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Resumen

Introduccion: Geranium ruizii (Pasuchaca) es una planta medicinal utilizada tradicionalmente como hipoglucemiante en el departamento
de Ancash, Peru. Objetivo: Evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto etandlico de Geranium ruizii administrada en ratas con
hiperglicemia inducida por aloxano. Disefio: Experimental. Institucién: Laboratorio de Farmacologia Experimental, Facultad de
Medicina Humana, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Perd. Material biolégico: Planta entera de Geranium ruizii, ratas
Holtzman hembras de ocho semanas con 200 + 20 g de peso corporal. Intervenciones: La hiperglicemia fue inducida con aloxano. Las
ratas incluidas en el estudio presentaron una glicemia > 200 mg/dL. Se formaron seis grupos de seis ratas cada uno. El grupo | recibi6
agua destilada 2 mL; los grupo II, 1l y IV recibieron Geranium ruizii 50 mg/kg; 150 mg/kg y 300 mg/kg, respectivamente (via oral);
al grupo V se administré glibenclamida 5 mg/kg vy al grupo VI insulina 4Ul/kg. Principales medidas de los resultados: Glucemia (mg/
dL), porcentaje de inhibicion del radical DPPH, especies reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (nmoles/mL), estudio histologico
de pancreas. Resultados: La dosis de 150 mg/kg de G. ruizii redujo 65,58% los valores de glicemia a las 2 h post administracion
(Kruskal Wallis; p< 0,001), redujo TBARS en 22,34% e inhibi¢ el radical DPPH en 23,66%; el tejido pancreatico se mantuvo en buen
estado de conservacion. Conclusiones: El extracto etandlico de Geranium ruizii (pasuchaca) tuvo efecto hipoglicemiante en ratas con
hiperglucemia inducida con aloxano.
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Abstract

Introduction: Geranium ruizii Hieron. (pasuchaca) is a medicinal plant used by traditional medicine to lower glycemia, in Ancash, Peru.
Objective: To determine the hypoglycemic effect of Geranium ruizii ethanolic extract on alloxan-induced hyperglycemia in rats. Design:
Experimental. Setting: Laboratorio de Farmacologia Experimental, Facultad de Medicina Humana, Universidad San Marcos, Lima,
Peru. Biological material: Geranium ruizii, eight weeks female Holtzman rats 200 + 20 g of body weight. Interventions: Experimental
hyperglycemia (>200 mg/dL) was induced with alloxan. Rats were divided into six groups of six rats each. Group | received 2 mL
distilled water, groups II, Ill, IV received respectively Geranium ruizii 50, 150 and 300 mg/kg, group V glibenclamide 5 mg/kg and
Group VI insulin 41U/kg. Main outcome measures: Glycemic level (mg/dL), inhibition of DPPH (%), reduction of reactive species to
barbituric acid (TBARS) (nmoles/mL), histopathology study. Results: G. ruizii at 150 mg/kg reduced hyperglycemia 68.58% at 2 h
following alloxan induction (Kruskal Wallis; p< 0.001), reduced TBARS in vivo 22.34%, and inhibited DPPH 23.66% to 1.0 ug/mL; the
pancreas tissue remained in good condition. Conclusion: The Geranium ruizii (pasuchaca) ethanolic extract showed hypoglycemic
effect in alloxan-induced hyperglycemia in rats.

Keywords: Geranium, hyperglycemia, hypoglycemic effect, TBARS, alloxan, antioxidant.
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INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) estima que mas de 220 millones
de la poblacién mundial presentan dia-
betes y se proyecta que este ndmero se
duplicara para el afio 2030 2. La dia-
betes es una enfermedad cuyo marcador
principal es la concentracién elevada
de glucosa debido a la disminucién de
insulina producida por las células B del
pancreas (diabetes tipo I) o a través de
la pérdida de respuesta a la insulina por
las células presentes en el tejido adipo-
so y muscular (diabetes tipo II) ©.

El aloxano ha sido ampliamente
usado para inducir diabetes mellitus
experimentalmente, causando necrosis
de las células B del pancreas y originar
la generacién de radicales libres, con
rol importante en la patogénesis de la
diabetes mellitus del ser humano. Se
ha demostrado que el aloxano induce
la produccién de peréxido de hidro-
geno (H,O)) y algunos radicales libres
tales, como el oxigeno singlete (O,) y
el hidroxilo (OH), que produce dafio
seguido de la muerte celular ¥,

La familia Geraniaceae presenta
aproximadamente 11 géneros, con
casi 800 especies distribuidas en 4reas
templadas y subtropicales de ambos
hemisferios ©®. Los principales metabo-
litos activos identificados en el género
Geranium son los compuestos fenélicos
tipo flavonoides glucosidados (querce-
tina, kempferol, thamnetina) y 4cidos
fendlicos ©. El Geranium ruizii Hieron.
(pasuchaca) es una hierba perenne na-
tiva del Pert perteneciente a la fami-
lia Geraniaceae, tiene el aspecto de un
conjunto de pequefias ramas que par-
ten de un tallo bifurcado, restos de pe-
cfolos y estipulas persisten en las ramas,
las hojas son més o menos elipticas, de
5 por 6 a 7 mm; florece en los meses de
verano y se desarrolla en pafses como
Pert y Bolivia @9

Estudios farmacoldgicos de algunas
especies de Geranium han demostrado
tener actividades biolégicas como an-
tidiabética, hipotensora, astringente,
diurética, hepatoprotectora, antioxi-
dante, antiinflamatoria y antiviral ©.

Los flavonoides son un tipo de com-
puestos fendlicos naturales que se distri-
buyen en las plantas y estos compuestos
son agentes potenciales antidiabéticos
debido a que ejercen muiltiples accio-
nes como hipoglucemiante (accién
insulinomimético) y antihiperglucé-
mico (secretagogo de insulina) 19, Se
ha demostrado que el kaempferol-3,
7-O-(a)-dithamnosido  (kaempferitri-
na) y kaempferol-3-neohesperidosido
actGan a través de multiples meca-
nismos, constituyendo una fuerte
evidencia de su rol insulinomimético
en asegurar la homeostasis de la glu-
cosa. La apigenina-6-C-(2"-O-a-L-
rhamnopiranosil) -B-L-fucopiranosido y
apigenina-6-C-B-L-fucopiranosido ac-
tan como secretagogos de insulina o
como agentes insulinomiméticos V.

Los medicamentos sintéticos tie-
nen muchos efectos adversos; por ello
la bisqueda de nuevos antidiabéticos
procedentes de fuentes naturales es
una alternativa atractiva para el trata-
miento de la diabetes mellitus, por su
seguridad. La presente investigacién
tuvo por objetivo evaluar el efecto hi-
poglucemiante del extracto etandlico
del Geranium ruizii Hieron. (pasucha-
ca) administrada en ratas con hipergli-
cemia inducida por aloxano.

METODOS

La planta medicinal conocida como
pasuchaca fue recolectada en el distrito
de Tapacocha, provincia de Recuay de-
partamento de Ancash, a 3 394 msnm.
Posteriormente fue identificada taxo-
némicamente en el Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (Constancia N2
127-USM-2013). En la preparacién del
extracto etandlico, 2 kg de planta en-
tera (rafz, tallo, hojas, flores) fue dese-
cada bajo sombra durante un periodo
de 2 semanas; se trituré manualmente
y luego se macer6 con 4 L de etanol al
96% por 7 dias con agitaciéon constan-
te, protegido de la luz solar. Se filtré el
macerado en papel Whatman N2 1 para
despues evaporar el solvente en una
estufa a una temperatura no mayor de

40 9C, hasta obtener finalmente 43 g de
extracto etandlico seco. Este proceso se
desarroll6 en el Laboratorio de Farma-
cologia Experimental de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos.

Con relacién al estudio fitoquimico
preliminar segin Lock, 1994 (2 cada
reaccién de identificacion de metabo-
litos secundarios presentes en el ex-
tracto etandlico se realizé con 5 mL de
extracto problema diluido y 5 gotas de
reactivos de identificacién para cada
metabolito.

Para el modelo experimental, se
utilizé ratas albinas cepa Holtzman,
hembras, procedentes del Instituto Na-
cional de Salud. Las ratas fueron insta-
ladas en el Bioterio de la Facultad de
Medicina Humana de la UNMSM, en
donde fueron aclimatadas durante 15
dfas a una temperatura entre 22-26 °C,
con una humedad entre 60-75% y un
ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas.
Se les mantuvo con libre acceso al agua
y alimentos. Se determiné el efecto
hipoglucemiante en ratas, segin Ka-
meswara Rao y col., 1999 3 con mo-
dificacién en la dosis de monohidrato
de aloxano a una dosis de 100 mg/kg
disuelto en buffer citrato 0,3 M pH 4,5
como inductor de hiperglicemia, por
via intraperitoneal a una sola dosis. Se
determiné la glucosa basal al inicio del
experimento y después de 48 horas de
haber administrado el aloxano. Se in-
cluy6 en el estudio a los animales con
glicemia mayor a 200 mg/dL, seleccio-
nando 36 ratas.

Se formé aleatoriamente seis grupos
de seis animales cada uno, segtin el si-
guiente disefio experimental. Todas las
sustancias fueron administradas por via
oral a excepcién de la insulina, que fue
por via intraperitoneal. Grupo I: agua
destilada 2 mL (control); Grupo II: G.
ruizii 50 mg/kg; Grupo III: G. ruizii 150
mg/kg; Grupo IV: G. ruizii 300 mg/kg;
Grupo V: glibenclamida 5 mg/kg; Gru-
po VI: insulina 4 Ul/kg. Se administré
los extractos una vez al dfa durante
cuatro dfas consecutivos, a las 9:30 am.
El dosaje de glicemia se realizé a las 2
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horas después de administrar el extrac-
to, y luego cada 24 horas.

Para la medicién del efecto hipo-
glucemiante, las muestras sanguineas
fueron colectadas del 4pice de la cola
del animal, desechando la primera gota
y recibiendo la siguiente sobre la tira
reactiva marca Medisense ® de Labo-
ratorio Abbot y utilizando un glucé-
metro digital Optium ®, siguiendo las
instrucciones respectivas.

Al término del experimento, las ra-
tas fueron anestesiadas por inhalacién
de éter y se colecté la sangre via pun-
cién cardiaca para el anilisis de espe-
cies reactivas al 4cido tiobarbitirico
(TBARS) formado por la peroxidacién
lipidica. Se sigui6 la técnica de Buege
y col., 1978 (¥ expresando en nmol/
mL de plasma que, al reaccionar con
el 4cido tiobarbitirico (TBA), forma
un complejo coloreado que fue leido a
535 nm en espectrofotémetro UV-VIS
(UNICO-2100).

La actividad antioxidante in vitro se
realizé6 mediante el método de neutra-
lizacion del radical 1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo (DPPH) 9, para lo cual se
preparé solucién metandlica de DPPH
0,01 mM, solucién metandlica de Gera-
nium ruizii 0,1, 0,5 y 1,0 wg/mL y patrén
de referencia (trolox y vitamina C). Las
muestras y los controles reaccionaron
con el reactivo DPPH, realizAndose la
lectura a 517 nm luego de 30 minutos
de reaccién.

Para la evaluacién histopatolégica
segtin Deviy col., 1998 19 Jos pancreas
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Tabla 1. Prueba preliminar cualitativa de los metabolitos secundarios del extracto

etandlico de Geranium ruizii Hieron.

Prueba de caracterizacion
Reaccion de la ninhidrina
Reaccion de la gelatina
Reaccidn con cloruro férrico (FeCI3)
Reaccién de Dragendorff
Reaccién de Haeger
Reaccion Mayer
Reaccién de Shinoda
Reaccion de Borntrager
Reaccion de Lieberman-Burchard

Prueba de la espuma

Resultado Metabolito secundario
(+) Grupos aminos libres
(+) Taninos
(+) Compuestos fendlicos
(+) Alcaloides
(+) Alcaloides
(+) Alcaloides
(+) Flavonoides
(+) Quinonas
(+) Triterpeno y/o esteroides
(+) Saponinas

(+) = Presencia.

fueron extirpados y lavados suavemen-
te con solucién salina, para remover la
sangre y los detritos adheridos al teji-
do. Se les fij6 en solucién de formol al
0,1 M tamponado a pH 7, por 7 dias. El
procesamiento de los tacos de parafina
se realiz6 empleando un dispensador de
parafina. Los tacos obtenidos fueron
llevados a congelamiento a <0°C, por
un lapso de 3 horas, para luego proce-
der al corte de 3u de espesor con ayuda
de un micrétomo. Después, se retird la
parafina en una estufa, para proceder a
la coloracién con hematoxilina y eosi-
na.

La descripcion de variables se realizd
con medias, desviacién estdndar, por-
centaje de reduccién. Para la compara-
cién estadistica entre grupos se realizé
la prueba de Kruskal-Wallis; y para la
comparacién de las medianas de los

diferentes grupos tratados con el gru-
po control se utiliz6 la prueba de U de
Mann Whitney. Se considerd significa-
tivo un valor p<0,05, con intervalo de
confianza del 95%.

RESULTADOS

Al realizar el analisis fitoquimico, se
identific6 la presencia de numerosos
metabolitos secundarios, como flavo-
noides, compuestos fendlicos, taninos,
y alcaloides, observando cambios de
color y precipitacién (tabla 1).

Las ratas seleccionadas tuvieron un
peso de 182,20 + 11,5 g y sus valores
de glicemia antes de la induccién de la
hiperglucemia experimental fueron de
85 + 4 mg/dL. Con la induccién del
aloxano se logr6 valores hiperglicémi-

Tabla 2. Efecto del extracto etandlico de Geranium ruizii (pasuchaca) sobre la hiperglicemia inducida por aloxano (A) en ratas.

Grupo experimental

Basal **

Niveles de glucemia (mg/100mL) *

Porcentaje de

(N = 6)

72 h ***

96 h *** efecto (%)

| Control: Agua destilada 2 mL 202 = 10,6 183 = 13,9 276 = 20,8 305 = 10,8 401 + 16,8 -
II: Extracto 50 mg/kg 315+ 18,2 120+ 7,22 131 = 69° 126 +6,9° 114 =9,7¢ 60,13
I1l: Extracto 150 mg/kg 305 £ 17,1 114 =104 100 = 55¢ 96 +55¢° 93 +842 65,58
IV: Extracto 300 mg/kg 230 = 9,1 156 = 6,18 2 143 = 6,4° 123 +6,4° n7+=1,1¢ 60,86
V: Glibenclamida 5 mg/kg 286 = 15,5 87 = 16,28° 95+ 58" 82 = 34° 87+59° 70,90
VI: Insulina 4 Ul/kg 271 = 18,26 84 +8,26° 81 15" 81 +15° 81+27° 72,96

* Valores expresados en Media + Desviacion estandar. ** KrusKal Wallis (p =0,09).

*** Variaciones de los niveles de glucemia post administracion del extracto, Kruskal Wallis (p < 0,001). U de Mann Whitney entre el grupo control y los grupos

con tratamiento a (p < 0,01), b (p < 0,001).
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Figura 1. Actividad antioxidante in vitro del extracto etanolico de Geranium ruizii Hieron.

cos por encima de los 200 mg/dL. Ver
las medias y sus desviaciones estidndar
de las glicemias por grupo y horas en la
tabla 2. El analisis de diferencia de me-
dianas Kruskal Wallis revel6 diferencia
significativa (p<0,01) entre los trata-
mientos. El grupo II (Geranium ruizii 50
mg/kg) v III (Geranium ruizii 150 mg/
kg) presentaron una mediana menor de
glicemia comparado con el grupo con-
trol (grupo I) que solo recibié agua des-
tilada (p<0,01, prueba de U de Mann
Whitney), en todas las horas evaluadas
post administracién del extracto. En el
grupo III (Geranium ruizii 150 mg/kg) la
glicemia disminuy¢é significativamente

(p<0,01, prueba de U de Mann Whit-

ney) solo a las 2 horas y hasta el final de
experimento.

Los niveles de TBARS también evi-
denciaron una reduccién a la dosis de
150 mg/kg del extracto etandlico com-
parado con el grupo I (p = 0,008; U
de Mann Whitney) (tabla 3). Los far-
macos utilizados redujeron la glucosa
sanguinea, pero sin efecto antioxidan-
te in vivo en comparacién al extracto
etandlico de G. ruizii. En la evaluacién
de captacién del radical DPPH, el por-
centaje de actividad antioxidante fue
23,7% a la concentracién de 1,0 ug/
mL, menor en comparacién al trolox y
vitamina C (figura 1).

Tabla 3. Niveles de especies reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS) expresados en nmoles/mL

de plasma.

Grupo experimental® TBARS
I: Agua destilada 2 mL 0,94 = 0,35
II: Geranium ruizii 50 mg/kg 0,78 = 0,21
III: Geranium ruizii 150 mg/kg 0,73 = 0,26
IV: Geranium ruizii 300 mg/kg 0,81 =018
V: Glibenclamida 5 mg/kg 0,88 = 0,36
VI: Insulina 4Ul/kg 0,87 = 0,39

Porcentaje de reduccién *p
17,0 0,007
22,3 0,008
13,8 0,007
6.4 0,063
74 0,023

Los datos de ninguno de los extractos presenté distribucion normal (p<0,05, Shapiro Wilk).

TBARS expresados en X: media; DE: desviacion estandar.

*p: comparacion entre las medianas de las dosis del extracto y del aloxano 100 mg/kg, (p<0,05, Prueba de Mann-Whitney).

En el estudio anatomopatoldgico (fi-
gura 2) se observé una proteccién del
péncreas frente a la exposicién del toxi-
co inductor de hiperglicemia (aloxano),
en las ratas tratadas con el extracto eta-
nélico de G. ruizii, en los tres niveles de
dosis, comparado con la glibenclamida
e insulina, donde los islotes de Langer-
hans se mostraron esclerosados y en
proceso de lisis celular.

DISCUSION

En el presente estudio se evidencié que
el extracto etandlico de Geranium ruizii
a la dosis de 50 y 150 mg/kg (grupo II
y III, respectivamente) tuvo efecto hi-
poglucemiante en ratas hembras albi-
nas cepa Holtzman con hiperglicemia,
cuando fue comparado con el grupo I
(control). Ambos grupos empezaron su
accion a partir de las 2 horas, y la res-
puesta hipoglucemiante fue sostenida
hasta las 96 horas. Conforme pasé el
tiempo, fue mayor la disminucién de la
glicemia, debido a la exposicién conti-
nua del extracto que fue administrado
hasta el Gltimo dia del experimento.
Todos los grupos tratados lograron una
disminucién significativa de la glicemia
durante todas las horas de evaluacién,
con respecto al grupo I control. Los
medicamentos como insulina y gliben-
clamida, reconocidos como hipogluce-
miantes, demostraron su efecto de ma-
nera continua y sostenida.

Actualmente, los polifenoles como
la curcumina, capsaicina, gingerol,
catequinas, resveratrol y quercetina
han demostrado sus efectos antiinfla-
matorios directamente bloqueando Ila
ruta protefna quinasa activada por mi-
tégeno (MAPK), actividad NFkB vy Ia
expresion de citoquinas antiinflamato-
rias. Se ha sugerido los efectos antin-
flamatorios que involucran al menos en
parte la activacién directa del receptor
activador proliferador de peroxisomas y
(PPAR y) @, Este receptor es el regula-
dor en varios aspectos del metabolismo
de lipidos y diferenciacién de adipoci-
tos @Y. Otro importante mecanismo de
los polifenoles es a través de las protei-
nas conocidas como sirtuinas. La sir-
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Figura 2. Microforografias de pancreas (islotes de Langerhans) de ratas tratadas con el extracto
etandlico de G. ruizii en un modelo de hiperglicemia inducida por aloxano. 400 X. A: Grupo
tratado con aloxano; se observa islote de Langerhans esclerosado y gran congestion intersticial.
B: Grupo tratado con G. ruizii 50 mg/kg; pancreas normal. C: Grupo tratado con G. ruizii 150 mg/
kg, pancreas normal. D: Grupo tratado con G. ruizii 300 mg/kg, pancreas normal. E: Grupo tratado
con glibenclamida 5 mg/kg, se observa pancreas muy pequefio esclerosado. F: Grupo tratado con
insulina 4 Ul/kg; se observa islotes de Langerhans lisandose.

tuina 1 (SIRT1) es un tipo de proteina
deacetilasa tipo III implicado en el rol
antienvejecimiento y antinflamatorio,
que evidencia un rol protector en la
enfermedad crénica de la diabetes, y la
restriccion calérica que produce al ac-
tivarse directamente este receptor ?2.
Recientemente, una SIRT1 dependien-
te de la deacetilacién del PPARy ha
demostrado una forma de modulacién
selectiva para PPARy, permitiendo la
induccién de los genes BAT y supresién
de los genes WAT viscerales, asociados
con la resistencia a insulina ®¥. Por ello,
los polifenoles modularfan los mecanis-
mos dependientes de AMPK-SIRT1-
PPARYy, con rol importante como antin-
flamatorio, antiobesidad, antiesteatosis
y efecto hipoglucémico, efectos de la
accién sinérgica de varios metabolitos
tipo polifenoles @¥. Por otro lado, es
ampliamente aceptado que la diabetes
mellitus incrementa la produccién de
radicales libres derivados del oxigeno,
anién superéxido (O2-), perdxido de
hidrégeno (H202) y radical hidroxilo
(OH-), en cantidades superiores a los
niveles fisiolégicos, los que sobrepasan
la capacidad antioxidante celular end6-
gena ®). En su mecanismo de detoxifi-
cacion, el aloxano puede sobrepasar las

barreras antioxidantes y formar especies
reactivas que tienen como su principal
blanco los lipidos de las membranas
celulares ®9. Una manera de evaluar
este dafio es mediante la prueba de li-
poperoxidacién. En el ensayo in vivo, la
dosis de 150 mg/kg redujo el contenido
de TBARS (0,73 = 0,26 nmoles/mL;
p<0,001). En el ensayo de capacidad
antioxidante in vitro comparado con el
trolox y vitamina C, el extracto etané-
lico inhibi6 en 36% el radical DPPH, lo
que se correlaciona a lo observado en
el modelo de medicién in vivo. Esto se
deberfa a que el extracto, al contener
compuestos fendlicos de naturaleza fla-
vonoidal, reduce la peroxidacion lipidi-
ca al neutralizar la reaccién en cadena
de especies reactivas oxigenadas, pues-
to que los polifenoles son reconocidos
por su propiedad de barredores de radi-
cales libres por su propiedad de donar
electrones. Su actividad antioxidante
depende de la estabilidad de diferentes
sistemas, asi como también del nime-
ro y la localizacién de grupos hidréxi-
los @7, En la presente investigacién se
ha demostrado que el aloxano produce
lesién y muerte de las células B del pan-
creas en animales de experimentacién
sin recibir tratamiento, mientras que
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los grupos experimentales que recibie-
ron el extracto a los tres niveles de dosis
evidenciaron proteccién (figura 2). Los
animales que recibieron glibenclamida
e insulina presentaron en alguna forma
lesién pancredtica, evidencidndose lisis
y esclerosis a nivel de los islotes de Lan-
gerhans. Considerando que la obesidad
ligada a la diabetes tipo II est4 asociada
con un grado bajo de inflamacién, se ha
propuesto que los polifenoles pueden
proteger de los dafios producidos por la
diabetes tipo II a través de sus efectos
antiinflamatorios 9.

Se concluye que el extracto etand-
lico de Geranium ruizii Hieron. (pasu-
chaca) a la dosis de 150 mg/kg presenté
efecto hipoglucemiante en la hipergli-
cemia inducida por aloxano en ratas,
ademés de brindar efecto protector al
pancreas y efecto antioxidante in vivo
e in vitro.
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