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RESUMEN

La actividad hipoglicemiante - antidiabética de una frac-
cion del extracto cloroférmico de la corteza de Curatella
americana 1.. (“chaparro™) fue evaluada en ratones
normoglicémicosy cn ratas diabéticas poraloxano, enensayos
agudos v de administracion cronica. Junto con los niveles de
glicemia se determing el nivel de insulina (Enzymun-Test®
insulina. técmca ELISA).  Se probd también la actividad
contraradical superoxido (Sistema Xantina/ Xantina Oxidasa),
radical hidroxilo (Sistema H,O/Fe**-EDTA/Ascorbato) y
dcido hipocloroso (Sistema NaOCl / H,SO,).

Se encontré un importante efecto antihiperglicemiante, un
electo protector contrala diabetes aloxdnicay disminucion de
laglicemiacnelestadodiabético. Los extractos mostraron una
marcada actividad contra radical superoxido y menos impor-
tante contra HOCI. La actividad contra radicales hidroxilo y
peroxilo estuvo interlerida por el vehiculo (MeOH). La
actividad antidiabcetica del extracto podria estar mediada por
los supuestos atrapadores de “Especies Oxigeno - Reactivas”.

SUMMARY

The hypoglycenne - antidiabetic activity of one fraction
from the chloroformic extract of the stem bark of Curatella
americana .. was cvaluated by means of acute as well as
chronic administration ol the (raction to normoglycemic mice
and alloxan diabetic rats. 1t was measured glucose and insulin
levels (Enzymun Test” Insulin, ELISA). [t wasalsodetermined
activity against superoxide radical (Xanthine - Xanthine Oxi-
dase System). hvdroxvlradical (H,O/Fe™ - EDTA/Ascorbate
System). hypochlorous acid (I\I_zl(jC]/H:SOJ System) and
perox vl radical (ABAP-Lisozime System).

* Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias,
Departamento de Farmacia, A.A. 14490. Santafé de
Bogota. Colombia.

The results showed anti-hyperglycemic effect, protector
effect against alloxan - induced diabetes and lower of glucose
levels in the diabetic animals. The extracts exhibited a potent
activity against superoxide radical and less important against
HOCI. Theactivity against hydroxyl and peroxyl radicals was
interfered by the vehicle (MetOH). Our present results thus
suggest than antidiabetic activity could be mediated by the
supposed scavenger of “Reactive Oxygen - Species”.

INTRODUCCION

Losradicales libres de oxigeno, mejor denominados como
“Especies de Oxigeno Reactivo (EOR)” sonentidades normal-
mente presentes en los seres vivos donde, si bien cumplen un
papel tisiolégico, el desequilibrio en el balance “produccién
de EOR/destruccion por sistemas antioxidantes™, en favor de
los pro-oxidantes, genera el llamado estrés oxidativo, que se
acumula llevando a diversos estados fisiopatolégicos (1). De
estas especies reacti vas se dice que estdn implicadas en mds de
50 enfermedades humanas (2), entre ellas: aterosclerosis.
cancer, diabetes, envejecimicnto y aquellas que cursan con
procesos inflamatorios (3,4). Un supuesto
“Scavenger”’(barrendero, atrapador de radicales libres) cabe
dentro de la denominacién mds amplia dc antioxidante y su
finalidad es retardar o prevenir significativamente. in vivo, la
oxidacion de substratos como proteinas, lipidos. DNA vy
carbohidratos (2,5).

La participacién de las EOR en la etiopatogenia de la
Diabetes mellitus experimental hasido resumida en lallamada
“Hipdétesis de Okamoto”: tanto el aloxano como la
estreplozotocina, dos agentes diabetdgenos con toxicidad
selectivasobre las células beta-pancredticas, generan peroxido
de hidrégeno y radical hidroxilo que se acumula produciendo
luego fragmentacién del DNA; dafio que no alcanza a ser
reparado por las células beta llevandolas asi a su destruccién
(2,6). También las EOR aparecen implicadas en las complica-
ciones tardias de la Diabetes mellitus (7).

Resulta de gran interés encontrar en un mismo cxtracto
vegelal principios activos antidiabéticos y captadores de radi-
cales libres. Esta maravillosa coincidencia no abunda en la
literatura pero dos ejemplos tipicos sonel Eucalyptus globulus
Labill. (8,9) y la Memerdica charantia L. (10,11).
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Justificacion : Las consideraciones anteriores nos lleva-
ronaplantcar lasiguiente hipotesis de trabajo: sieluso popular
de la Curatella americana L. como antidiabético tiene una
basc racional, y si los principios activos derivados de su
corteza muestran actividad captadora de radicales libres, los
mediadores de la actividad antidiabética podrian ser los su-
puestos capladores de radicales. Ademds, en la actividad
“scavenger” de esla planta estlarfa la base racional para otros
usos medicinales.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal : Lacortezade Curatella americana L.
(Herbario del Instituto de Ciencias Naturales, Universidad
Nacional de Colombia, No. 358308) fue recolectada en julio
de 1.994 cn la Base Militar de Tolemaida (Melgar - Tolima),
auna altitud aproximada de 500 m.s.n.m. y temperatura de 25
°C. EI material sc sometid a secado durante 72 horas a45 °C
en estufa de aire circulante. El polvo seco resultante de la
molicnda fuc sometido a una marcha fitoquimica preliminar
(12). Aproximadamente 4 Kg de polvo seco fueron sometidos
aextraccion por reflujo con éter de petréleo (punto de ebulli-
cion 40 - 60 “C) v el extracto obtenido fue [iltrado en caliente.
En forma similar. ¢l material vegetal “desengrasado” fue
sometido a extraccion con cloroformo y después de retirar la
mayor cantidad posible de ceras se fracciond empleando
cromatografia en columna con gel de silice para columna y
siguiendo un gradiente de elucién con mezclas de n-hexano :
CHCI, : Mc,CO.

Animales de Experimentacion : Los ensayos de activi-
dad hipoglicemiante - antidiabética se realizaron en ratas
hembras de la colonia WISTAR y en ratones hembras de la
colonia OF 1 procedentes del INS, criados y mantenidos en el
Bioterio de Experimentacion del Departamento de Farmacia
de la Universidad Nacional de Colombia, bajo rigurosos
esquemas dc fotoperiodo (12 horas luz - 12 horas oscuridad),
temperatura (21 + 1 °C), humedad, agua y comida ad libitum
y sanitizacion de su micro y macroambiente.

Diabetes Experimental : La diabetes fue inducida me-
diante inyeccion TV (vena lateral de la cola) de aloxano en
dosisde SOmg/Kg (ratas de 6 - 8semanasde edad, peso inicial
100-120¢) v55mg/Kg (rutones de 6 - 8 semanas de edad, peso
inicial 25- 30 ¢). Alas 120 horas de inyectado el aloxano sélo
aquellos animales que tuvieron niveles de glucosa en sangre
mayor de 200 mg/dL. sin ayuno, fueron considerados diabéti-
cos aptos para los ensayos.

Determinacion de Glucosay de Insulina: Losnivelesde
glucosa cn sangre (NGS) sc determinaron por el método
enzimdlico GOD-PAP de Merck (A, Spectronic 20) en
plasma dc mucstras de sangre. extraidas mediante capilares

heparinizados, del seno retro-orbital de los animales. Paraello
las ratas debieron ser anestesiadas con vapores de éter etilico.

Los niveles de insulina se determinaron por el método
Enzymun-Test® Insulina (13) (Boehringer Mannheim.
Griinenthal Colombiana) en suero obtenido de ratas mediante
sangrado de la aorta descendente con un sistema Vacutainer®.
Este sangrado se realizd en el animal anestesiado con uretano
al 12.5% (10mL/Kg). Las absorbancias para la evaluacién dc
insulina se determinaron en un espectrofotémetro UV/VIS
UNICAM UV 2-100. El manejo de la técnica Enzymun-Test
® Insulina se realizd inicialmente en forma automatizada
empleandoel sistemaES33 BoehringerMannheim (Griinenthal
Colombiana) antes de realizar el procedimiento en forma
completamente manual.

Ensayos de Actividad Hipoglicemiante - Antidiabética

La fraccion mds polar, denominada FS, se emple6 para los
ensayos biologicos. Para administracion a los animales se
empled un co-precipitado F5 - PVP fidcil de suspender.

a. Ensayo de Tolerancia a la Glucosa Ralones
normoglicémicossometidosaunayunode |18 horasrecibieron
por viaoral los extractos (50 mg/Kg) una hora antes de recibir
una sobrecargaoral de glucosa (2 g/Kg). Los NGS se determi-
naron a las horas 0, L, 2 y 4 después de la sobrecarga oral de
glucosa (SOG). El ensayo se realizé administrando el extracto
(50 mg/Kg) durante 10 dias antes de la prueba de la tolerancia
ala glucosa. n = 10 animales/grupo.

b. Ensayo de Actividad Antidiabética Ratones
normoglicémicos fueron tratados con el extracto (50 mg/Kg)
durante |0diasantes de inducir ladiabetes aloxdnicacomo fue
descrito. n = 10 animales/grupo.

c. Administracién Crénica en Animales Diabéticos: Se
emplearon ratas diabéticas por aloxano. El extracto se admi-
nistré mediante sonda intragdstrica cada dia durante 30 difas.
Los NGS y de Insulina se determinaron los dfas -5
(aloxanizacion), O (inicio del tratamiento), 30 (final del trata-
miento) y 45 (final del ensayo). Los grupos experimentales
consistieron de 6 animales tratados y 6 controles.

Ensayos de Actividad Captadora de Radicales Libres

Todos los reactivos empleados en estos ensayos Fueron
adquiridos a las firmas SIGMA y MERCK.

En todos los ensayos los extractos disueltos en metanol
se probaron en concentracion final Cf=50;25; 12.5y 6.25
pg/mL.
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Lasabsorbanciasy las cinéticas de las técnicas de radicales
libres fueron determinadas en un espectrofotometro UV/VIS
UNICAM UV 2-100.

a. Generacion de Radical Superoxido (14,15) : Este
radical se generd al incubar el sistema Hipoxantina / Xantina
Oxidasa (XO). y su poder reductor sobre el Azul de
Nitrotetrazolio (NBT) se determiné por la formacion del
diformazdn (croméforo con maximo de absorcion a 560 nm).

Experimento control: Para evaluar una posible inhibicion
de la xantina oxidasa se determind la formacién de dcido trico
a 295 nm, en presencia del supuesto captador.

b. Generacion de Radical Hidroxilo (14,15) : Elradical
hidroxilo se generé por el sistema: H O, / Fe*-EDTA /
Ascorbato. La magnitud de la degradaciéﬁ que este radical
causa a la desoxirribosa, para dar fragmentos que reaccionan
con TBA (Acido Tiobarbittrico), se determind por el método
del TBA: formacion de croméforos con un maximo de
absorcion a 532 nm.

Experimento control: Ensayo en ausencia de ascorbato
para evaluar un posible efecto pro-oxidante de los extractos.

c. Generacion de Acido Hipocloroso (14,15) : Sistema:
NaOCl / H,SO,. El dafio causado por el HOCI sobre la 4 -
antitripsina sc determind a través de la inhibicién que esta
dltima causa sobre la elastasa. La actividad de elastasa sobre
su substrato N-succinil-ala-ala-ala-p-nitroanilida se evalué
midiendo la variacion de absorbancia a 410 nm.

d. Generacion de Radical Peroxilo (14,16) : Sistema
ABAP/Lisozima. Los radicales peroxilo se generaron por la
descomposicion térmica del ABAP [2,2’-azo-bis-(2-
amidinopropano)] y se determind el dafio causado sobre la
lisozima al medir la pérdida de turbidez (AA 490 nm) de una
suspension de Micrococcus lisodeikticus. Experimento con-
trol: Actividad de lisozima cn presencia de los extractos.

Estadistica

Para los ensayos de actividad antidiabética se emple6 un
diseno de bloques completos al azar y los resultados fueron
sometidos a la prucha "t de Student, analisis de varianza por
dos vias y posteriormente test de comparaciones miltiples
(Tukey).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aspectos Fitoquimicos

Enclandlisis fitoquimico preliminar del extracto etanélico
de lacorteza se encontraron taninos, cumarinas y esteroides y/
otriterpenoides. Lapresencia de taninos y triterpenos en esta
planta cstd reportada en la literatura (17).

La CCD de F5 indica que se trata de una mezcla poco
compleja, constituida al parecer por residuos de ceras y por
compuestos con perfil cromatogréafico similara los patrones a-
Sitosterol y Estigmasterol. EnelespectroIR de F5 seobservan
bandas caracteristicas de carbonilo (ceras?) y de hidroxilo
(esteroles?).

Ensayos de Actividad Hipoglicemiante - Antidiabética
Ensayo de Sobrecarga Oral de Glucosa (SOG)

Losresultados aparecen en la Grafica No. 1. En animales
normoglicémicos la administraciéon de una SOG causé un
aumento pronunciadoen los NGS en laprimerahorapostcarga,
para regresar paulatinamente hacia los niveles basales de
glucosa. La administracion de FS5 a ratones durante 10 dias
previosalaSOG atenué lahiperglicemiadrasticade la primera
hora y mantuvo este efecto en forma significativa a las dos
horas. Este resultado puede definirse como un efecto
antihiperglicemiante de F5 y no comohipoglicemiante puesen
ningiin momento el extracto logré bajar los NGS a valores
inferiores a los de glicemia basal. La administracién repetida
de PVP haciendo parte del vehiculo en que se suspendié F5
tuvo efecto idéntico al del grupo “blanco” (aguadestilada)en
la prueba de SOG.

- - -NGS (mg/dL) CONTROL

’_g ——NGS (mg/dL) EXTRACTO
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E
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Figura No. 1: Modificacion de la Tolerancia a la Glucosa por el Extracto
de Curatella americana L.

Ensayo de Actividad Antidiabética

Los resultados expresados en la Grafica No. 2 dejan ver la
importancia de haber protegido alos ratones administrandoles
la fraccién F5 durante 10 dias antes de inducir la diabetes
aloxdnica. En el grupo tratado se presentaron porcentajes de
diabéticos significativamente menores a los del grupo no
protegido. Los animales que resultaron diabéticos en el grupo
tratado con F5 presentaron NGS menores que los diabéticos
del grupo control, resultado que puede interpretarse como un
efectoantidiabético de F5 siendo ademds la diabetes resultante
moderada si se tiene en cuenta los NGS. Otros pardmetros del

un

No. 24 1995



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO-FARMACEUTICAS

biomodelo diabético como son poliuria, polifagia y polidipsia
fueron indistintos en los dos grupos experimentales.
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Figura No. 2 : Efecto del Extracto de Curatella americana L. en la
Induccidon de Diabetes Aloxanica

En un estudio sobre laactividad antihiperglicemiante de la
Centaurea seridis los autores aislaron como principio activo
responsable de dichaactividad el a-sitosterol - 3-2-D-glucdsido
(18). Dentro dc los componentes de la fraccion FS hay
principios activos que dieron prueba positiva para esteroles y
que tuvicron ademads un perfil cromatogréfico similar a a-
Sitosterol y Estigmasterol. La actividad antidiabética encon-
trada en la corteza de Curatella americana L. debe ser
atribuida a la fraccion FS como tal ya que no se aislaron sus
componenices.

Administracion Cronica en Animales Diabéticos

Los NGS y los niveles de insulina se presentan en las
Graficas Nos. 3y 4. El vatamiento de las ratas con F5 durante
30dias permitié un descenso de NGS hasta el rango de valores
normoglicémicos sin que esto represente una reversion de la
diabetes pues la glucosa es solo un aspecto puntual de la
disfuncion multiple que sufre un biomodelo diabético. El
efecto logrado sobre los NGS se mantuvo adn por 15 dias
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Figura No. 3 : Variacién de los NGS por la Administracion Crénica del
Extracto de Curatella americana L. en Animales Diabéticos.

después de suspendido el tratamiento. Con periodos de
observacion mds largos para un grupo satélite podria definirse
el momento al cual, por ausencia de tratamiento, empeorarian
de nuevo los NGS.

Al realizar manualmente el método Enzymun-Test®
Insulina no se logra la misma reproducibilidad de los datos
que cuando se realiza en forma automatizada. Se deben
minimizar al mejor nivel posible los errores en medicion de
voliimenes -manejo de micropipetas- y, al momento de lavar
el exceso de conjugado de anticuerpos esta operacién debe
realizarse dos veces con un intervalo de 5 minutos entre un
lavadoy otro antes de desarrollar el color final. Con un lavado
sencillo las muestras de los animales se afectan mds que los
patrones de insulina dando coloraciones intensas con
absorbancias por fuera de la curva de calibracién, cuando
previamente se conocia que en el sistema automatizado estas
muestras daban valores bajos de insulina.

El kit Enzymun-Test® Insulina se disefié originalmente
para determinar insulina humana pero ha sido aplicado a la
determinacidén de insulinaenratones (19) y en perros (20); en
este ultimo caso también se hareportado una sobreestimacion
del valor real de insulina pero dentro del rango que se supone
normal para dichaespecie animal. Para adecuar una escalade
insulina acorde con los valores esperados en ratas
normoglicémicas fue necesario preparar nuevos patrones
diluyendo los patrones del kit comercial con albimina bovina
al 22%. En el rango de insulina menor que 90 pU/mL se
obtuvo un comportamiento de los datos asimilable a una recta
con la cual se calcularon, por interpolacion, los valores de
insulina de las muestras.

Al dia 30 del tratamiento crénico de las ratas Wistar con
la fraccién F5 se encontraron valores de insulina moderada-
mente bajos, que indican que la diabetes aloxdnica lograda
dejé6 una importante actividad residual de células a-
pancredticas. Estos niveles de insulina fueron similares en los
grupostratado y control, lo cual reflejaria que no hubo mejoria

Insulina (LU/mL)

Extracto -

Extracto

45
Fin Ensayo

30
Fin Tratamiento
Tiempo (dias)

-5
Aloxanizacion

Figura No. 4 : Variacion de los Niveles de Insulina por la Administracion
Cronica del Extracto de Curatella americana L. en Animales Diabéticos.
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en la produccidon de insulina por efecto del extracto. Los
valores no cayeron después de 15 dias de suspendido el
tratamiento.

Ninguno de los animales que hicieron parte del experi-
mento murié durante o al suspender el tratamiento por causa
relacionada con ¢l extracto o su vehiculo. Laobservacion de
los animales sacrilicados no reveld signos macroscopicos de
toxicidad en drganos como higado, rifién, corazén, pulméne
intestinos.

Actividad Anti-radicalaria
El atrapamicnto de radical superéxido generado por el

sistema Hipoxantina / Xantina Oxidasa se expresa como
porcentaje de inhibicion de la reduccion de NBT:

COMPUESTOS INHIBICION NBT (%)
SOD (Superoxido Dismutasa 87.2
Cf:25U/ml)

n-propilgalato(Cf: 100 uM) 85.2

FS(Cf: 50: 25:12.5

y 6.25 pg/mlL) 48.3:47.0; 42.3y 409

La velocidad de formacion de acido drico al reaccionar la
XO con su substrato Hipoxantina, en presencia de F5 en su
concentracion mds alta. fue similar a la de la enzima en
ausencia del extracto.

I*5 produjo inhibiciones en lareduccién de NBT entre 41
- 49 %. que guardan una minima rclacién concentracion -
inhibicion. Esta actividad captadora de radical superéxido
corresponde. en promedio. a un 50 % de la actividad de los
patrones utilizados. FS no produjo ninguna interferencia con
la actividad cnzimitica de XO. mientras que Alopurinol
inhibio lacnzmmaenun 100 %. Asi, la actividad anti-radical
superoxido de F5 e es propia.

Frente al radical hidroxilo tanto FS como ¢l vehiculo y el
patron dicron porcentajes de captacion superiores al 90%.
Esto era de esperarse con ¢l patron DMSO, un inhibidor de
referencia. Bl vehiculo metanol, igual que lo harfan otros
solventes como ¢l ctanol. mostré una alta capacidad de
caplacion del radical hidroxilo: efecto que enmascaré nota-
blemente laactividad de F5 contradicho radical.

La actividad de F5 como captador de HOCI dio los

siguientes resultados:

COMPUESTO CAPTACION (%)
Acido Ascérbico (Cf: 100 uM) 64.4
Fenilbutazona(Cf: 100 uM) 75.0

F5 (Cf: 50,25, 12.5y 6.25ug/mL) 29.5,22.7,159y 129
Vehiculo 3.8

El experimento control demostré que en presencia de F5
ensumayor concentracionlaactividad de 4 -antitripsinasobre
elastasa no se vio afectada significativamente, pero la activi-
dad de elastasa sobre su substrato disminuyé en promedio
9.6%. Sibien la actividad de F5 contra la especie HOCI fue
modesta, parece libre de interferencias y guarda relacion con
la concentracion.

Lainhibiciondelisozimaen presenciade FS fue menor del
10%. 1o que significaque hubo mésdel 90 % de proteccidn por
efecto captador sobre los radicales peroxilo generados por la
descomposicién térmica del ABAP. Este efecto protector
podria deberse en parte a la presencia de los componentes de
F5 pero, indudablemente, la participacién del vehiculo tienc
una gran responsabilidad en este resultado.

Con n-propilgalato se esperaba una proteccion mucho mais
alta. Al parecer, algin tipo de degradacion sufrid este com-
puestoenel medio de reaccion pues sus soluciones desarrolla-
ron un leve color amarillo. Con d-tocoferol, al contrario de lo
esperado, se encontro una alta proteccion de la lisozima. Este
dltimo resultado se debe a la participacién del vehiculo
hidroalcohdlicodel &-tocoferol, yaquelarelativainsolubilidad
de este dltimo en medios acuosos no lo hace un antioxidante
conveniente para atrapar radicales peroxilo hidrosolubles

(16).
Comentario Final

La fraccion F5 del extracto de corteza de Curatella ame-
ricana L. presentd tanto actividad antihiperglicemiante/
antidiabética como captadora de EOR. Estos resultados
constituyen una buena aproximacion a la resolucion de la
hipdtesis que se planted para este trabajo, la cual podria
aclararse en la medida en que se aislen los principios activos
responsables de estas actividades y se investiguen sus meca-
nismos de accion.

CONCLUSIONES

El extracto cloroférmico de la corteza de Curatella ame-
ricana L. posee principios activos que mostraron una marcada
actividad contra radical superéxido y de menor magnitud
contra HOCI. Si bien la actividad captadora de radicales
hidroxilo y peroxilo fue altaéstase debe en gran parte al electo
captador del vehiculo del extracto.
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Estos mismos principios activos mostraron efecto
antihiperglicemiante significativo en animales
normoglicémicos, protegieron parcialmente contraladiabetes
aloxanica y mejoraron los NGS en animales diabéticos sin que
esto sc acompafiara de una mejoria en la produccién de
insulina.
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