxidante
mediante secuestramiento del radical libre (1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo), DPPH.'

Fundamento: Consiste en determinar la pérdida de
la coloracién violeta intensa de DPPH, cuando éste
es capturado por un antioxidante reduciéndose a
DPPH-H dando una celoracion amarilla.
Procedimiento:

1. Se prepard una seluciért metandlica de DPPH de
20 mg/l

2. Se prepard una solucién metandlica del extracto a
una concentracion de 300 pg/ml (solucién A)

3. Se calibro el espectrofotémetro a cero con una
solucion blanco de metanol: agua (2:1)

4. Se preparé un blanco de muestra con 0,75 mi de
muestra (solucion A) y 1,5 ml de metanol

5. Se prepar6 un patron de referencia con 1,5 mi de
DPPH y 0.75 mi de agua destilada

6. Luego se procedi6 a preparar la muestra, con 0,75
mi de solucién A y 1,5 mi de DPPH obteniéndose
una concentracibn final de 100 pg/ml
Inmediatamente se dejo a temperatura ambiente por
cinco minutos y se realizo la lectura de las
absorbancias a A : 517 nm en el espectrofotémetro

7. Se midid la absorbancia del patrén de referencia y
del blanco de la muestra

8. Se diluy6 la solucién A (2) con metanol en una
proporcion de 1:1 para obtener una concentracién
final de 50 pg/ml (solucién B) y luego en una
proporcion de 1:9, para obtener una concentracién
final de 10 pg/ml (solucion C)

9. Con las soluciones B y C se procedio igual a los
puntos 6y 7 T

Para la comparacion, el estandar icido ascérbico y el
acido tanico se prepard siguiendo el mismo
procedimiento que conlleva a lograr concentraciones
de 100 pg/ml, 50 pg/ml y 10 pg/ml. Los extractos
fueron evaluados por triplicado a diferentes
concentraciones de 100, 50 y 10 pg/ml Utilizando
como estandar 4cido ascorbico y acido tanico.
Posteriormente con los valores de las absorbancias
obtenidas se determind el porcentaje de captacion de
radicales libres DPPH, mediante la siguiente
férmula:

(am-Ab)

06AA = 100 — x 100

Donde:

Ac: Absorbancia del DPPH

Am: Absorbancia de la muestra

Ab: Absorbancia del blanco de la muestra

%AA: Porcentaje de captacion del radical libre.
Determinacion de la actividad hipoglucemiante
Preparacion del aloxano

Se prepar6 una solucion al tres por ciento de aloxano
(Sigma-Aldrich), disuelto en 50 mi de agua
destilada, de esta solucién madre se tomaron, para su
administracién, dosis correspondientes de 150
mg/kg de peso.

Preparacion del estindar

Se preparé una solucion de glibenclamida 5 mg
(Laboratorio IQfarma) disuelto en 10 mi de agua
destilada, para su administracion se tomé dosis
correspondientes a 5 mg/kg de peso.

Preparacion de la muestra

Se prepar6 una solucidn acuosa al tres por ciento del
extracto hidroalcohédlico concentrado, de esta
solucién madre se tomaron, para su administracion,
dosis correspondientes a 100, 200 y 400 mg/kg.



Método de induccién de diabetes con aloxano.”

Fundamento: El aloxano es una sustancia gquimica

que inyectado en los animales genera diabetes

mellitus por destruccion selectiva de las células f del

pancreas endocrino debido a la produccién de

radicales libres.

Procedimiento:

¢ Los animales fueron aclimatados en jaulas
especiales con acceso a agua, alimento estandar y
a temperatura ambiente.(21+/- 1 °C) y 50 — 60 %
de humedad .con un ciclo de 12 horas
luz/oscuridad

e Luego de pesar a los animales se les administré
por via intraperitoneal solucion de aloxano a 150
mg/kg

s Debido a que ¢l aloxano es capaz de producir
hipoglucemia letal, como resultado de la
liberacion de insulina pancreatica masiva, las
ratas fueron tratadas con solucion de glucosa al
20 %, 10 ml en sus respectivos bebederos
después de seis horas de la administracion del
aloxano monohidratado

e Luego de 24 horas se realizo la confirmacion de
la hiperglucemia. Los animales que presentaron
glucemia superior a 200 mg/dl fueron incluidos
en ¢l estudio

e Los niveles de glucosa en sangre se determind
usando glucometro ACCU - CHECK® Perfoma
Nano

e 12 horas antes de la administracion de los
tratamientos, los animales fueron sometidos en
ayuno conagua ad libitum.

e Las ratas son distribuidas aleatoriamente en seis
grupos de cinco cada uno

s Se realizaron las mediciones de glicemia a las 0,
1, 2, 3, 4 y 5 horas posteriores a la
administracion de los tratamientos

Las muestras de sangre de los animales fueron

colectadas de la vena caudal de la cola, la glucosa se

determino por el método de la glucosa oxidasa con

tiras reactivas del glucometro, los valores de la

glucemia se medié en mg/dl y el porcentaje de la

actividad hipoglucemiante fue calculada usando la

siguiente formula:

Control — Tratamiento
0% Actividad hipoglucemiante = x100
Control

Disefio experimental

El disefio experimental que se utilizd es
completamente ramdomizado. Las concentraciones
elaboradas fueron sometidas a la actividad
hipoglucemiante, los animales de experimentacion
fueron divididas de manera aleatoria en seis grupos
cada uno cinco repeticiones para cada grupo:

e Grupo 1 : Blanco (SSF 1,ml’kg)
e Grupo II : Control (aloxano 150 mg/kg).
e Grupo IIl : Aloxano 150 mg/kg + extracto a

dosis de 100 mg/kg

Grupo IV : Aloxano 150 mg/kg + extracto a
dosis de 200 mg/kg
Grupo V : Aloxano 150 mg/kg + extracto a
dosis de 400 mg/kg
: Aloxano 150 mg/kg +
glibenclamida a dosis de 5 mg/kg
estandar
Analisis estadistico
Los resultados se expresan en gréficos. Se hallo las
medias + desviacion estdndar en cada uno de los
ensayos de actividad antioxidante e
hipoglucemiante. Para la actividad antioxidante se
determin6 €] ANOV A para ver las diferencias entre
el acido ascorbico, acido tanico y el extracto, asi
mismo, entre las tres concentraciones ensayadas de
cada uno de ellos, para la actividad hipoglucemiante
se determiné el ANOVA para ver las diferencias
entre el estandar glibenclamida y las dosis del
extracto  hidroalcohdlico con un nivel de
significacion estadistica de 0,05. Las comparaciones
se hacen entre cada tratamiento a través de la Prueba
de Tukey el analisis estadistico s¢ realiz6 utilizando
el soporte infarmatico SFSS, version 21.

Grupo VI

RESULTADOS

Cassia alata L “mutuy” es una planta medicinal que
constituye una fuente natural importante en la
bisqueda de nuevos compuestos con actividades
farmacoldgicas de interés por la gran variedad de
compuestos que sintetiza, desde hace mucho tiempo
los extractos naturales son utilizados con
propiedades terapéuticas de gran importancia para el
control de muchas enfermedades en humanos22
Tabla 3. Metabolitos secundarios del extracto
hidroalcohélico

Metaboh?os Reactlyos y/o Resultados

secundario reacciones

Fenoles y/o taninos Tn?lo.ruro ++
férrico

Flavonoides Shinoda +H

TriterPenoides ylo Liebermann —_—

esteroides

Azicares reductores Fehling ++

Dragendorff ++

Alcaloides Wagner ++
Mayer ++

Quinonas Borntrager ++

Catequinas Catequinas +

Antocianinas Antocianidina +

Saponinas Espumas +

Escasa(+), regular(++) y abundante(+++)
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DISCUSION
Cassia alata L “mutuy” es una plantas medicinal
que constituye una fuente natural importante en la
bisqueda de nuevos compuestos con actividades
farmacolégicas de interés por la gran variedad de
compuestos que sintetiza, desde hace mucho tiempo
los extractos naturales con propiedades terapéuticas
ha sido de gran importancia para el control de
muchas enfermedades en humanos.'®
La Tabla 3, muestra los resultados del tamizaje
fitoquimico del extracto hidroalcohélico de las hojas
de Cassia alata L “mutuy” como: taninos,
polifenoles, triterpenos, esteroides, flavonoides,
azucares reductores, alcaloides, quinonas,
catequinas, antocianinas y saponinas; los resultados
fueron corroborados con el tamizaje fitoquimico
realizado por Barrese,”” donde reporta la presencia
de flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas
quinonas y triterpenos en el extracto acuoso de las
hojas de Cassia alata. Fernand,'s reporta en el
extracto hidroalcohélico la presencia de alcaloides,
triterpenos  y/o  esteroides, quinonas, taninos,
azlcares reductores, saponinas de Cassia alata L
“routuy”.
Lo que méas destaca del tamizaje fitoquimico es la
presencia de flavonoides produciendo coloracién
rojo vino en la fase amilica y triterpenos y/o
esteroides, dando coloracién verde intensa, se
comprobd la alta diversidad de compuestos quimicos
presentes en la especie bajo estudio, lo que
fundamenta su empleo en la cura de diversas
afecciones, los resultados obtenidos fueron similares
a otros reportes cientificos y la literatura revisada.”



La Figura 2, muestra los resultados del porcentaje de
captacion del radical libre DPPH en el extracto
hidroalcohdlico, todas las muestras fueron activas al
decolorar el DPPH, con un porcentaje de captacion
del radical libre en 958 %, 94 % y 53,4 % a
concentraciones de 100, 50 y 10 pg/ml
respectivamente. Los resultados fueron comparados
con los estandares acido ascorbico, que mostré tener
actividad en un, 99,1 %, 984 % y 9 % a
concentraciones de 100, 50 y 10 pg/ml; de igual
manera €l dcido tdnico posee actividad secuestradora
del radical libre DPPH con un porcentaje de 96,2 %,
96,5 % y 94,6 % a concentraciones de 100, 50 y 10
pg/ml, encontrandose resultados similares a otros
reportes cientificos.”” 2° Es importante recalcar que la
actividad antioxidante es dependiente de la
concentracion del extracto y del microambiente en el
que se encuentra €l compuesto, pudiendo interactuar
entre si, produciéndose efectos sinérgicos o
inhibitorios, los flavonoides se encuentran en los
vegetales y se han identificado mds de 5000
flavonoides  diferentes con capacidad para
neutralizar los radicales libres responsables de
determinadas patologias o del agravamiento de las
mismas, cuando los flavonoides tienen orto
sustituciones en anillo A o B, son estructuras que
tienen una buena accioén inhibidora de la formacion
del radical hidroxilo,2??> entonces la actividad
antioxidante depende de la estructura quimica,
posicion y nimero de sustituciones en el nicleo del
flavonoide.® Se determind que existen diferencias
estadisticamente significativas entre ellos para (p<
0,05); Como se observa en el Anexo 15.

La Figura 3, muestra la variacion de los niveles de
glucosa sanguinea en funcion del tiempo como
resultado del proceso metabdlico normal de las
unidades de experimentacion, luego de haber
producido una hiperglucemia. Asi mismo, se
muestra que las unidades de experimentacioén llegan
a su estado basal de glucosa en lapso de cinco horas.
Este dato es muy importante porque nos permite
comparar ¢l efecto hipoglucemiante del extracto y el
estandar, por presentar semejanzas clinicas ¢
histopatologicos con la diabetes mellitus humana, el
modelo experimental de diabetes inducida a ratas
con aloxano han sido ampliamente utilizadas por
investigadores en todo el mundo,® en el presente
estudio se optd por el mitodo quimico de supresion
endocrina del pancreas, los cuales exhiben todos los
eventos bioguimicos, hormonales y morfologicos
que ocurren durante y después de la induccién del
estado diabetogénico,” el aloxano inyectado en
animales de experimentacién, genera diabetes
mellitus por destruccion selectiva de las células p del
pancreas endocrino debido a la produccion de
radicales libres, designados en su mayoria especies
de oxigeno reactivo (ROS), a la vez afecta la
actividad de la glucoquinasa reduciendo la
concentracion del transportador de la glucosa

(GLUT2) y del ARNm de la glucoquinasa 2 con
accion a nivel nuclear DNA y/o mitocondrial.®
Estudios demuestran amplia variacion en la dosis y
via de administracion del aloxano en la induccion de
diabetes mellitus experimental, que por via
intravenosa se han empleado dosis de 40 mg/kg,”
100 mg/kg,”® 50 mg/kg,?® 42 mg/kg en solucion
acuosa al 2 %, por via subcutdnea 175 mg/kg,™ por
via intraperitoneal dosis de 200 mg/kg por medio de
ayuno puede reducirse hasta 150 mg/kg que es la
dosis diabetogena por via intraperitoneal,” 100
mg/kg en buffer citrato pH 4.75.** Cualquiera que
sea la via de administracién las dosis diabetogenas
siempre alteran en igual forma la glucosa sanguinea,
inicialmente hay hiperglucemia, después
hipoglucemia y  finalmente  aparecen la
hiperglucemia diabética tercera y ultima fase
consecutiva a la administracion del aloxano y
secundaria a la destruccion: de los islotes de

‘Langerhans que s debe a la exagerada

gluconeogénesis, en el presente estudio se utilizo
dosis de 150 mg/kg de aloxano diluidas en agua
destilada estéril por via intraperitoneal 24 horas
antes, los animales estuvieron en ayunas 12 horas. El
aloxano agente diabetégeno con toxicidad selectiva
sobre las células f pancredticas, generan peréxido de
hidrogeno y radical hidroxilo que se acumula
produciendo luego fragmentacion del DNA; dafio
que no alcanza a ser reparado por las células B,
llevando asi a su destruccion.*

Asi mismo, los animales diabéticos ademds de
presentar hiperglucemia se caracterizaron por olor
fuerte en la orina, aumento en el volumen de orina,
caida de pelos, pérdida de peso y debilidad general,
otros autores también mencionan el mismo
fenémeno.”® El sindrome clinico de la diabetes
mellitus es caracterizada por disturbios continuos del
metabolismo de carbohidratos, lipidos, proteinas y
varias alteraciones tisulares, provocadas por
deficiencia de la insulinica, siendo caracterizada por
hiperglucemia, glicosuria, y presenta cuadro clinico
de politrea, polidipsia y polifagia,” en el ensayo
experimental de diabetes mellitus tipo 1 se muestra
evidencias que existe actividad hipoglucemiante por
la administracion del extracto, las elevadas
concentraciones de glucosa sanguinea  pueden
aumentar los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS), por diferentes vias. Aumentando la
formacion  de los productos de glicosilacion
avanzada (PGA); activando a la proteina quinasa C
(PQC); disminuyendo el NADPH, H" intracelular;
activando la posicién de ROS en la mitocondria,® la
actividad hipoglucemiante del extracto
hidroalcohdlico fue con descenso gradual de la
glucosa plasmdtica conforme avanzan las horas,
estos resultados son compatibles con otros estudios
cientificos,” e estrés oxidativo y el desequilibrio
entre formacion de radicales libres derivados del
oxigeno o del nitrégeno y su. degradacion, juega un



papel relevante en el desarrollo de la
insulinorresistencia. El incremento en radicales
libres en estado prediabético se debe a la abundancia
de Acidos grasos que causan alteraciones
mitocondriales a través de una mayor beta
oxidacion.®

La Figura 4 muestra los resultados del porcentaje de
actividad hipoglucemiante del extracto
hidroalcohodlico que fue similar al estandar, el
mecanismo de accion por el cual ciertas especies
vegetales disminuyen la glucosa sanguinea puede ser
atribuido a los siguientes factores: aumento de la
_ liberacion de insulina a través de la estimulacion de
las células B-pancredticas, resistencia a las hormonas
que aumentan el nivel de glucosa, aumento de la
sensibilidad de los receptores de insulina,
disminucién de gluconeogénesis, aumento del
consumo de glucosa en tejidos y odrganos,
eliminacion de radicales libres, resistencia a la
peroxidacion lipidica y la correccion del desorden
metabolico en lipidos y proteinas® el extracto
hidroalcohdlico presenta actividad hipoglucemiante,
estadisticamente es significativa como se muestra en
los Anexos 17 y 18, el porcentaje de la actividad
hipoglucemiante de los tratamientos a cinco horas
fue en un 724 %, para dosis de 200 mg/kg, 69,5 %
para el estandar, 60,6 % y 55,6 % para dosis de 100
y 400 mg/kg. Es muy probable que los flavonoides
sean responsables de esta actividad
hipoglucemiante,’® ya que participan en las ctapas
iniciales de accion de la insulina en el higado y
musculos de ratas in vivo, uno de sus mecanismos
de accién es que se ligan a receptores de insulina,’’
potencializando las actividades de la enzima tirosina
quinasa de los receptores de insulina,® esta enzima
es fundamental para los efectos biologicos de la
insulina para reducir la glucemia, el mecanismo
exacto de accion solo se puede explicar cuando los
principios activos se encuentren aislados y se
analicen en relacion a esta actividad, los flavonoides
son apreciados por su amplia actividad
farmacoldgica pueden wunirse a los polimeros
bioldgicos, tales como enzimas, transportadores de
hormonas y ADN, quelar iones metilicos
transitorios, tales como hierro, cobre y zinc,
catalizan el transporte de electrones y depurar
radicales libres debido a este hecho se han descrito
efectos protectores en patologias tales como diabetes
mellitus, céncer, cardiopatias, infecciones viricas,
ulcera estomacal, duodenal e inflamaciones, los
antioxidantes actian en ftres aspectos que se hayan
alterado en la diabetes como la funcién endotelial,
las moléculas pro inflamatorias y el estrés oxidativo
generado por el aumento de ROS.* La diabetes
mellitus incrementa la produccion de radicales libres
derivados del oxigeno, anién superdxido (Oy),
peroxido de hidrogeno (H,O,) y radical hidroxilo
(OH) en cantidades superiores a los niveles
fisiologicos, los que sobrepasan la capacidad

antioxidante  celular  enddgena  (superéxido
dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa
(Gpx) y glutatién reductasa, sustancia naturales con
efecto antioxidante como la vitamina C, E, enzimas
reparadoras de ADN), como consecuencia hay una
modulacion negativa de la actividad biolégica del
oxido nitrico (NO).® #

Los flavonoides desempefian un papel esencial en la
proteccion frente a los fendmenos de dafio oxidativo,
sus propiedades antirradicalarias se  dirigen
fundamentalmente hacia los radicales hidroxido y
superoxido, especies altamente reactivas, de esta
manera bloquean la accion de dichas sustancias
sobre las células.” Entonces podria pensarse que la
accion de Cassia alata L en la reduccion de los
niveles de glucemia sea por la presencia de
flavonoides, sin excluir los demas compuestos que
también protegen de las complicaciones producidas
por la diabetes, desde el punto de vista quimico este
estudio seria la antesala al aislamiento del sistema de
flavonoides presentes en la planta y comparar la
bioactividad de estos metabolitos aislado con el
extracto crudo, un antioxidante debe ser capaz de
reaccionar facil y especificamente con un radical
libre, neutralizando e impidiendo el dafio oxidativo a
las macromokculas biologicas.”’

CONCLUSIONES

1. El extracto hidroalcoholico de las hojas de
Cassia dlata L “mutuy” presenta metabolitos
secundarios  como  taninos,  polifenoles,
triterpenos, esteroides, flavonoides, azicares
reductores, quinonas, alcaloides, catequinas,
antocianinas y saponinas.

2. El porcentaje de captacion del radical libre
DPPH en el extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Cassia alata L “mutuy” fue de 95,8 %, 94 %
y 53,4 % de actividad a concentraciones de 100,
50 y 10 pg/ml. Respecto a los estandares dcido
ascorbico, que mostrd tener actividad en un 99,1
%, 98,4 %y 99 % a concentraciones de 100, 50 y
10 pg/ml; de igual manera el acido tanico poseec
actividad secuestradora del radical libre DPPH
con un porcentaje de 96,2 %, 96,5 %y 94,6 % a
concentraciones de 100, 50 y 10 pg/ml. Por ende,
el extracto hidroalcohélico posee capacidad
secuestradora del radical libre.

3. La dosis con mejor attividad hipoglucemiante
fue a 200 mg/kg, dicha actividad fue similar al
estandar.
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