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RESUMEN

El proposito de la presente investigacion fue determinar el efecto hipoglicemiante en
ratas diabéticas al administrar el extracto etandlico de Annona muricata L. (Guanabana)
en ratas diabéticas inducidas con aloxano. Materiales: hojas de Annona muricata L
(Guanabana), y 36 ratas machos de 3 meses de edad, cepa Holtzmann con un peso
promedio (210+10g) recibieron agua y alimento a libertad, con un periodo de
aclimatacion de siete dias y fueron randomizados y divididos en seis grupos (normal,
control aloxano, tres dosis del extracto (200, 400 y 600mg/kg) y glibenclamida 5 mg/kg,
diariamente durante 5 dias; Método: la diabetes fue inducida en ratas por inyeccion
intraperitoneal de aloxano monohidratado a dosis de 130mg/kg a todos los animales
excepto al grupo normal. Después de 24 horas los animales que presentaron un nivel de
glucosa sanguinea > 250mg/dL fueron usadas para el estudio, los niveles de glucosa en
sangre fueron determinados usando un glucometro electronico (Optium) y se midi6 los
niveles de insulina mediante el método de Sandwich  segin  Gonzales y col.
También se realizo el estudio histopatologico de pancreas, higado y rindn. Resultados:
al administrar 200mg/kg del extracto etanolico se observd mayor efecto hipoglicemiante
(p<0.05) y mejor proteccion del pancreas, higado y rifién del dafio causado por aloxano
segun el estudio histopatologico. Los hallazgos posiblemente justifican porque los
alcaloides podrian inducir secrecion de insulina (Garcia Lopez et al., 2004); los
flavonoides libres actuarian como barredores de especies reactivas de oxigeno (Vinson
et al., 1985), y los compuestos fenolicos que estarian ligados a receptores proliferadores
de peroxisomas (Sesika et al., 2005). Conclusion: Se mostr6 mayor eficacia
hipoglicemiante al utilizar el extracto etandlico de hojas de Annona muricata L.
(Guanabana) administrado por via oral durante 5 dias en ratas diabéticas, siendo la

dosis de 200mg/kg la mas eficaz como hipoglicemiante.

Palabras clave: Guanabana, hojas de 4Annona muricata L, diabetes, aloxano.



SUMMARY

The purpose of the present investigation has been to determine the hypoglycemic effect
when administering the ethanolic extract of Annona muricata L. (Guandbana) in
diabetic rats. Materials: leaves of Annona muricata L. (Guanabana), were used 36 male
youngs Holtzman rats with a weight average (210+10g) received water and food to
freedom, with a period of acclimatization of seven days, randomly and divided into six
groups (normal, alloxan, control, three doses of the extracts (200, 400 and 600mg/kg)
and glibenclamide 5 mg/kg, daily during 5 days; Method: Diabetes was induced in rats
by intraperitoneal injection of alloxan monohydrated at dose of 130mg/kg to all the
animals except the normal group. After 24 hours the animals that presented blood
glucose levels > 250mg/dL were used for the study, the blood glucose levels were
determined by using electronic glucometer (Optium) and insulin levels were measured
by the method of Sandwich according to Gonzales and et al. Also it was made the
histopathologic study of pancreas, liver and kidney. Results: with 200mg/kg of
ethanolic extract greater hypoglycemic effect was observed (p<0.05) and better
protection of the pancreas, liver and kidney of the damage caused by alloxan according
histological studies. The findings possibly justify because the alkaloids could induce
insulin secretion (Garcia Lopez et al., 2004); the free flavonoids would act as
scavenging of reactive oxygen spieces (Vinson et al.,1985), and the phenolic
compounds that would be bound to peroxisomes proliferator receptor (Sesika et al.,
2005). Conclusion: The ethanolic extract of leaves of Annona muricata L. (Guanabana)
administered by oral route was to greater hypoglycemic effectiveness when using
during 5 days in diabetic rats, being the most effective dose of 200mg/kg like
hypoglycemic.

Key words: Guanabana, leaf of Annona muricata L, diabetes, alloxan.



I. INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), afecta a mas del 90% de la poblacion con
diabetes, y es una compleja enfermedad metabdlica, caracterizada por los elevados
niveles de glucosa plasmatica. La hiperglicemia es causada por un incremento de la
produccion de glucosa hepatica, como consecuencia de la resistencia a la insulina. Por
otra parte, la hiperglicemia post-prandial resulta de la secrecion anormal de insulina por
las células B en respuesta a la comida, produccion hepatica excesiva de glucosa y el
déficit de captacion de glucosa por los tejidos sensibles a insulina particularmente del
musculo esquelético. La hiperglicemia cronica deteriora la secrecion de las células f y
la sensibilidad de los tejidos a insulina, un fenémeno conocido como glucotoxicidad.
Por lo tanto, la resistencia a la insulina y la deficiencia de secrecion insulina
representan elementos claves en la patogénesis de la diabetes tipo 2; la caracterizacion
del fenotipo puede ayudar a identificar a los pacientes: a) pacientes con predominio de
la resistencia a la insulina y con poca secrecion de insulina, y b) pacientes con
predominio de los defectos de la secrecion de insulina con diferentes grados de

resistencia a la insulina, segin la Asociacion Americana de Diabetes (ADA). "

En el Peru la prevalencia de diabetes es de 1-8% de la poblacion general, siendo
Piura y Lima como los departamentos mas afectados. Se menciona que en la actualidad
la diabetes mellitus afecta a mas de un millén de peruanos y menos de la mitad han sido

diagnosticados @

La guanédbana (4dnnona muricata L.) es una planta cuyo centro de origen es la
parte tropical de Sudamérica pero ha sido introducida en muchos paises. Crece
optimamente hasta los 1,000 m.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
antiespasmodico, sedativo, antimalarico, antidiabético y vasodilatador 3:43),

Existiendo plantas antidiabéticas como la Gentianella thyrsoidea “Tucuma”, Solanum
sessiliflorum Duna “Cocona”®"

La accion hipoglicemiante no ha sido estudiada hasta el momento de alli el interés de
desarrollar la presente investigacion usando criterios cientificos, con la finalidad de
obtener un tratamiento alternativo eficiente y de bajo costo para esta enfermedad, por
ello se plantearon los siguientes objetivos: 1) Determinar preliminarmente, los
compuestos fitoquimicos del extracto etandlico de las hojas de Annona muricata L.
2) Evaluar la eficacia reductora en el nivel de glicemia al administrar el extracto
etanolico de Annona muricata L. (Guandbana) por 5 dias via oral, en ratas tratadas con
aloxano. 3) Determinar los niveles de insulina bajo las condiciones del ensayo antes
mencionado al administrar el extracto etandlico de Annona muricata L. (Guandbana). 4)
Realizar el estudio histopatologico del pancreas, higado y rifion después de administrar

extracto etanolico de Annona muricata L. (Guanabana) por via oral, en una dosis diaria

durante 5 dias, en ratas machos aloxanizadas.



II. GENERALIDADES

2.1 Descripcion

La Guanabana se cultiva en la mayor parte de América tropical, pero generalmente
como plantas dispersas en los huertos. Es un arbol que alcanza hasta 10 metros de
altura, de follaje compacto, hojas simples, coriaceas verde oscuro, grandes y brillantes;
flores bisexuales solitarias o en pares, en tallos cortos que brotan de las ramas viejas;
caliz con 3 sépalos diminutos e inconspicuos de color verde; corola con 6 pétalos de
color amarillo. El fruto es una baya colectiva o sincarpo, de forma acorazonada u
ovoide, con pericarpio (cascara) verdoso con tubérculos espiniformes carnosos, la pulpa
es blanca y jugosa de sabor agridulce; las semillas de color negro lustroso o castafio. Por
su aspecto, el fruto es semejante a la chirimoya, especie del mismo género

(A.cherimolia).>”

2.2 Antecedentes y Usos

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 antiespasmodico. Las tribus de
Guyana utilizan las hojas y/o corteza de Guanabana como sedante y tonico del corazon.
En el Amazonas brasilefio, una infusiéon 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 antiespasmodico, sedante, y para condiciones nerviosas, también para la gripe,

. ., f oo (10,1112
asma, astenia, hipertension y parasitos.'%'""1?



Los componentes quimicos del fruto son: agua, fibra, cenizas, grasas, proteinas,
almidon, vitamina C, azlcares, potasio, sodio, magnesio, fosforo, hierro, citrulina,

.. , . . . . . .. . . 13
arginina, acido caproico, isoquinolonas (anonaina, anoniina, asimilobina).""”’

Las hojas contienen lactonas como: Annohexocina, Annomuricina A, B, C y E,
Annomutacina,  Annopentocinas A, B y C, Muricoreacina, Gigantetronemina,
Murihexocina A y C, Javoricina e Isoquinolonas como: Anonaina, Anoniina,
Atherospermine, Coreximina. También contienen /ipidos como: acido gentisico, acido

. , . , . . . , . £ 14
lignocérico, acido linoleico y acido estearico. ¥

Los componentes quimicos de la semilla: lactonas, annomontacina, annonacina,
. . . . .. 15) . . ..

annomuricatina, annonacinona, javoricina." >’ Las acetogeninas de la hoja con actividad

anticancerigena son: bullatacin, bullatacinone, muricoreacin, murihexocin C,

.. .. . . . . . . (16
annomuricin A, annomuricin B, muricatocin A, muricatocin C y murlcapentocm.( )

Numerosos principios bioactivos y fitoquimicos encontrados en la guanabana confirman
muchos de sus usos en la medicina natural y han sido validados por estudios cientificos.
Los estudios mas tempranos datan entre 1941 y 1962. Varios estudios realizados por
diferentes investigadores demostraron que la corteza asi como también las hojas tenian
actividad hipotensora, antiespasmodica, vasodilatora, relajante muscular y actividades
cardiodepresoras en animales. Se ha verificado sus propiedades hipotensoras en ratas
con las hojas de guanabana; asimismo las hojas, la corteza, la raiz, y los extractos de
guanabana poseen actividad antibacterial in vifro contra numerosos patdégenos y la
corteza tiene propiedades de antifungicas. Por otro lado, las semillas de guanabana
demostraron una fuerte actividad insecticida segiin un estudio realizado en 1940; y otro
en 1997 reporto la presencia de un alcaloide novedoso en la fruta de guanabana con

. 17,18,19,20,21,22,23
efectos depresores en animales.!7-'%1%2021:22:23)



Estudios realizados en los afios 1998 al 2000 por McLaughlin y por Choi DW, Chui
HF han revelado que las acetogeninas son inhibidores del complejo I mitocondrial y
bloquean la formacion de ATP por fosforilacion oxidativa; energia que necesita la
célula cancerosa para poner en funcionamiento su bomba mediada por una

P-glicoproteina, y que le permite mantenerse activa.?**>*

En general, varias acetogeninas de Annonaceous se han documentado que tienen efecto
antitumoral, antiparasitaria, pesticida, antiprotozoaria, antihelmintica, y con las
actividades antimicrobiales. Hay mucho interés en las sustancias quimicas que han
demostrado tener propiedades poderosas de antitumor y varios grupos de investigacion
tratan de sintetizar estas sustancias quimicas para nuevas drogas en la

L fp g (27,2829
qulmloterapeutlca.( 28.29)

Entre las diferentes plantas que se les atribuye propiedades hipoglicemiantes se refiere:
Smallanthus sonchifollus, Eucaliptus globulus labili, Geranium dielsianum, Gentianella

alborosea, Allium sativum L.®°



III. MATERIALES Y METODOS

MATERIAL

3.1 Material Bioldgico

¢ Hojas de Annona muricata L (Guandbana) fueron obtenidas del caserio San José

Bajo del Distrito Santiago de Cao, provincia de Ascope, Departamento de la
Libertad.

Se emplearon 36 ratas machos de 3 meses de edad de la cepa Holtzmann con un
peso promedio (21010 g), obtenidos del Instituto Nacional de Salud (INS), Lima,
Perti, que recibieron a libertad agua y una dieta balanceada especialmente para
roedores procedente del mismo Instituto constituida por una mezcla de torta de
soya, harina de trigo, aminoacidos sintéticos y antifngicos. Se les dio un periodo
de aclimatacion de siete dias, antes del inicio de la experimentacion. Todos los
animales fueron tratados de acuerdo a las normas éticas en concordancia con la
Guia en el uso y cuidado de animales para propdsitos cientificas por la National

Advisory Committe for Laboratory Animal Research.®"

3.2 Equipos y Reactivos

¢

¢

Balanza analitica digital marca Belnet
Molino de cuchilla Willey
Microscopio Nikon Mod Eclipse — 200
Pipetas de 10 y Sml

Probeta graduada de 10x100ml
Aloxano monohidratado (Sigma)

Etanol 96°



¢ Tiras reactivas Medisense®

¢ Reactivos Elecsys 1010/2010® para el dosaje de la insulina
¢ Glucoémetro Optium®

¢ Equipo de diseccion

¢ Jeringas hipodérmicas de 1ml

¢ Jaulas metalicas

¢ Tubos de ensayo

¢ FEosina y hematoxilina

¢ Laminas y laminillas

3.3 METODOLOGIA
3.3.1 ESTUDIO FITOQUIMICO PRELIMINAR
La deteccion de los metabolitos secundarios, se realizo mediante pruebas fitoqui

. . . 32
micas de caracterizacion. 32

segun los siguientes métodos y procedimientos para
observar presencia de saponinas, flavonoides, taninos, alcaloides y glicosidos, los

que seran expresados: Poca cantidad (+); Regular cantidad (++); Abundante

cantidad (+++).

a) Determinacion de saponinas

Prueba de la espuma A una soluciéon metandlica-acuosa de la muestra, se
somete a una agitacion vigorosa durante 30 segundos. La presencia de la
saponina es indicada por la formacién de una espuma persistente durante 3

minutos.



b) Determinacion de flavonoides

Reactivo de Shinoda

En un tubo de ensayo se coloca 0,5 mL de muestra con 1 limadura de
magnesio pequefia, con un gotero se afiaden 3 gotas de acido clorhidrico
concentrado.

Se observa intenso burbujeo y coloracion naranja, de color intenso luego de 10

minutos.

Reactivo de Cloruro férrico
A 0,5 mL 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.

¢) 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, luego de centrifugar queda en

el fondo un precipitado de color blanco. Este confirma la presencia de taninos.

d) Determinacion de Alcaloides

Reactivo de Dragendorff

A 0,5 mL de muestra agregar unas cuantas gotas de este reactivo a una
solucion acida del alcaloide se observa la aparicion de un precipitado que va
del naranja al rojo.

Reactivo de Mayer.

A 0,5 mL de muestra agregar un exceso de reactivo a una solucion acidulada

del alcaloide se observa la aparicion de un precipitado de blanco a crema.

e) Determinacion de glicosidos
A 0,5 mL de muestra someter a la reaccion de Molish (alfa-naftol + acido

sulfarico), formacion de un anillo violaceo al centro



3.3.2. PREPARACION DEL EXTRACTO ETANOLICO

Las hojas de Annona muricata L. una vez secas fueron sometidas a molienda en

un molino eléctrico se pesaron 600g y se llevo a maceracion alcohdlica al 95%,

siete dias de maceracion, posteriormente se filtr6 y se concentro a 30°C, hasta

obtener un residuo seco a peso constante (extracto etanolico

).(33)

3.3.3. INDUCCION DE LA DIABETES

La induccion de la diabetes se realizo segun Kameswara Rao et al 1999, con

modificacion en la dosis; a las ratas se les administro aloxano monohidratado a

una dosis de 130mg/kg disuelto en agua destilada por via intraperitoneal (i.p.).

Después de 24 horas las ratas mostraron una marcada hiperglicemia y los animales

que presentaron un nivel de glucosa sanguinea >250mg/dL fueron usadas para

este estudio.®”. El extracto etandlico fue resuspendido utilizando polisorbato 80

(Tween 80) al 5% en agua destilada; y, esta solucion que resuspendid al extracto

también fue administrada a las ratas que so6lo recibieron aloxano y normales en

dosis de 5 mL/kg; la administracion fue por via peroral; luego, estas ratas fueron

pesadas y se randomizaron en grupos de 5 animales cada uno de 6 ratas teniendo

en cuenta el siguiente disefo:

Grupos Tratamientos

Grupo 1 ratas diabéticas

Grupo 2 ratas diabéticas tratadas con 200mg/kg del extracto etandlico
Grupo 3 ratas diabéticas tratadas con 400mg/kg del extracto etandlico
Grupo 4 ratas diabéticas tratadas con 600mg/kg del extracto etandlico
Grupo 5 ratas diabéticas tratadas con glibenclamida Smg/kg/peso.




DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA
Los niveles de glucosa fueron determinados usando un glucometro digital
Optium®, se utilizo tiras reactivas Medisense® del Laboratorio Abbott,
siguiendo las instrucciones respectivas. Las muestras de sangre fueron
colectadas del apice de la cola del animal, desechando la primera gota y
recibiendo la siguiente sobre la tira reactiva, los valores obtenidos fueron
expresados en mg/dL. Se obtuvo el porcentaje de efecto hipoglicemiante a través
de la siguiente formula:
Porcentaje de efecto hipoglicémico= (Diabéticas-Tratamiento/Diabéticas) *100

El efecto se califico mayor cuando el valor porcentual obtenido es en cifra positiva
alta

3.3.4. DOSAJE DE INSULINA
El dosaje de insulina se realizo por el método de Sandwich segiin Gonzales y col.
tomando muestras de sangre por puncion cardiaca de las ratas diabéticas, usandose
el equipo Systemes Elecsys 1010/2010. El test de insulina FElecsys utiliza
anticuerpos monoclonales con interaccion especifica a la insulina humana

expresandose los resultados en UI/dL. ®*

3.3.5. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO
Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical, retirandoseles el
pancreas, higado, rifion los que fueron conservados en solucion formol al 10%
para su posterior estudio histopatologico; seguidamente fueron laminadas y
procesadas a fin de ser deshidratadas e impregnadas en parafina; una vez incluidas

en parafina solida fueron cortadas con micrétomo a un grosor de 5 a 6 p para ser

-10-



tefiidas con hematoxilina-eosina a fin de caracterizar las alteraciones
. - (36) . . - )
microscopicas. las observaciones histopatologicas fueron expresadas: normal

(0); Leve congestion (+); Moderada congestion y turbidez (++); Necrosis (+++).

3.3.6. ANALISIS ESTADISTICO
Los datos fueron analizados usando el paquete estadistico SPSS (version 13.0)
para PC. Estos se presentaron como valores medios (X) + error estandar (EE). Las
diferencias significativas de los grupos que recibieron tratamiento se determind
con el andlisis de varianza (ANOVA) y por el test de comparaciones multiples:
LSD de Fisher de la diferencia minima significativa. Un valor de p<0,05 fue

considerado para establecer la significancia estadistica.

-11 -



IV. RESULTADOS

4.1 ESTUDIO TAXONOMICO Y FITOQUIMICO
El estudio taxondmico ha indicado que la planta evaluada corresponde a la
Annona muricata L; segin la determinacion sistematica del sistema de
clasificacion de Cronquist 1988 (Anexo 1).
El extracto etandlico de hojas Annona muricata L. tiene mayor presencia de
alcaloides y menor cantidad de taninos, glicosidos y flavonoides, lo que se

presenta en la tabla 1

4.2 EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE ANNONA MURICATA L.
ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE EN RATAS DIABETICAS
En la figura 1 se muestra el efecto hipoglicémico, después de administrar el
extracto etandlico de hojas de Amnona muricata L. a dosis de 200, 400 y
600mg/kg/dia durante 120 horas a ratas diabéticas; obteniéndose mejores

resultados con 200mg/kg/dia.

4.3 EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE ANNONA MURICATA L. SOBRE
EL NIVEL DE INSULINA
Se observo un aumento de la concentracion sérica de insulina en los animales que
recibieron el extracto etanolico de hojas de Annona muricata L. a la dosis de

200mg/kg comparativamente con los controles y los que recibieron glibenclamida

(tabla 6, figura 13).

-12 -



4.4 EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE ANNONA MURICATA L. SOBRE
EL PANCREAS, HIGADO Y RINON
A nivel de pancreas: en las ratas diabéticas por aloxano se observo necrosis
(figuras 8, 9); en ratas diabéticas mas el extracto etandlico Annona muricata L. se
evidencio islotes pancreaticos normales y en uno con una moderada congestion y
turbidez (figuras 10, 11, 12, 14); las que recibieron insulina y glibenclamida
mostraron islotes pancreaticos con moderada congestion y turbidez.
A nivel de higado: de rata diabética se observo congestion venosa (figura 16); y
en las ratas que recibieron el extracto etandlico de la Annona muricata L. se le
observo un estado normal (figura 17).
A nivel del rifién: la rata diabética mostréo una copa cortical con glomérulos
alterados (figura 18, 19); las que recibieron glibenclamida evidenciaron
glomerulitis y nefritis (figura 20); y en las diabéticas mas la Annona muricata L.

se presencio inflamacion aguda (figura 21).

- 13-



TABLA N° 1

Estudio fitoquimico preliminar del extracto etanolico de hojas de Annona muricata L.

Prueba de caracterizacién Extracto etandlico de hojas de
Annona muricata L.(Guanabana)

Alcaloides +++
Flavonoides ++
Saponinas +

Otros Compuestos fenélicos ++
Taninos ++
Otros Glicésidos ++

(+++) = Abundante cantidad (++) = Regular cantidad (+) = Poca cantidad
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Tabla 2
Efecto Hipoglicémico del Extracto etandlico de la 4.muricata en ratas diabéticas inducidas con aloxano

Concentracion de glucosa sanguinea (mg/dl) £ X

Tratamiento
Oh 24h 48h
Ratas diabéticas (RD) 73.8+3.5 250.8+6.3 370.2 +34.9
RD + Extracto 200mg/kg 91.8+1.5 291.3+8.0 235+27.5
RD+ Extracto 400mg/kg 86.8+2.4 237+11.3 263.2+25.1
RD+ Extracto 600mg/kg 93.5+1.1 257+8.3 312.3+33.2
RD+ Glibenclamida 5mg/kg 106.5+ 0.6 243.6+15.2 386.3+19.2
n=6 p<0.05

Al inicio de la experimentacion las ratas presentaron un nivel de glicemia basal de: 70 -104 mg/dL

Tabla 3
Porcentaje de disminucion del nivel de glicemia al administrar el extracto etanolico de A.muricata en
ratas diabéticas inducidas con aloxano

Tratamiento Oh 24h 48h
RD+Extracto 200mg/kg -24.3% -16.15% 36.52%
RD+Extracto 400mg/kg -17.62% 5.50% 28.90%
RD+Extracto 600mg/kg -26.69% -24.72% 15.64%
RD+Glibenclamida 5Smg/kg -44.30% 2.87% -4.35%

n=6 p<0.05

Valores porcentuales obtenidos a partir de la tabla 2. Los valores negativos indican que la glicemia ha
superado las del grupo control que recibieron sdlo aloxano, cifras que empiezan a tornarse positivas a las 48
horas, tiempo en que empieza el efecto de la planta.
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Tabla 4

Efecto Hipoglicémico del Extracto etandlico de la 4.muricata en ratas diabéticas inducidas con aloxano

Concentracion de glucosa sanguinea (mg/dl) £ X

Tratamiento 72h 96h 120h
Ratas diabéticas (RD) 364.2+13.9 401+10.3 427.5+19.0
RD+Extracto 200mg/kg 266.5+40.2 2258+ 554 169 +35.6
RD+Extracto 400mg/kg 319.7+22.6 390.7+ 15.5 466.7+ 16.1
RD+Extracto 600mg/kg 284.2+44.8 315.8+57.9 405.5+66.3
RD+Glibenclamida 5mg/kg 339.8+ 32.2 347 +38.1 374 +51.9

n=6 <0.05
Tabla 5

Porcentaje de disminucion del nivel de glicemia al administrar el extracto etandlico de 4.muricata en

ratas diabéticas inducidas con aloxano

Concentracion de glucosa sanguinea (mg/dl) £+ X (inhibicién %)

Tratamiento 72h 96h 120h
RD+Extracto 200mg/kg 26.83% 43.69% 60.47%
RD+Extracto 400mg/kg 12.22% 2.57% -9.17%
RD+Extracto 600mg/kg 21.96% 21.25% 5.15%
RD+Glibenclamida 5Smg/kg 6.70% 13.47% 12.51%

n=6 p<0.05

Valores porcentuales obtenidos a partir de la tabla 4
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Tabla 6

Nivel de Insulina en sangre en ratas con induccion de diabetes

Tratamiento

Nivel de Insulina Ul/dL

Ratas diabéticas 20.6+3.7

RD+Extracto 200mg/kg 322424

RD+Glibenclamida 5mg/kg 8.85+4.5
n=6 p<0.05
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Glicemia en ratas machos con induccion de diabetes tipo 2
por aloxano

510,00
480,00
450,00
420,00
390,00
360,00
330,00
300,00
270,00

240,00 =

Promedio (mglkg)

210,00
180,00
150,00
120,00

50,00 —

50,00 —

Ratas RD + extracto RD + extracto RD + extracto RD + glibenclamida
Dishéticas 200 mafka 400 gk 600 mg/hg Smeka

Tratamiento
EoOhoras O 24 horas [J 48 horas B 72horas  [J 96 horas @ 120 horas

Fig.1 Se observa que hasta el quinto dia de tratamiento con el extracto etanolico de hojas de
Annona muricata L (guanabana) existe disminucion de la glicemia ( p<0.05)
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Glicemia a las 24 horas en ratas machos con induccion de diabetes tipo 2

por aloxano

300,00

280,00 =
280,00 —
270,00 —

260,00 =

250,00

240,00 5

Fromedio (mglkg)

220,00 —
220,00 — -

210,00 —|

200,00 I T I - I
Rataz RD + extracto RD + extracto RD + extracta RD + glikenclamida
Diabéticasz 200 makg 400 maf 600 makg Smoiky

Tratamiento

Fig.2. Se observa que a las 24h de tratamiento con el extracto etandlico de hojas de Annona
muricata L (guanabana) no existe una reduccion significativa de la glicemia a excepcion de
las dosis de 400mg/kg.
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Glicemia a las 48 horas en ratas machos con induccién de diabetes tipo 2
por aloxano

400,00+

330,00+

360,00+

340,00 -

320,00+

300,00 -

()
o
=]

280,00+

Promedio (mglkg)

260,00 — gE

240,00+

220,00 | —

200,00 T T T I I
Ratas FD + extracto RD + extracta RO + extracto RD + glibhenclamida
Diskéticas 200 makag 400 may 500 mgikg Smoikg

Tratamiento

Fig.3. Se observa que a las 48h de tratamiento con el extracto etanolico de hojas de Annona
muricata L (guanibana) existe una reduccion significativa del nivel de glicemia con la
dosis de 200mg/kg.
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Promedio (mglkg)

Glicemia a las 72 horas en ratas machos con induccién de diabetes tipo 2

por aloxano
380,00
360,00 —
340,00 =~
320,00 —
64
300,00
320
280,00
260,00
T T T T T
Ratas RD + extracto RO + extracta RD + extracto RD + dlibenclamida
Diakéticas 200 mahd 400 maio 600 makg Smoky

Tratamiento

Fig.4. Se observa que a las 72h persiste la disminucién de la glicemia con la dosis de
200mg/kg de tratamiento con el extracto etandlico de hojas de Annona muricata L
(guanabana) existe una reduccion significativa del nivel de glicemia con la dosis de

200mg/kg
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Promedio (mglky)

Glicemia a las 96 horas en ratas machos con induccién de diabetes tipo 2
por aloxano

450,00 =

420,00 <

390,00 <

360,00 <

330,00 4

300,00 —

[
o

270,00

240,00

228

210,00 4

T T T T T
Ratas RD + extracta RO + extracto RD + extracta  RD + glibenclamida

Diskéticas 200 maka 400 maf 600 mgkg Smoikg
Tratamiento

Fig.5. Se observa que a las 96h se mantiene la disminucion de la glicemia con la dosis de

200mg/kg de tratamiento con el extracto etandlico de hojas de Annona muricata L
(guanabana)
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Glicemia a las 120 horas en ratas machos con induccidén de diabetes tipo 2

por aloxano

500,00 —

400,00 —
=]
=
_
o
£ 300,00
S
2
@
E 428

— (]

S 20000 —
o

100,00 o

169
0,00 | T T T T
Ratas RD + extracto RD + extracto RD + extracta RD + glibenclamida
Diabéticas 200 maha 400 maft 600 mgikg Sk

Tratamiento

Fig.6. A las 120h post-tratamiento la dosis de 200mg/kg del extracto etandlico de hojas
Annona muricata L (guanabana) es eficaz como hipoglicemiante.
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Promedio de insulina (Ul/dL)

Nivel de Insulina en sangre de ratas con induccion de diabetes tipo 2

34,00 —
<0
Suldo 56.21% l:P 0 233:‘
32,00~
30,00 —
Subic 3.1%
28,00 —
26,00 —
32
24,00+
Ba]
22,00+
20,00 —
18,00 I T ,
Rstaz RD + extracto RL + glibenclamida
Diahéticas 200 maka amg kg

Tratamiento

Fig.7. Se observo que al quinto dia de tratamiento con la dosis de 200mg/kg los
niveles de insulina se incrementaron.
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Fig.8. Pancreas de rata diabética: islote pancredtico con area necrética central. Magnificacion 10X.
Lesion +++

Fig.9. Pancreas de rata diabética: islote pancredtico con érea mortificada alrededor del conducto
pancreatico. Magnificacion 250X. Lesion +++

0 = normal; + =1leve congestién; ++ = moderada congestion y turbidez; +++ = necrosis
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Fig.10. Péncreas de rata diabética mas extracto etandlico de Annona muricata L. : islotes pancreaticos en estado
normal. Magnificacién. 10X. Lesién 0

Fig.11. Pancreas de rata diabética més extracto etanélico de Annona muricata L.: islotes pancredticos con inicio
de necrosis. Magnificacion 10X. Lesion ++

0 = normal; + =1leve congestién; ++ = moderada congestion y turbidez; +++ = necrosis
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Fig.12. Péncreas de rata diabética més extracto etanélico de Annona muricata L. : islotes pancreaticos en estado
normal. Magnificacion. 10X. Lesién 0

Fig.13. Pancreas de rata diabética més extracto etanélico de Annona muricata L. mas insulina: islotes
pancredticos areas mortificadas. Magnificacion 400x. Lesion ++

0 = normal; + = leve congestion; ++ = moderada congestion y turbidez; +++ = necrosis
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Fig.14. Pancreas de rata diabética mas extracto etandlico de Annona muricata L. : islotes pancreaticos en estado
normal. Magnificacién. 10X. Lesién 0

Fig.15. Péncreas de ratas diabéticas mas glibenclamida: islote pancreético desordenado planta en aparente
estado normal. Magnificacion 250X. Lesién ++

0 = normal; + =1leve congestién; ++ = moderada congestion y turbidez; +++ = necrosis
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Fig.16.Higado de rata diabética presencia de congestion venosa. Magnificacion 250X. Lesion +

Fig.17. Higado de rata diabética mas extracto etandlico de Annona muricata L: estado normal. Magnificacion
250X. Lesion ++

0 = normal; + =1leve congestién; ++ = moderada congestion y turbidez; +++ = necrosis
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Fig.18.Rifidn de rata diabética con capa cortical con glomérulos alterados. Magnificacién 10X. Lesién +++

Fig.19. Ridn de rata diabética con capa cortical con glomérulos alterados. Magnificacion 10X. Lesion +++

0 = normal; + =1leve congestién; ++ = moderada congestion y turbidez; +++ = necrosis
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Fig.20. Rifién de rata diabética mas glibenclamida con glomerulitis nefritis. Magnificacién 250X. Lesién +++

Fig.21.Rifién de rata diabética mas extracto etandlico Annona muricata L: capa cortical con glomérulos alterados.
Magnificacion 400X. Lesion ++

0 = normal; + =leve congestién; ++ = moderada congestion y turbidez; +++ = necrosis
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V. DISCUSION
En la presente investigacion se ha determinado la actividad hipoglicemiante empleando

el extracto etanolico de Annona muricata L. (Guandbana) en ratas aloxanizadas.

La diabetes experimental fue inducida utilizando el método de Kameswara Rao et al,
1999 utilizando como inductor el aloxano (Tabla 2) el cual produce la toxicidad
selectiva de las células B pancreaticas, y al danarlas disminuye el nivel de insulina e
induciendo un estado de diabetes mellitus insulino-dependiente.®”*® El mecanismo del
dafio pancreatico por el aloxano se justifica debido a su similitud molecular con la

3949 por ello el aloxano debe ser recaptado por la célula, via

estructura de la glucosa;
transportador de glucosa GLUT-2 de baja afinidad en la membrana plasmatica. El
aloxano puede generar “especies reactivas de oxigeno” (ROS) en una reaccion ciclica
redox, produciendo el acido dialirico (AH;). Por lo tanto, se asume que la accion toxica
del aloxano producida en las células B es iniciada por la formacion intracelular de
radicales libres en esta reaccion redox. La auto-oxidacion de acido dialurico (AH»)
genera radicales superoxido (O%) y peroxido de hidrogeno (H,O;) y finalmente radical
hidroxilo (OH). La auto-oxidaciéon de AH, implica la formacién intermedia del radical
aloxano (AH). La reduccion de aloxano a AH; en la célula requiere la presencia de
tioles como el tripéptido de glutation (GSH) y otros tioles intracelulares presentes a

(41,42,43) Por lo

bajas concentraciones, tales como, el monotiol de cisteina y ditioles.
tanto, la habilidad de las células de captar aloxano via el transportador de glucosa
GLUT-2 el cual disminuye el potencial de defensa antioxidativo contra el estrés
oxidativo y la formacion del radical hidroxilo explica la accion toxica selectiva a las

células B y la accion diabetogénica del aloxano.**#>*
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En la presente investigacion se ha demostrado que el aloxano produjo lesion y muerte
de las células B pancreaticas en los animales de experimentacion sin recibir tratamiento,
en tanto que en los tratados con extracto de hojas de guanabana se evidencia proteccion
por parte de la planta (Fig 10, Figl2). Dado a la presencia de compuestos fendlicos
especialmente flavonoides que poseen diferentes actividades biologicas, pero la mas
importante son la actividad antioxidante, efecto protector capilar e¢ inhiben varios
procesos tumorales. Los compuestos fenolicos son conocidos como excelentes
“barredores” de especies reactivas de oxigeno debido a su propiedad de donar
electrones. Su actividad antioxidante depende de la estabilidad de diferentes sistemas,
asi como, también del nimero y la localizacion de grupos hidroxilos. En muchos
estudios in vitro los compuestos fendlicos han demostrado un alto nivel antioxidante
comparado con vitaminas antioxidantes y carotenoides. En particular los flavonoides
que poseen estructura catecol (estructura o-dihydroxil) son notablemente superiores en
donar electrones ya que poseen grupos hidroxilos en posicion proxima y por lo tanto,
ejercen una poderosa actividad de barrer electrones. “**** Lo anterior justifica que el

higado y el rifién no se han visto alterado (Fig 17, Fig 21).

La reduccion del nivel de glicemia evidenciada en la presente investigacion (Tabla 4,
Fig3, Fig4, Fig5 y Fig6) se explicaria por la presencia de compuestos fenolicos y
flavonoides (Tabla 1); al presente existen estudios sobre un tipo de glicésido de flavona
(derivados de flavonoide) 0 quien demostrd actividad hipoglicemiante debido a estaria
ligado a los receptores proliferadores de peroxisomas (PPARs) o antagonistas de
receptores glucagon, inhibidor dipeptidil peptidasa IV y activador de los receptores de

insulina. ©V
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Hay tres subtipos de PPAR, el PPAR-a, PPAR-y, y PPAR-5. El PPAR-a se encuentra
en el higado, misculo esquelético y rifiones, mientras que el PPAR-0 estd ampliamente
expresado. El PPAR-y esta relacionado con la regulacion y maduracion del adipocito,
siendo el sitio de acciéon para los farmacos sensibilizadores a la accion de la insulina
como la troglitazona, pioglitazona y rosiglitazona los que conllevan a la reduccién de la

glicemia (52,53,54,55)

, este blanco molecular podria ser el sitio de accion donde
posiblemente actuarian los flavonoides presentes en el extracto etanolico de las hojas de

la guanabana (tabla 1), porque se ha demostrado actividad hipoglicemiante con

derivados de flavonoides como la quercetina® y la isoorientina®’.

La dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV) es una enzima que degrada a la incretina; la

incretina es una hormona siendo el principal tipo de incretina predominante el GLP- 1

quien estimula la secrecion de insulina, suprime la liberacion de glucagon, enlentece el

vaciamiento gastrico, mejora la sensibilidad a la insulina, y reduce el consumo de
(58,59).

alimentos ; ¥ los flavonoides estarian favoreciendo la presencia del inhibidor

dipeptidil peptidasa IV. 60)

Otros metabolitos secundarios que estarian coadyuvando con el efecto hipoglicemiante
son los alcaloides, quienes inducen la secrecion de insulina solo en concentraciones
altas de glucosa, lo cual disminuye el riesgo de hipoglicemia ©'*%%; lo que ha sido
confirmado mediante estudios in vitro como los ejecutados por Garcia Lopez P. et al.,
2004 quien al aislar los islotes pancreaticos y someterlos al alcaloide tipo quinolizidine

.y . . . .. 64
conllevo a secrecién de insulina, y esta fue medida por radioimmunoensayo. ¥
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Realizando una comparacion del efecto hipoglicemiante dado por otras plantas en ratas
Holtzmann aloxanizadas, se observd que la actividad hipoglicemiante del Geranium
diesianum Knuth (pasuchaca) presentd el efecto maximo a las cuatro horas de la
administracion de extracto acuoso a dosis de 10 g/kg de peso, mientras que con el
Solanum sessiliflorum Dunal el periodo de latencia como hipoglicemiante fue menor
que pasuchaca pero con menor eficacia; y la infusion de Gentianella thyrsoidea a ratas
(Rattus novergicus) diabéticas mostr6 una reduccion de la glicemia a los cinco dias” ;
en tanto, que se ha observado un inicio de efecto a las 48 horas con un 36.52% de
eficacia hipoglicemiante al administrar por via oral 200 mg/kg el extracto etanolico de

las hojas de Annona muricata L (tabla 3).

La presente investigacion sirvido para demostrar que el extracto etanolico de hojas
Annona muricata L. (Guanabana) posee actividad hipoglicemiante en las condiciones
experimentales y podria ser considerada como un producto natural de utilidad como
coadyuvante en los tratamientos de pacientes que presentan intolerancia a la glucosa y

diabetes mellitus.

Por lo anterior, teniendo en cuenta los resultados obtenidos y las limitaciones, se
recomienda realizar estudios de mayor duracion por ser la diabetes mellitus una
patologia cronica, asi como separar los metabolitos secundarios para verificar los
posibles responsables de la actividad farmacologica, profundizar los estudios de
seguridad con la finalidad de proyectar ensayos clinicos controlados, inicialmente en
personas que padecen de intolerancia a la glucosa, para continuar en pacientes con

diabetes mellitus tipo 2.
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1.

VI. CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico preliminar del extracto etandlico de las hojas de Annona
muricata L. ha demostrado presencia de alcaloides, taninos, flavonoides y otros

tipos de glicosido.

Se ha demostrado la eficacia hipoglicemiante al utilizar el extracto etanolico de
hojas de Annona muricata L. (Guanabana) administrado por via oral durante 5 dias

en ratas machos aloxanizados, con dosis de 200mg/kg.

El extracto etanolico de hojas Annona muricata L. (Guanabana) en dosis de 200
mg/kg evidencié mayor incremento de los niveles de insulina al quinto dia de
tratamiento en las ratas con induccion de diabetes tipo 2, comparativamente con la

glibenclamida.

El estudio histopatoldgico del pancreas, higado y rifion ha demostrado una

detencion del dafio inducido por aloxano en las ratas que recibieron el extracto

etanolico de hojas Annona muricata L. (Guanabana).
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