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RESUMEN

Introduccion: Annona muricata L. (Guanabana), planta medicinal con
diversos beneficios terapéuticos. Objetivos: Evaluar el efecto preventivo
del extracto etandlico de hojas de guanabana (EEA) administrado en
ratas con sindrome metabdlico. Diseio: Experimental, Pre-clinico, “In
vivo®’. Lugar: Laboratorio de Farmacologia Experimental, Facultad de
Medicina Humana-UNMSM, Lima, Peru. Material biolégico: Hojas de
guanabana, ratas machos de 2 meses, cepa Holtzmann de 175+£25q.
Intervenciones: La mezcla de colesterol 200mg/kg y fructosa 1000
mg/dia (CF) indujo la patologia concomitantemente se administr6 (EEA)
por un periodo de 90 dias. Noventa animales fueron divididos en nueve
grupos: 1) normal (SSF 2mL/kg); 2) EEA 200mg/kg; 3) CF 200mg/kg; 4-
6) CF + EEA 50, 100 y 200mg/kg respectivamente; 7) CF + atorvastatina
20mg/kg; 8) CF + enalapril 20mg/kg; 9) CF + enalapril 20mg/kg +
atorvastatina 20mg/kg. Principales medidas de resultado: peso
corporal (g), niveles de glicemia (mg/dL), presion arterial (mmHg) y
colesterol (mg/dL). Resultados: Hubo mejor disminucién del peso
corporal en 10.2%; glicemia y HbA1c en 21.5% en ambas a 200mg/kg
(p<0.0001); disminuyo la presion sistélica (35.7%), diastdlica (34.9%) y
media (37%) a 100mg/kg (p<0.0001); el colesterol bajo (35.4%) y el HDL
aumento (28.7%) ambos con 100mg/kg (p<0.0001). Conclusiones: El
extracto etandlico de las hojas de Annona muricata L. (Guanabana)
mostro el efecto preventivo del sindrome metabdlico inducido en ratas

por colesterol mas fructosa.

Palabras clave: Annona muricata, guanabana, diabetes, hipertension,

colesterol, fructosa, sindrome metabdlico.
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ABSTRACT

Introduction: Annona muricata L (Soursop) is a medicinal plant that is
attributed many therapeutic benefits. Objective: To evaluate preventive
effect of ethanolic extract from leaves of soursop (EEA) administered in
rats with metabolic syndrome. Design: Experimental, Pre-clinic, “In vivo”.
Setting: Laboratory of Experimental Pharmacology, Faculty of Medicine,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Biological
Material: Soursop leaves, male rats of two months, Holtzman strain of
175 + 25g. Interventions: The mixture cholesterol 200 mg/kg and
fructose 1000mg/day (CF) induced pathology was co-administered
(EEA) for 90 days. Ninety animals were divided into nine groups: 1)
normal (SSF 2 mL / kg); 2) EEA 200mg / kg; 3) CF 200mg/kg; 4-6) CF +
EEA 50, 100 y 200mg/kg respectively; 7) CF + atorvastatin 20 mg / kg;
8) CF + enalapril 20mg / kg; 9) CF + enalapril 20mg / kg + atorvastatin
20 mg/kg. Main outcome measures: body weight (g), glycemic levels
(mg/dL), blood pressure (mmHg) and cholesterol (mg/dL). Results:
There was better decrease of body weight in 10.2%; blood glucose and
HbA1c in 21.5% both 200 mg / kg (p <0.0001); decreased systolic blood
pressure (35.7%), diastolic (34.9%) and medium (37%) to 100 mg/kg (p
<0.0001); low cholesterol (35.4%) and; increase HDL (28.7%) both with
100mg/kg (p <0.0001). Conclusions: The ethanolic extract of the leaves
of A. muricata L (soursop) showed the preventive effect in rats developing

the metabolic syndrome in rats induced by fructose more cholesterol.

Keywords: Annona muricata, soursop, diabetes, hypertension,

cholesterol, fructose, metabolic syndrome.
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RESUMO

Introducao: Annona muricata L. (Guanabano) € uma planta medicinal
que ter diversos beneficios terapéutico. Objetivos: Avaliar o efeito
preventivo do extrato etandlico de folhas da guanabano (EEA)
administrado em ratos com sindrome metabdlica. Desenho:
Experimental, Pre-clinica, “In vivo”. Lugar: Laboratério de Farmacologia
Experimental, Faculdade de Medicina Humana, Universidade Nacional
Mayor de San Marcos, Lima, Peri. Material biolégico: Folhas do
guanabano e ratos machos de dois meses de idade, linhagem
Holtzmann de 175+25g. Intervengbes: A mistura de colesterol
200mg/kg e frutose 1000mg/dia (CF) causo patologia foi coadministrada
(EEA) por 90 dias. Noventa animais foram divididos em nove grupos: 1)
normal (SSF 2mL/kg); 2) EEA 200mg/kg; 3) CF 200mg/kg ;4-6) CF +
EEA 50, 100 y 200mg/kg respectivamente; 7) CF + atorvastatina
20mg/kg; 8) CF + enalapril 20mg/kg; 9) CF + enalapril 20mg/kg +
atorvastatina 20mg/kg. Principais medidas de resultados: peso
corporal (g), niveis de glicemia (mg/dL), pressédo aterial (mmHg) e
colesterol (mg/dL). Resultados: Houve uma melhor redugédo do peso
corporal em 10,2%; glicemia e HbA1c em 21,5% ambos a 200 mg/kg (p
<0,0001); diminuicao da pressao sistélica (35,7%), diastélica (34,9%) e
médio (37%) a 100mg/kg (p <0,0001); reducao do colesterol (35,4%) a
100 mg/kg (p <0,0001); aumento do HDL (28,7%), ambos com 100
mg/kg (p <0,0001). Conclusdes: O extrato etandlico de folhas da A.
muricata L (guanabano) mostrou efeito preventivo del sindrome

metabdlico induzido em ratos por colesterol mais frutose.

Palavras-chave: Annona muricata, guanabano, diabetes, hipertenséo,

colesterol, frutose, sindrome metabdlico.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Situacion Problematica

El sindrome metabdlico (SM) ha sido reconocido hace mas de 80 afos
y ha recibido diversas denominaciones a través del tiempo. De ninguna
manera se trata de una unica enfermedad, sino fundamentalmente de
una asociacion de problemas que por si solos generan un riesgo para la
salud y que en su conjunto se potencializan; o simplemente, una relacion
de factores que se relacionan estadisticamente. (Pajuelo J y Sanchez J,
2007).

El sindrome metabdlico se caracteriza por la presencia de alteraciones
como la resistencia a la insulina, que se manifiesta por hiperinsulinismo
y por su asociacién con obesidad, diabetes mellitus tipo 2, hipertensiéon
arterial y dislipidemia. La presencia de este sindrome se relaciona con
incremento en el riesgo de aparicion de enfermedades
cardiocerebrovasculares y consecuente aumento de la mortalidad.
(Barrera M, Pinilla A, Cortés E, Mora G y Rodriguez M, 2008; Comds JB
y Murillo M, 2011).

Un estudio realizado en el Peru, departamento de Lambayeque usé los
parametros clinicos de la National Cholesterol Education Program ATP
Il (Adult Treatment Panel), encontrando 28,3% de sindrome metabdlico
en mayores de 30 afos de edad, 29,9% en el género femenino y en el
masculino 23,1%, siendo esta diferencia estadisticamente significativa.
En Lima Metropolitana, en una poblacién, de 30 a 92 anos se encontr6
prevalencia del sindrome metabdlico del 16,3% en el género femenino y

10% en el masculino. Asimismo, en mujeres adultas con sobrepeso y



obesidad, se determiné una prevalencia de 28% y 30%, respectivamente
(Pajuelo J y Sanchez J, 2007).

Las hojas y brotes tiernos de Annona muricata (Quanabana) son usados
por algunas comunidades como anticancerigenos, antiespasmadicos,
sedativos, antimaldaricos, vasodilatadores y antidiabéticos; y los estudios
experimentales han demostrado la eficacia hipoglicemiante al utilizar el
extracto etanolico de las hojas en ratas diabéticas inducidas por aloxano,
sin afectar el higado y rindn. (Arroyo J, Martinez J, Ronceros G, Palomino
R, Villarreal A, Bonilla P, Palomino C y col, 2009).

Teniendo en cuenta los riesgos que presentan las personas con
sindrome metabdlico y los farmacos utilizados a la fecha; es necesario
contar con productos naturales que ayuden en la profilaxis o el
tratamiento de esta patologia. Por lo tanto, la busqueda de nuevos
farmacos utilizando como fuente bioldgica los extractos de plantas, es
un campo de plena vigencia sobre todo teniendo en cuenta las riquezas

naturales de nuestro pais.

1.2 Formulacion del Problema

¢La administracion via oral del extracto etandlico de hojas de Annona
muricata L (guandbana) posee efecto preventivo en el sindrome

metabdlico inducido en ratas?

1.3 Justificacion Teorica

Recientes estudios de la Annona muricata L. han evidenciado muchos
de sus usos tradicionales y han demostrado que diversas partes de la
planta contienen acetogeninas, que son las responsables de los muchos
beneficios terapéuticos. A la fecha aproximadamente 82 acetogeninas
han sido cuantificadas de diez diferentes grupos de A. muricata. Las



acetogeninas de la Annonaceae son aparentemente una serie de
policétidos derivados de 4&cidos grasos que poseen anillos
tetrahidrofurano y metilado y lactona (algunas veces se reordena a una
metil cetolactona) con varios grupos hidroxil, acetoxil y/o cetoxil a lo largo
de la cadena de hidrocarbono. Las acetogeninas exhiben una amplia
variedad de actividad biologica (citotoxica, antitumoral, antiviral,
antimicrobiana, inmunosupresiva, utilizadas para el crecimiento de los
animales y pesticida). Las hojas de Annona muricata L. contienen
alcaloides a los cuales se les atribuye propiedades antitumorales vy
antioxidantes, entre los tipos de alcaloides como reticulina, coreximine,
coclarine, anomurina, annomuricin E, annomuricin C, muricatocin C,
gigantetroneina y muricapentocin. Los aceites esenciales de las hojas
contienen (B-caryophyllene, 6-cadinene, epi-a-cadinol and a-cadinol. (Lim
T, 2012).

Baskar R, Rajeswari V & Kumar TS, 2007, realizaron un estudio
demostrando que los extractos de A. muricata posee una potente
actividad antioxidante comparado con las hojas de A. squamosa y A.
reticulata, 1o que sugiere que actlda eliminando o barriendo los radicales
libres. El extracto etandlico de hojas de A. muricata a 500ug/ml
mostraron una actividad de barrido con respecto al radical catiénico
ABTS (2,2-azinobis-(3-etilbenzotizolina-6-sulfonato)) del 90.5%, radical
hidroxilo 85.5% y 6xido nitrico 72.60%. Sin embargo, el extracto mostro

solo una actividad moderada al inhibir la peroxidacién lipidica.

Adewole S & Caxton-Martins E, 2006, demostraron el efecto
hipoglucemiante del extracto de hojas de A. muricata en ratas diabéticas,
al disminuir los niveles de glucosa, éxido nitrico y malondialdehyde
(MDA). Ademas, el tratamiento con extracto de A. muricata aumentd
significativamente la actividad de las enzimas antioxidantes, protegio las
células pancreaticas y aumentd los niveles de insulina. También se

demostrd que el extracto de A. muricata presenté efecto protector del


http://link.springer.com/search?facet-author=%22T.+K.+Lim%22

tejido hepatico en roedores al que se les administrd estreptozotocina
(STZ), el posible mecanismo es la disminucién de la peroxidacion de
lipidos porque indirectamente produce un incremento de la produccion
de insulina, aumento de enddgenos antioxidantes. También, se
evidenci6 en los roedores disminuciébn de glucosa, sustancias
tiobarbituricas acidas (TBARS), triglicéridos (TG), colesterol total (CT) y
lipoproteinas de baja densidad (LDL). (Adewole SO & Ojewole JAO,
2009).

Chukwuemeka R, Daniel U, Angeline G, Karen T, Garsha McCalla,
Raymond O; et al, 2012, demostraron el efecto hipotensor del extracto
acuoso de hojas de A. muricata en ratas Sprague-Dawley normotensas
y en los anillos adrticos de los animales estudiados. Los efectos del
extracto acuoso de hojas de A. muricata fue evaluado después que los
roedores se les administro atropina, propanolol, mepiramina, inhibidor de
la sintasa del éxido nitrico y N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME). Los
resultados mostraron el efecto hipotensor de la A. muricata el cual puede
ser atribuido a los compuestos alcaloides presente en las hojas de la

planta y al bloqueo de los canales de Ca 2+,

La evidencia cientifica pre-clinica ha demostrado que las hojas de
Annona muricata L. posee actividad hipoglucemiante, hipotensora,
antitumoral, antioxidante, antiviral y pesticida pero hasta la fecha no se
ha estudiado la efecto protector de la A. muricata en la patologia del
Sindrome Metabdlico. Por lo tanto, el presente estudio tiene la finalidad
de demostrar el efecto preventivo del extracto etandlico de las hojas de
Annona muricata L en ratas con sindrome metabdlico inducido por

fructosa mas colesterol.



1.4 Justificacion Practica

La necesidad de contar con nuevas alternativas farmacologicas
proveniente de los extractos de plantas es de continua investigacion para
generar evidencia cientifica de sus posibles efectos terapéuticos o

profilacticos.

Los medicamentos actualmente disponibles para tratar cada uno de los
componentes del Sindrome Metabdlico producen efectos adversos que
obligan a la descontinuacion del tratamiento o algunos de ellos se han
retirado de la comercializacién debido a las reacciones adversas serias.

(Ramon Laporte J, Rosser L y Montserrat B, 2009).

Por este motivo, el desarrollo de esta investigacion es utilizar las hojas
de Annona muricata L (guanabana) y demostrar su efecto preventivo en
ratas con sindrome metabdlico y de esta manera validar sus efectos

farmacoldgicos.

Finalmente, proponer su uso como planta medicinal, de tal manera que
podra constituirse en una fuente potencial para su cultivo y extraccion

con fines comerciales.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo General

e Determinar el efecto preventivo del extracto etandlico de las hojas
de Annona muricata L. (guanabana) en ratas inducidas con

sindrome metabdlico por fructosa mas colesterol.



1.5.2

Objetivo Especificos

Evaluar los cambios de peso corporal al administrar por via oral
durante tres meses el extracto etandlico de hojas de Annona
muricata L. (Quanabana) en ratas con sindrome metabdlico por
fructosa mas colesterol.

Evaluar los niveles de glicemia y hemoglobina glicosilada A1c al
administrar por via oral durante tres meses el extracto etandlico
de hojas de Annona muricata L. (guandbana) en ratas con
sindrome metabdlico por fructosa mas colesterol.

Evaluar los niveles de la presién arterial sistélica, diastélica y
media al administrar por via oral durante tres meses el extracto
etandlico de hojas de Annona muricata L. (guanabana) en ratas
con sindrome metabdlico por fructosa mas colesterol.

Evaluar los niveles de colesterol, LDL, VLDL, triglicéridos y HDL
al administrar por via oral durante tres meses el extracto etandlico
de hojas de Annona muricata L. (guandbana) en ratas con

sindrome metabdlico por fructosa mas colesterol.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO
2.1 Marco Filoséfico o Epistemoldgico de la investigacion

La epistemologia, como teoria del conocimiento, resulta necesaria e
imprescindible en la Tesis de Posgrado porque se sustenta -a su vez- en
la base filoséfica necesaria para la defensa del paradigma que se
propone, teniendo en cuenta que los paradigmas son conjuntos de
conocimientos y creencias que forman una teoria hegemonica en
determinado periodo histérico. El paradigma esta constituido por
supuestos teoricos, leyes y técnicas de aplicacién que deberan adoptar
los investigadores dentro de una comunidad cientifica. Por tanto, cada
nuevo paradigma aporta respuestas a los enigmas que no podian
resolverse con el paradigma anterior, ademas de otorgarle el sustento
académico a toda tesis. Por ello se debe resaltar las posibles
interrelaciones entre la epistemologia y el método cientifico
generalmente empleado en el desarrollo de las investigaciones en este

nivel académico. (Elena C, Nubia B y Yailin R, 2012).

2.2 Antecedentes de investigacion

e Chukwuemeka, et al, 2012, en su estudio titulado “Posible
mecanismo de accién del efecto hipotensor de la Annona
muricata (soursop) en ratas Sprague-Dawley normotensas”, el
objetivo de investigar el posible mecanismo de accién del efecto
hipotensivo del extracto acuoso de hojas de A. muricata (EAM) en
ratas Sprague-Dawley normotensas; el EAM fue administrado via
intravenosa a dosis de 9.17-48.5mg/kg la presién arterial media y
el ritmo cardiaco fueron registrados invasivamente en ratas
Sprague-Dawley anestesiadas. Las respuestas contractiles de los
anillos adrticos al extracto (0.5-4.0mg/ml) fueron estudiada
usando técnicas de bafno de érganos estandares; concluyendo



que el efecto hipotensor de A. muricata se debe a un mecanismo
periférico mediado por el antagonismo de Ca*?y no a través de
las vias muscarinicas, histaminérgicas, adrenérgicas y éxido
nitrico.

Arroyo J, Martinez J, Ronceros G, Palomino R, Villarreal A, Bonilla
P y col,. 2009, realizaron el estudio titulado “Efecto
hipoglicemiante coadyuvante del extracto etandlico de hojas de
Annona muricata L (guanabana), en pacientes con diabetes tipo
2 bajo tratamiento de glibenclamida”. El objetivo del estudio fue
determinar la eficacia y seguridad de capsulas de extracto
etandlico de hojas de Annona muricata L (guanabana) mas
glibenclamida para un mejor control de los niveles comparado con
la administracion de glibenclamida sola, en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2. En el estudio se enrolaron un total de 60
pacientes con diagndstico de diabetes mellitus tipo2 del Hospital
|, EsSalud, ciudad de Tingo Maria, Departamento de Huanuco. La
conclusion fue que el uso de las capsulas conteniendo extracto
etandlico de Annona muricata L mas glibenclamida durante 30
dias produjo una mayor disminucién de los niveles de glicemia en
diabéticos tipo 2.

Adewole SO and et al., realizaron el estudio titulado “Efecto
protector del extracto acuoso de hojas de Annona muricata Linn
(Annonaceae) en el perfil lipidico y estrés oxidativo en hepatocitos
de ratas diabéticas tratadas con estreptozotocina”. El objetivo fue
investigar el efecto hipoglicémico, hipolipemiante y propiedades
antioxidante del extracto acuoso de hojas de A. muricata (EAM)
en ratas que recibieron estreptozotocina (STZ). Las ratas fueron
divididas en 4 grupos: grupo A (solo recibi6é agua destilada), grupo
B (tratadas con STZ), grupo C (STZ + EAM) y grupo D (EAM). El
EAM fue administrado via oral a dosis de 100mg/kg en los grupos
C y D. La conclusion fue que los grupos C y D tratados con EAM

mostraron una disminucidn significativa (p<0.05) en los niveles de



glucosa, especies reactivas de oxigeno, colesterol total (CT),
triglicéridos (TG), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
sustancias reactivas a acido tiobarbiturico (TBARS). Ademas,
EAM tiene un efecto protector en tejido hepatico sometido a STZ,
posiblemente por disminucién de lipido peroxidacién y
aumentando indirectamente la produccion de insulina y
antioxidantes enddgenos.

e Palomino C; 2007; realizo el estudio titulado “Efecto del extracto
etandlico de hojas de Annona muricata L (Quanabana) sobre la
hiperglicemia inducida con aloxano en ratas. El objetivo del
estudio fue demostrar el efecto hipoglicemiante del extracto
etandlico de hojas de A. muricata (EEA) en ratas. Los animales
fueron divididos en 5 grupos: Grupo A (ratas diabéticas), Grupo B
(ratas diabéticas+recibieron 200mg/kg de EEA), grupo C (ratas
diabéticas+ recibieron 400mg/kg de EEA), grupo D (ratas
diabéticas + recibieron 600mg/kg de EEA) y grupo E (ratas
diabéticas+ 5mg/kg de glibenclamida). La conclusién mostro que
los animales que recibieron dosis de 200mg/kg EEAM tuvo un
mejor efecto hipoglicemiante.

2.3 Bases teodricas

2.3.1 Sindrome Metabdlico

El sindrome metabdlico se define por una combinacion de tres o mas de
los siguientes criterios: (a) circunferencia abdominal > 102 cm para los
hombres y 88 cm para las mujeres, (b) la hipertensiéon, (c) la
hiperglucemia y (d) dislipidemia (concentraciones elevadas de
triglicéridos y niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad (HDL) en
la sangre). La patologia esta directamente relacionado con el aumento
del riesgo de diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares.
(EIKhoury C, Cuda B, Luhovyy C & Anderson G, 2012).
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El término sindrome metabdlico es el mas comun y ha sido definido por
diferentes grupos como la Organizacion Mundial de la Salud en 1998, el
Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina (EGIR) en
1999, la Asociacién Americana de Endocrinélogos Clinicos (AAEC) en
2002 y el Panel de expertos en deteccion, evaluacion y tratamiento del
colesterol alto en adultos (Adult Treatment Panel Il - ATP Ill) en 2001.

En 2005, la Federacion Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en
inglés), definid los criterios del sindrome metabdlico (Tabla 1). La IDF
considera que la definicién de sindrome metabdlico persigue un objetivo
util al identificar a las personas con riesgo de enfermedad cardiovascular
y diabetes mellitus tipo 2, tanto en la poblacion general como en el
contexto clinico. (Alberti KGMM, Zimmet P & Shaw J, 2006).

Tabla 1. Criterios para el diagndstico del Sindrome Metabdlico.

Obesidad Central
Aumento de triglicéridos o tratamiento previo (triglicéridos =150mg/dL

o 1.7mmol/L

Disminucién del colesterol HDL o tratamiento previo (<40mg/dL o
1,03mmol/L en hombres; <50mg/dL o 1.29mmol/L en mujeres)

Aumento de la presidn arterial (sistdlica 2130 y/o diastdlica 285mmHg)

Aumento de la glucosa en ayunas =2100mg/dL o 5.6mmol/L

Fuente. Federacion Internacional de Diabetes (2005).

La causa de estos problemas esta dada por la combinacién de factores
genéticos y socioambientales relacionados a los cambios en los estilos
de vida, especialmente la sobrealimentacién y la inactividad fisica. Sin
embargo, hay que considerar que algunos individuos estan
genéticamente predispuestos a padecerla. El incremento del sindrome

metabdlico va asociado a la expansion de la epidemia mundial de
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diabetes tipo 2 y de enfermedades cardiovasculares, segun datos
recientes de la Federacion Internacional de Diabetes (FID). Las
personas con sindrome metabdlico (20 a 25% de la poblacién mundial),
tienen una probabilidad tres veces mayor de sufrir un ataque cardiaco o
un accidente cerebro vascular y dos veces mas de morir por estas
causas, que las personas que no lo padecen. (Lakka HM, Laaksonen
DE, Lakka TA, Niskanen LK, Kumpusalo E, Tuomilehto J, et al, 2002).

Un rasgo fundamental del sindrome metabdlico es la obesidad central

que representa la acumulacién de grasa visceral y periférica.

2.3.2 Fisiopatologia

Son diversos los mecanismos fisiopatolégicos con la participacion de
factores genéticos y ambientales (Tabla 2) que explican el desarrollo de
resistencia a la insulina en un individuo. La hiperinsulinemia
compensatoria, resultante de la resistencia a la insulina es considerada
como un posible factor de riesgo para el desarrollo de hipertensidén
arterial, diabetes tipo 2, dislipidemia, obesidad, disfuncion endotelial y
aterosclerosis a través de mecanismos interrelacionados. (Gonzales A,
Alexanderson E, Alvarado R, Becerra A, Camacho J, Carmona F. y col,
2002).
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Tabla 2. Factores que participan en la fisiopatologia de la resistencia a la

insulina en los diferentes componentes del sindrome metabolico

FACTORES GENETICOS

COMPONENTE

FACTORES AMBIENTALES

FACTORES AMBIENTALES

+ Receptor de leptina

+ Receptor del gen
humane B-adrenérgico

+ Gen ahomador

» Gen receptor PPAR

Obesidad

+ Estilo de vida
dieta hipercalérica
« Inactividad fisica
« Aspectos psicolgicos

» Metabdlicos

Acidos grasos no
esterificados
Hiperinsulinemia

+ Genes de Lipasa FNT =
(LPL,HSL) Neuropéptido Y

+ Otros leptina

Angiotensing

+ Gen sintasa del Hipertensién arterial + Estilo de vida « METABOLICOS
axido nitrico consumo de sal Hiperinsulinemia
endotelial Inactividad fisica Otros

+ Genes de la ECA Sedentarismo

+ Genes de los Obesidad
receptores de
angiotensina

+ Otros

+ Gen del IRS-1 Diabetes tipo 2 + Estilo de vida - METABOLICOS

+ Gen glucageno Dieta hipercalorica Glucotoxicidad
sinfasa Inactividad fisica Lipotoxicidad

+ Receptor de Sedentarismo Hiperinsulinemia
glucdgeno Ofros

+ Genglut 4

+ Otros

+ Gen apolipo-proteina E Dislipidemia Estilo de vida - METABOLICOS

+ Gen expresion de Dieta alta en grasa Hormonales

proteinas ligadoras de Inactividad fisica Lipemia posprandial
acidos grasos Sedentarismo ( triacilgliceral)

+ Gen variante de la Hiperinsulinemia
lipoproteinlipasa Ofros
(Asn 291 SER)

+ Gen expresion Apo
cli

+ Gen receptor PPAR ¢

Fuente. Datos Gonzales y col (2002).

2.3.3 Tratamiento

El manejo clinico del Sindrome Metabdlico implica la modificacion de
factores de riesgo para prevenir o retrasar el inicio de las enfermedades
cardiovasculares y el retraso del inicio de la diabetes mellitus tipo 2. El
tratamiento y la prevencion del SM esta basado en el manejo de
componentes individuales. Esto por definicibn requiere multiples
“targets” y diversas estrategias que se deben aplicar simultaneamente.
Cada componente del SM puede ser mejorado por estilos de vida
saludable. (Eckel R, Grundy S & Zimmet P, 2010). La modificacion del
estilo de vida es el tratamiento de primera linea, esto incluye (pérdida de
peso, aumento de la actividad fisica, dieta saludable y dejar de fumar).
Si los cambios en el estilo de vida no son suficientes, los medicamentos

deben ser empleados tratar y controlar los factores de riesgo tales como
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la presién arterial, aumento de triglicéridos, aumento de glucosa y

aumento del colesterol bueno o HDL. (National Institute Health; 2012).

2.3.4 Annona muricata L (Guanabana)

Annona muricata L. pertenece a la familia Annonaceae y se conoce en
América con los nombres populares de guanabana o graviola y sursop
en idioma inglés. Sus sinénimos son: A. bonplandiana Kunth, A.
cearensis Barb. Rodr., A. macrocarpa Wercklé, A. muricata var.
borinquensis Morales y Guanabanus muricatus M. (Morén F, Morén D y
Nodarse M, 2010).

La guanabana (Annona muricata L.) es una planta cuyo centro de origen
es la parte tropical de Sudamérica pero ha sido introducida en muchos
paises. Crece 6ptimamente hasta los 1000m.s.n.m y es considerada la
planta mas tropical, pues no resiste el frio. Sus usos medicinales son
variados, las hojas y brotes tiernos son usados como anticancerigenos,
la corteza como antibacteriano y antiulceroso, las hojas como
antiespasmaédicos, sedativo, antimalarico, antidiabético y vasodilatador.
(Barriga R; 1994; Rutter R; 1990).

En los Andes peruanos, las hojas de guanabana se usan para el catarro
y la semilla machacada es usada para eliminar los parasitos. En la selva
peruana las raices, corteza y hojas se usan para la diabetes y como un
sedante y antiespasmadico. Las tribus de Guyana utilizan las hojas y/o
corteza de guanabana como sedante y tonico del corazéon. En el
Amazonas brasilefio, una infusion de hojas se usa para problemas de
higado y el aceite de fruta es mezclado con aceite de aceituna y usado
externamente para la neuralgia, dolor reumatico y artritis. En Jamaica,
Haiti y la India Occidental, el jugo de fruta y/o fruta se usa para la fiebre,
los parasitos, diarrea y la corteza o las hojas se usan como
antiespasmaédico, sedante y para condiciones nerviosas, también para la
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gripe, asma, astenia, hipertension y parasitos. (Soumya P, Choudary KA,
Lopamudra D, Avijeet J. 2009 & Aida S, Hector L, Herminia P, Norberto
M. 2003).

2.3.5 Hipotesis nula

La administracion oral del extracto etandlico de hojas de Annona
muricata L “Guandbana” en ratas con sindrome metabdlico inducido por
fructosa mas colesterol no posee efecto preventivo sobre el sindrome

metabadlico.

2.3.6 Hipotesis alterna

La administracién oral del extracto etandlico de hojas de Annona
muricata L “Guanabana” en ratas con sindrome metabdlico inducido por
fructosa mas colesterol posee efecto preventivo sobre el sindrome

metabdlico.
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1 Tipo y diseno de investigacion

El presente trabajo es un estudio de investigacion experimental debido a
que se manipularon deliberadamente las variables independientes para
analizar las consecuencias que la manipulacién tiene sobre las variables
dependientes. (Hernandez R; 2010). El disefio es experimental, pre-

clinico e “In vivo’

3.2 Unidad de analisis

Rata macho de cepa Holtzmann de 02 meses con un peso de 150 —
200 gramos

3.3 Poblacion de estudio

Ratas machos de cepa Holtzmann obtenidos de la Facultad de Zootecnia
de la Universidad Nacional Agraria de la Molina.

3.4 Tamano de muestra

Se seleccionaron 90 ratas machos de cepa Holtzmann. La cantidad de
roedores esta basado en articulos previo y estudio piloto.

3.5 Seleccién de muestra

Animal de experimentacion: Rata macho, cepa Holtzmann de 02
meses con un peso de 150 — 200 gramos.
Muestra vegetal: extracto etandlico de las hojas de A. muricata L

(Guanabana), las iniciales de la muestra vegetal (EEA).
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3.6 Técnica de recoleccion de datos

3.6.1 Materiales para la administracion

e Enalapril 20mg/kg(Enantesil®, Laboratorios Naturales y
Genéricos S.A:C),
e Atorvastatina 200mg/kg (Lipitor®, Pfizer)

3.6.2 Equipos

e Balanza analitica Ohaus, modelo Adventurer ™, (rango de 65g a
210g; escala de 0.1mg)

¢ Molino de cuchillo Willey , modelo de cuchillas de corte vertical

e Equipo de medicién de presion arterial Panlab, modelo LE5002
Letica.

3.7 Métodos

Los datos de cambios de peso corporal, presion arterial, glucosa,
colesterol total, triglicérido, LDL, VLDL y HDL se recopilaron en cuaderno
de apuntes. La investigacibn se realiz6 en el Laboratorio de
Farmacologia Experimental de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).

3.7.1 Preparacion del extracto etandlico de hojas de Annona
muricata L

Las de hojas de Annona muricata L (guanabana) fueron obtenidas del
caserio de San José Bajo, Distrito de Santiago de Cao, Provincia de
Ascope, Departamento de La Libertad, Peru, durante los meses de junio-
julio del 2014. La identificacion taxonémica se realiz6 en el Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. La
muestra vegetal (planta completa) fue estudiada y clasificada segun el
sistema de Cronquist (Cronquist, A., 1988).

Para la preparacion del extracto etandlico, las hojas de A. muricata
primero fueron secadas luego sometidas a molienda en un molino

eléctrico se peso 1k y se llevo a maceracion alcohdlica al 95%, siete dias
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de maceracion, posteriormente se filir6 y se concentr6 a 30°C, hasta

obtener un residuo seco a peso constante (extracto etanolico).

3.7.2 Analisis fitoquimicos preliminar

La deteccion de los metabolitos secundarios, se realiz6 mediante
pruebas fitoquimicas de caracterizacién segun los siguientes métodos y
procedimientos para observar presencia de saponinas, flavanoides,
taninos, alcaloides y glicosidos, los que seran expresados (Lock De
Ugaz O, 1988).

3.7.3 Determinacion de saponinas

Prueba de espuma.- a una solucién metandlica-acuosa de la muestra,
se somete a una agitacion vigorosa durante 30 segundos. La presencia
de la saponina es indicada por la formacidén de una espuma persistente

durante 3 minutos.

3.7.4 Determinacion de flavonoides

Reactivo de Shinoda.- en un tubo de ensayo se coloca 0.5ml de muestra
con 1 limadura de magnesio pequefa con un gotero se afiaden 3 gotas
de acido clorhidrico concentrado.

Se observa intenso burbujeo y coloracién naranja, de color intenso luego
de 10 minutos.

Reactivo de Cloruro férrico.- a 0.5ml de la muestra se agregan 3 gotas
del reactivo, instantaneamente la solucion toma un color verde oscuro
casi negro, lo que indicaria la presencia de compuestos fendlicos y

taninos.

3.7.5 Determinacion de taninos

Con gelatina.- a 0.5 mL de muestra se agregan 3 gotas de reactivo, en

un principio se forma una sustancia en forma de nube en la solucion,
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luego de centrifugar queda en el fondo un precipitado color blanco. Esto

confirma la presencia de taninos.

3.7.6 Determinacion de alcaloides

Reactivo de Dragendorff.- a 0.5mL de muestra agregar unas cuantas
gotas de este reactivo a una solucién acida del alcaloide se observa la
aparicién de un precipitado que va del naranja al rojo.

Reactivo de Mayer.- a 0.5mL de muestra agregar un exceso de reactivo
a una solucion acidulada del alcaloide se observa la aparicion de un

precipitado de blanco a crema.

3.7.7 Determinacion de glicosidos

A 0.5mL de muestra someter a la reaccion de Molish (alfa-naftol + acido

sulfurico) formacioén de un anillo violaceo al centro.

3.7.8 Induccion del Sindrome Metabdlico

La induccién del Sindrome Metabdlico se realizé segun el método de
(Ferreira de Moura R, Ribeiro C, Aparecida de Oliveira J, Stevanato E &
Rostom de Mello M. 2009 y Arroyo J, Rojas J y Chenguayen J, 2004. El
modelo de induccion consisti6 en noventa roedores, de los nueve
grupos(n=10), siete recibieron la combinaciéon de 1mL de fructosa al 60%
mas colesterol 95% en dosis de 200mg/kg/via oral de peso corporal. La
tabla Nro 3 muestra que los grupos 4, 5y 6 recibieron via oral (EEA) mas
el inductor del sindrome metabdlico. El inductor de la patologia, como
los tratamientos fueron administrados concomitantemente por un
periodo de 90 dias. Se describe el disefio de experimentacion vy

tratamiento:
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Tabla Nro 3 Disefio experimental de la induccion del Sindrome Metabdlico y los

tratamientos

Grupo Tratamiento Dosis Nro
1 Suero fisiologico 2mL/kg 10
2 EEA 200mg/kg 10
3 fructosa+ colesterol 95% 200mg/kg 10
4 fructosa+ colesterol 95%+

50mg/kg 10
EEA

5 fructosa+ colesterol 95%+ 100mg/kg 10
EEA

6 fructosa+ colesterol 95%+ 200mg/kg 10
EEA

7 fructosa+ colesterol 95%+ 20mg/kg 10

atorvastatina
8 fructosa+ colesterol 95%+ 20mg/kg 10
captopril
9 fructosa+ colesterol 95%+ | 20mg/kg+20mg/kg 10

atorvastatina+captopril

Se regqistrd el peso de las ratas antes de empezar el experimento. Se
formaron 9 grupos, cada grupo de 10 ratas, dos de los grupos sera el

blanco, al que no se le administrara fructosa mas colesterol.

3.7.9 Evaluacion temporal del peso corporal

Semanalmente (cada viernes) se procedié a pesar los animales en una
balanza sensible al gramo. Los datos de peso corporal fueron registrados
en un cuaderno de apunte.

3.7.10 Evaluacion de la glicemia

Parte de la muestra de sangre obtenida anteriormente, fue destinada
para el dosaje de los niveles de glicemia y hemoglobina glicosilada
(HbA1c) en el Laboratorio Clinico del Hospital Nacional Dos de Mayo.
Se extrajo muestra de sangre via intracardiaca de los animales en
estudio, luego se cuantifico el nivel de glicemia en el Laboratorio Clinico
del Hospital Nacional Dos de Mayo.
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3.7.11 Evaluacion de los niveles de presion arterial

Las mediciones de presidn arterial se realizaron en un ambiente libre de
ruidos que pudiera perturbar la tranquilidad de los roedores, primero los
animales fueron sometidos a un proceso previo de vasodilatacidon
mediante calentamiento a 32°C durante 30 minutos colocados en el cepo
sin trauma dejando expuesto la cola del animal y utilizando el equipo de
medicién electrénico modelo LE5002 Letica, se midi6 la presién
sanguinea de los animales de experimentacién. La mediciéon de la
presion arterial se realizd quincenalmente, se registraran datos de
presion arterial sistélica (PAS), presion arterial diastélica (PAD) y presidn
arterial media (PAM). (Pereira L, Bezerra D & Mandarim-de-Lacerda C,
2004).

3.7.12 Evaluacion del Perfil Lipidico

Mensualmente se procedié a realizar la toma de muestra de sangre para
la medicién del perfil lipidico. Las ratas fueron anestesiadas con
pentobarbital sédico a una dosis de 30mg/kg por via intraperitoneal para

poder hacer la extraccion de 3mL de sangre por puncion cardiaca.

El colesterol total (CT), triglicéridos (TG), lipoproteinas de baja densidad
(LDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y lipoproteinas de alta
densidad (HDL) fueron cuantificados en el Laboratorio Clinico del
Hospital Nacional Dos de Mayo.

3.7.13 Consideraciones éticas

En el curso de una investigacién en la que se experimenta con animales,
muchos de ellos sufren dolor, angustia, etc. Para mitigar los dolores
severos, si el animal sufriese mucho o quedase inhabilitado, los comités

que estan a cargo de la vigilancia del manejo de los animales, han
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establecido que los mismos deberan ser sacrificados. A esto se le llama
eutanasia. (Arroyo J, Rojas J y Chenguayen J, 2004).

3.8 Analisis e interpretacion de la informacién

Los datos obtenidos fueron analizados con el software SPSS 15.0. Para
la comparacion de grupos se utilizé el andlisis de varianza (ANOVA). Los
datos son presentados en valores medios + error estandar, porcentajes,
teniendo en cuenta un intervalo de confianza del 95%. Se realiz6 la
comparacién de medias a través de la prueba mdultiple de Tukey. Para
determinar la normalidad de los datos se aplicara la bondad de ajuste de
Kolmogorv-Smirnov. Los hallazgos son considerados estadisticamente
significativos utilizando el valor p<0.05.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados del peso corporal

La figura 1 muestra la comparacién de la evolucién del peso corporal de
los roedores desde la semana cero (P-0) a la semana trece (P-13), los
que recibieron fructosa mas colesterol y el tratamiento de fructosa mas
colesterol mas A. muricata L presenta una disminucion del 10.2% con la
dosis de 100mg/kg (p<0.0001). Todos los roedores presentaban un peso
basal (normopesos).
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Figura 1. Comparacion del peso corporal semana cero versus semana 13. Andlisis estadistico con ANOVA.

Dosis de 100mg/kg P<0.0001
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4.2 Resultado de los niveles de glicemia y hemoglobina
glicosilada

Los niveles de glucosa y hemoglobina glicosilada en los animales que

recibieron induccion de sindrome metabdlico de fructosa mas colesterol,

se observd una disminucién de 21.5% ambos con dosis de 200mg/kg

(p<0.0001), acercandose a los valores de atorvastatina 24% vy

atorvastatina mas enalapril 20.7% (figuras 2 y 3).
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Figura 2. Niveles de glicemia en ratas con induccién de sindrome metabdlico. Andlisis
estadistico con ANOVA. Dosis de 200mg/kg P<0.0001
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Figura 3. Niveles de hemoglobina glicosilada en ratas con induccién de sindrome metabdlico.
Analisis estadistico con ANOVA. Dosis de 200mg/kg P<0.0001
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4.3 Resultado de los niveles de los niveles de la presion

arterial sistolica, diastélica y media

Los niveles de presion arterial sistolica, diastdlica y media se encuentran

aumentados en los animales que se les indujo el sindrome metabdlico,

la dosis que logro una mejor disminucion de los niveles de presion
arterial (PAS, PAD y PAM) fue de 100mg/kg (p<0.0001), con porcentajes
de 35.7%, 34.9% y 37% respectivamente. (figuras 4 ,5y 6).
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Figura 4. Niveles de presion arterial sistélica en ratas con induccion del sindrome metabdlico.
Analisis estadistico con ANOVA. Dosis de 100mg/kg P<0.0001
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Figura 5. Niveles de presion arterial diastdlica en ratas con induccién del sindrome
metabdlico. Andlisis estadistico con ANOVA. Dosis de 100mg/kg P<0.0001
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Figura 6. Niveles de presion arterial media en ratas con induccion del sindrome
metabdlico. Andlisis estadistico con ANOVA. Dosis de 100mg/kg P<0.0001
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4.4 Resultado de los niveles de colesterol, LDL, VLDL,
triglicéridos y HDL

Los animales con induccion del sindrome metabdlico muestran un
aumento del colesterol (CT), lipoproteina de baja densidad (LDL-c),
lipoproteina de muy baja densidad (VLDL-c) y triglicéridos (TG), los
grupos que recibieron tratamiento de fructosa mas colesterol mas A.
muricata L. lograron disminucion de los pardmetros descritos con dosis
de 100mg/kg (p<0.0001) y 200mg/kg (p<0.0001) y 50mg/kg (p<0.0001).
Asimismo, los grupos que recibieron tratamiento presentaron aumento
de la lipoproteina de alta densidad (HDL-c) con dosis de 50mg/kg
(p<0.0001). (figuras 7, 8,9, 10y 11).
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Figura 7. Niveles de colesterol en las ratas con induccién del sindrome metabdlico.
Analisis estadistico con ANOVA. Dosis de 200mg/kg y 100mg/kg P<0.0001
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Figura 8. Niveles de LDL en las ratas con induccién del sindrome metabdlico. Anélisis

estadistico con ANOVA. Dosis de 200mg/kg y 100mg/kg P<0.0001
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Figura 9. Niveles de VLDL en las ratas con induccién del sindrome metabdlico. Analisis
estadistico con ANOVA. Dosis de 200mg/kg y 100mg/kg P<0.0001
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Figura 10. Niveles de TRl en las ratas con induccion del sindrome metabdlico. Andlisis
estadistico con ANOVA. Dosis de 200mg/kg y 100mg/kg P<0.0001
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Figura 11. Niveles de HDL en las ratas con induccién del sindrome metabdlico.
Analisis estadistico con ANOVA. Dosis de 50mg/kg P<0.0001
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4.5 Analisis, Interpretacion y Discusion de Resultados

El presente estudio demostro el efecto preventivo del tratamiento del
extracto etandlico de hojas de A. muricata L. en ratas con sindrome
metabdlico. Los hallazgos han demostrado una disminucién del peso
corporal, disminucion de los niveles de glucosa, disminucién de los

niveles de presion arterial y disminucion de los niveles de colesterol.

La induccién de la patologia se realizé segun el método de Ferreira de
Moura R, modificado por Arroyo J. El mecanismo por el cual se produce
el sindrome metabdlico es debido que la ingesta de fructosa altera el
metabolismo de glucosa a nivel hepatico y la captacién de glucosa
generando una lipogénesis hepatica y sintesis de triglicéridos. Las
complicaciones desarrolladas por dietas ricas en grasa se parecen al SM
desarrollado en humano que incluye aumento de peso, aumento de la
presion arterial, esteatosis hepatica, hiperglucemia e intolerancia de la
glucosa. (Ferreira de Moura R et al., 2008; Arroyo J and Braulio C).

El peso corporal se ha visto disminuido en 10.2% al utilizar extracto
etandlico de A. muricata en dosis de 200mg/ de kg, p<0.0001 (figura 1y
tabla 4); El estudio fitoquimico preliminar ha revelado la presencia de
alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos, compuestos fendlicos vy
glicésidos, quienes podrian estar jugando un rol en el peso corporal
(Palomino, C 2007). Ademas, podria estar relacionado a la presencia
compuestos flavonoides triglicésidos como: la quercetina 3-O-a-
rhammosyl-(1-6)-B-sophoroside, acido galico, epicatechin, kaempferol 3-
O-rutinoside, quercetina 3-O-glucosida y kaempferol. (Nawwar M, et al,
2012) Diversos estudios evidenciaron que animales que recibieron
quercetina produjo una disminucion del peso corporal, disminucién de la
acumulacion de grasa a nivel hepatico e intestinal asi como también

mejoro la hiperglicemia, hiperinsulinemia y la dislipidemia después que
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recibieron una dieta con alto contenido calérico, colesterol y sucrosa los
cuales desarrollaron obesidad y sindrome metabdlico. (Nabani S et al,
2015).

La quercetina actua mejorando la concentracion de adinopectina, es
conocido que los niveles de esta sustancia son inversamente
proporcionales al indice de masa corporal (IMC) y el porcentaje de grasa
corporal. Por otro lado, la quercetina en el higado previene la
disminucién de la enzima antioxidante glutatién peroxidasa 1 (Gpx1) y el
proliferador del peroxisoma activado tipo alfa (PPAR a), que esta
implicado en la beta oxidacién de los acidos grasos, reduce la
acumulacion de grasa y mejora la expresion de otros genes que regula
el metabolismo de lipidos, transporte mitocondrial y el metabolismo de
glucosa. Ademas, quercetina induce la expresién del factor de
transcripcion PPARY que regula la acumulacion de grasa a nivel
hepatico, el factor de transcripcién de elementos reguladores de esterol
unido a proteina-1c (SREBP-1c) y del fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(PEPCK) que regula la gluconeogénesis. (Inoue M et al, 2005; Sekiya M
et al, 2008; Jung Ch et al., 2013). Al presente no se ha encontrado
estudios relacionados con las hojas de A. muricata L relacionado a la

disminucion del peso corporal en animales.

En la figura 2 y 3 se observa una mejor disminucién de los niveles de
glucosa y hemoglobina glicosilada en animales que recibieron el extracto
etandlico de A. muricata L a dosis de 200mg/kg (p<0.0001). El efecto
hipoglucémico se explica por la presencia de compuestos fendlicos y
flavonoides. (Arroyo J y col., 2004; Palomino C, 2007). Diversos estudios
han demostrado que los flavonoides actian como sensibilizadores de la
insulina activando los receptores de proliferador peroxisoma tipo gamma
(PPARY) o en la cascada de transduccion de sefnal de insulina que es
activado por el receptor de insulina tirosin kinasa, como potenciadores
de las incretinas, moduladores de la absorcion de carbohidratos en el


https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%8Dndice_de_masa_corporal
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intestino y en el metabolismo de transporte de carbohidratos. (Wilcox L,
et al,, 2001). Se ha evidenciado que las flavonas, flavononas e
isoflavonas tales como 7 hidroxi-benzopiran-4-1 es la clave
farmacolégica, debido a que actian como sensibilizadores de la insulina
y mejorando la captacion de glucosa. (Matin A et al., 2009).

Los flavonoides potencian la accion de las incretinas y actian como
agonistas del receptor GLP-1; se sabe que las incretinas son hormonas
peptidicas intestinales que son rapidamente secretadas en respuesta a
la comida. La dos principales incretinas son el polipéptido insulinotrépico
(GIP) y el péptido similar al glucagdén 1 (GLP-1) Las incretinas forman
parte de un sistema enddgeno que participa en la regulacion fisiolégica
de la homeostasis de la glucosa. Si las concentraciones de glucosa son
normales o elevadas, el GLP-1 y el GIP aumentan la sintesis y liberacion
de insulina de las células B pancreaticas mediante vias de sefalizacion
intracelulares en las que interviene el AMP ciclico (Koole C et al., 2010;
Wootten D et al., 2011).

Los flavonoides (luteolina, mircetina y quercetina ) podrian también
actuar a través de muchos “targets” tales como: glucokinasa (GK),
glucosa-6-fosfato (G6P), frucotsa-1,6-bisfosfatasa (FBP), fosfoenol-
piruvato carboxikinasa (PEPCK), transportador de glucosa (GUT),
fosforilasa glicégeno (GP) y transportador de sodio glucosa (SGLT) que
regulan el metabolismo de la glucosa. (Prince P & Kamalakkannan N.,
2006; Ho L, Kulkarni S & Lee JC ,2011)

Un estudio previo en ratas aloxanizadas donde se administré extracto
etandlico de hojas de A. muricata L. a dosis de 200mg/kg se observé una
reduccién del 26.83% de la glicemia a las 72 h (Palomino C, 2007);
mencionandose que a la fecha no se han encontrado trabajos de

investigacion relacionados.
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Los datos obtenidos de la presente investigacion revelan que el extracto
etandlico de hojas de A. muricata L. disminuyo los niveles de presion
arterial sistélica, diastolica y media a dosis de 100mg/kg (p<0.0001),
figura (4, 5 y 6). El efecto posiblemente se deba a los compuestos
alcaloides presente en las hojas de la planta. Los alcaloides como
isoquinolina, coreximina y anomurina han demostrado su efecto
depresor en la presion arterial. Los aceites esenciales como B
cariofileno, & cadineno, epi-a-cadinol y a-cadinol en la guanabana se ha
descrito que poseen actividad vasodilatadora e hipotensora. (Kossouoh
C, et al., 2007).

Un estudio farmacolégico /n vitro e In vivo realizado con el extracto
acuoso de las hojas de A. muricata L mostro un efecto hipotensor, pero
no se detalla un porcentaje de la disminucién de la presion arterial; pero
se explica el posible mecanismo hipotensor, pudiendo ser a través del
bloqueo de canales de calcio y este efecto antagonista del canal de Ca*?
fue demostrado por la habilidad de relajar los canales de K* los cuales
inducen contraccion. Otros estudios demostraron que los flavonoides
contenidos en las plantas estarian disminuyendo la presién arterial,
citando el caso de la quercetina quien ejerceria el efecto reduciendo el
estrés oxidativo, asi como también, por medio de sus metabolitos (siendo
el principal quercetina-3-O-glucurénido) al inhibir la contraccién vascular.
(Chukwuemeka R et al., 2012).

Los datos obtenidos de la presente investigacion revelan que el extracto
etandlico de hojas de A. muricata L. disminuyo los niveles de colesterol
(CT), lipoproteina de baja densidad (LDL-c), lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL-c) y triglicéridos (TG), a dosis de 100mg y 200mg/kg
(p<0.0001), figura (7, 8, 9, 10) y aumento los niveles de lipoproteina de
alta densidad HDL a dosis de 50mg/kg (p<0.001) (figura 11).
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La actividad hipolipemiante, se explica con lo reportado por Duchnowicz
P etal., 2012, quienes realizaron un estudio in vitro para evaluar el efecto
hipolipidémico y antioxidante de cuatro polifenoles en muestras de
sangre de pacientes con hipercolesterolemia: quercetina, acido ferulico,
acido hidroxicinamico y cianidin 3-glucésido, los resultados mostraron
que la quercetina y cianidin 3-glucésido redujeron las concentraciones
de colesterol en un 75% (a una concentracion de 10u/ml) y 69% (a una
concentracion de 100u/ml).  Ademads, un estudio realizado por
Furuyashiki T et al., 2004, demostraron que los flavonoides como las
catequinas encontrados en la guanabana y el té actuarian suprimiendo
la diferenciacion de adipocitos a través de la regulacion de los PPARY,
del factor de trascripcion unido a proteina alfa y transportador de
glucosa. Asimismo, un estudio realizado por Verma P et al.,2012,
evidencio que la presencia de polifenoles y diversos flavonoides estan
implicados en el metabolismo del colesterol que actuarian como la
enzima reductasa HMG-CoA, lecitina colesterol acil transferasa,
colesterol 7 alfa hidroxilasa e inhibidores del acil CoA-colesterol-O acil
transferesa (ACAT).

Goldwasser J et al., 2010, encontr6 que el flavonoide naringenina del
pomelo normaliza los lipidos en diabetes e hipercolesterolemia mediante
la activacion de peroxisoma proliferador activado del receptor (PPAR).
Asimismo, la activacién de las vias PPAR han sido propuestas por sus
acciones antidiabéticas e hipolipemiantes de las isoflavonas vistas en la

soya.

El presente estudio ha demostrado que el extracto etandlico de las hojas
de A. muricata L presenta un efecto preventivo de sindrome metabdlico
al disminuir el peso corporal, niveles de glucosa, presién arterial y
colesterol y aumento de los niveles de HDL. Por lo tanto, la evidencia
generada de la investigacion formula que las hojas de guanabana podria

ser utilizado como tratamiento coadyuvante en la enfermedad estudiada.
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4.6 Pruebas de hipodtesis

En la presente investigacion se ha utilizado el andlisis de varianza
(ANOVA) con la finalidad de hacer un analisis de comparacion de grupo
de los tratamientos administrados y asi poder aceptar o rechazar la
hipétesis nula o alterna. El resultado obtenido permite rechazar la
hipbtesis nula.

4.7 Presentacion de Resultados

La presentacidn de resultados se encuentra en los Anexos
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CONCLUSIONES

. Se ha demostrado disminucién del peso corporal dosis
independiente al administrar extracto etanolico de A. muricata L

en ratas con induccion del sindrome metabdlico.

. El extracto etandlico de A. muricata L a 200mg/kg mostro una
mejor disminucion de los niveles de glucosa y de HbA1c en ratas

con induccién del sindrome metabdlico.

. La disminucién de los niveles de presion arterial sistélica,
diastolica y media se logré a 100mg/kg cuando se administré por
via oral el extracto etandlico de A. muricata L en ratas con

induccion del sindrome metabdlico.

. Se ha evidenciado que el extracto etandlico de A. muricata L
redujo los niveles de colesterol, LDL, VLDL, triglicéridos con dosis
de 100mg y 200mg/kg e incremento las concentraciones de HDL
a dosis de 50mg/kg.

. El extracto etandlico de las hojas de Annona muricata L.
(Guanabana) es preventivo del sindrome metabdlico inducido en

ratas por colesterol mas fructosa.
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RECOMENDACIONES

1. Profundizar la investigacion realizando un ensayo clinico para

comprobar la eficacia y seguridad en sujetos.

2. Desarrollar una formula farmacéutica del extracto etandlico de
hojas de Annona muricata L para realizar estudios clinicos
iniciales que validen su potencial efecto en el sindrome

metabdlico.

3. Realizar estudios farmaco-econémicos de productos naturales y
medicamentos indicados para el tratamiento de sindrome

metabolico para implementarlos dentro una terapia preventiva.
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Tabla 4. Comparacion del peso corporal semana cero versus semana 13

. ‘ - Desviacion | Porcentaje | Intervalo de confianza al . )
Semana Tratamiento Media . Minimo Maximo
estandar Variacion 95%
Normal SSF 2 mL/Kg 210.3 2477678125 0.0 245.895103 257.104897 239 261
Annona 200 mg/Kg 214.2 2477678125 0.0 245.895103 257.104897 239 261
Fructosa + Colesterol (FC) 215.3 5.627413063 0.0 202.569907 228.030093 180 237
FC + Annona 50 mg/kg 218.2 6.373207809 =13 203.782802 232.617198 180 247
P-0 FC + Annona 100 mg/kg 219.4 5.983681513 -1.9 205.863972 232.936028 185 242
FC + Annona 200 mg/kg 185.9 4.450842617 13.7 175.831494 195.968506 166 213
FC + Atorvastatina 20 mg/kg (A) 199.3 4.993440141 7.4 188.004054 210.595946 180 227
FC + Enalapril 20 mg/kg (E) 258.1 8.145141701 -19.9 239.674409 276.525591 220 300
FC+A+E 223.4 6.605048574 -3.8 208.458342 238.341658 185 252
Normal SSF 2 mL/Kg 310.4 7.577745194 0.0 348.857949 383.142051 324 398
Annona 200 mg/Kg 320 7.516574279 0.0 340.896328 374.903672 311 384
Fructosa + Colesterol (FC) 332.6 7.783458243 0.0 314.992594  350.207406 291 365
FC + Annona 50 mg/kg 320 11.14894116 6.8 284.879343 335.320657 246 345
P-13 FC + Annona 100 mg/kg 324 9.025888091 2.6 303.582021 344.417979 271 374
FC + Annona 200 mg/kg 298.70 8.189491912 10.2 280.174082 317.225918 254 339
FC + Atorvastatina 20 mg/kg (A) 321.50 5.762426187 33 308.464486 334.535514 296 353
FC + Enalapril 20 mg/kg (E ) 329.10 6.778151174 1.1 313.766757 344.433243 300 358
FC+A+E 313.60 8.938307073 5.7 203.380145 333.819855 267 356

Cada grupo con n=10 y p<0.000
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Figura 12. Disminucion del peso corporal a la semana 7 y semana 13. Andlisis estadistico con ANOVA.
Dosis de 100mg/kg P<0.0001
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Disminucion porcentual de peso corporal en los roedores
en la semana 13

TERRE — 571

FC +Enalapril 20 mgfkg (E ) - 1.05

FC + Atorvastatina 20 me/kg (A) || NG s>+

FC +Annona 200 mg/kg 10.19
FC +Annona 100 mg ke 159
FC-+ Annonas0 me/ie _ 678
I
0 2 4 [ 8 10 12
Porcentajes

Figura 13. Formula para la obtencién del valor porcentual: ((concentracién-tratamiento)/concentracidn)*100.
Donde: A=atorvastatina y E=enalapril. Dosis de 100mg/kg P<0.0001

Disminucion porcentual de la HBA1c en roedores

FC+A+E N 20.78
FC + Enalapril 20 mg/kg (E) NN 13.98
FC + Atorvastatina 20 mg/kg (A) IS 23.99
FC + Annona 200 mg/kg NN 21.56
FC + Annona 100 mg/kg NN 17.24
FC+ Annona 50 mg/kg NN 19.57

Tratamiento

0 5 10 15 20 25 30
Porcentajes

Figura 14. Férmula para la obtencién del valor porcentual: ((concentracion-tratamiento)/concentracion)*100.
Donde: A=atorvastatina y E=enalapril. Dosis de 200mg/kg P<0.0001



Disminucion porcentual del colesterol en roedores

FC+A+E I 4.92
FC + enalapril 20mg/kg (E) | 0.25
FC + Atorvastatina 20 mg/kg (A) [N 15.38
FC + Annona 200 mg/ke [ 30.81
FC+Annona 100 mg/kg [l 35.42
FC+Annona 50 mg/kg [ 24.29

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tratamiento

Porcentajes

Figura 15. Férmula para la obtencion del valor porcentual: ((concentracidn-tratamiento)/concentracion)*100.
Donde: A=atorvastatina y E=enalapril. Dosis de 100mg/kg y 200mg/kg P<0.0001

Disminucion porcentual de trigliceridos en roedores

FC+A+E | 0.76
FC + enalapril 20mg/kg E [l 5.73
FC + Atorvastatina 20 mg/kg (A) I 13.00
FC+ Annona 200 mg/ke [ 4286
FC + Annona 100 mg/ke [N 40.09
FC+Annona 50 mg/kg [l 49.65

0 10 20 30 40 50 60
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Figura 16. Férmula para la obtencién del valor porcentual: ((concentracidn-tratamiento)/concentracion)*100.

Donde: A=atorvastatina y E=enalapril. Dosis de 100mg/kg y 200mg/kg P<0.0001
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Disminucion porcentual de VLDL en roedores

FC+A+E | 0.76
FC + enalapril 20mg/kg E [l 5.73
FC + Atorvastatina 20 mg/kg (A) I 18.00
FC+ Annona 200 mg/kg [N 4286
FC+ Annona 100 mg/kg [N 40.09
FC+Annona 50 mg/kg [l 49.65

0 10 20 30 40 50 60
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Figura 17. Férmula para la obtencion del valor porcentual: ((concentracion-tratamiento)/concentracion)*100.

Donde: A=atorvastatina y E=enalapril. Dosis de 100mg/kg y 200mg/kg P<0.0001

Disminucion porcentual de LDL en roedores

FC+A+E [ 9.83
FC + enalapril 20mg/kg (E)
FC + Atorvastatina 20 mg/kg (A) I 19.40
FC + Annona 200 mg/kg [ 49.25
FC +Annona 100 mg/kg [ INENINEGEGEGEGEGEEEN 62.76
FC+ Annona 50 mg/kg [N 39386

0 10 20 30 40 50 60 70

Tratamiento

Porcentajes

Figura 18. Férmula para la obtencién del valor porcentual: ((concentracion-tratamiento)/concentracién)*100.

Donde: A=atorvastatina y E=enalapril. Dosis de 100mg/kg y 200mg/kg P<0.0001



52

Disminucion porcentual de HDL en roedores

Fc+A+E [l 2.70
FC + enalapril 20mg/kg (E) | 0.74
FC + Atorvastatina 20 mg/kg (A) [ 4.42
FC+ Annona 200 mg/kg [ 1941
FC + Annona 100 mg/kg [ 28.75
FC+ Annona 50 mg/kg  [INEENGEGEGEEEE 29.98
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Figura 79. Férmula para la obtencion del valor porcentual: ((concentracion-tratamiento)/concentracion)*100.
Donde: A=atorvastatina y E=enalapril. Dosis de 50mg/kg P<0.0001

Disminucion porcentual de presion sistélica en roedores

Ferace I 3 55
FC + enalapril 20mg/kg (E) [ 41.04
FC + Atorvastatina 20 mg/kg (A) [Nl 47.06
FC+ Annona 200 mg/kg [ 28.27
FC + Annona 100 mg/kg [ 35.71
FC+ Annona 50 mg/kg [ 15.00

0 10 20 30 40 50

Tratamiento

Porcentajes

Figura 20. Férmula para la obtencion del valor porcentual: ((concentracion-tratamiento)/concentracion)*100.
Donde: A=atorvastatina y E=enalapril. Dosis de 100mg/kg P<0.0001
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Disminucion porcentual de presion diastélica en
roedores
FC+A+E . 29.61
FC + enalapril 20mg/kg (E) N 31.03
FC + Atorvastatina 20 mg/kg (A) NN 14.88
FC + Annona 200 mg/kg [ 21.73
FC + Annona 100 mg/ke [l 34.90
FC+ Annona 50 mg/kg [ 3.20
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Figura 21. Férmula para la obtencién del valor porcentual: ((concentracidn-tratamiento)/concentracion)*100.
Donde: A=atorvastatina y E=enalapril. Dosis de 100mg/kg P<0.0001

Tratamiento

Disminucion porcentual de presion media en roedores

FC+A+E I 30.19
FC + enalapril 20mg/ke (E) N 3267
FC + Atorvastatina 20 mg/kg (A) NG 20.24
FC+ Annona 200 mg/kg [ 2288
FC + Annona 100 mg/ke [ 35.03

FC+Annona 50 mg/kg [ 5.21

0 5 10 15 20 25 30 35 40
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Figura 22. Férmula para la obtencién del valor porcentual: ((concentracidn-tratamiento)/concentracion)*100.
Donde: A=atorvastatina y E=enalapril. Dosis de 100mg/kg P<0.0001
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