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RESUMEN 

Lt ;1ctivid,1d hi¡,ug'liccmiantc - antidiabética de una frac
ción del extracto clorofórmico de la corteza de Curatella

americano L. / .. chaparro··) fue evaluada en ratones 
norrnogl icém icos y c'll ratas diabéticas por aloxano. en ensayos 
agudo,\ de adrnini,tración crónica. Junto con los niveles de 
glicemi,1 SL'. detcrmimí el nivel de insulina (Enzymun-Testº'' 
insulina. técn1c1 EUSA). Se probó también la actividad 
contra radiUtl supcnixido ( Sistema Xantina / Xantina Oxidasa). 
radical hidroxilo 1Sistcma H,O/Fe 1+-EDTA/Ascorbato) y 
ácido hip()cloro.so I Sis1enw NaOCI / H,S0

4
). 

Se cncont r<í un importante efecto antihiperglicemiante, un 
efecto prntcctor con Ira la el iabctes aloxánica y disminución ele 
lag! ice111 i;i en c'I estado diabé1 ico. Los extra ·•.,, ··1ostrar 
marcada actividad contra radical supcróxido y menos impor
tante cont rn l lOCI. La actividad contra radicales hidroxilo y 
peroxil() L'stuvo intcri'cricla por el vehículo (MeOH). La 
activiLLld ;rntidi,th, tic;1 del cxtr;icto podría estar mediada por 
los supuestos al rapadores de ··Especies Oxígeno - Reactivas". 

SlJM1\L\RY 

Thc lt)'Jlll[.rlycc:1111L· - antidiabctic activity or one fraction 
from thc chl1m1l'ormic extrae! or lhe stem hark or Curatella

0111crirn1111 L. was e val uatcd hy means of acule as well as 
chronic administr;11iu11 ol'thc t'rnction to normoglycemic mice 
anda l lo\a11 diabct iL· rats. 1 t w:.s mcasurcd gl ucose and insulin 
leve Is (Enzy111u11 Test'"' lnsul in. ELISA ). It was alsodetermined 
acti vity agai n-;t supcrox idc radical (Xanthine - Xanthine Oxi
dase Systl'lll l. hyd1wn I radical (l 1,0/Fc'+ - EDT A/Ascorhate 
Syste111 l. hy¡,(lclil\1rous acid (N-aÓCI/H,S01 System) and
pcmxyl radical t A BAP-Liso;:irne System ). 
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The results showed anti-hypcrglyecmic effect, protector 
effect against alloxan - incluced diabetes and lower of glucose 
levcls in the diabetic animal s. The extracts exhibited a potent 
activity against superoxidc radical and lcss important against 
HOCI. The activity against hyclroxyl and peroxyl radicals was 
interfered by the vehicle (MetOH). Our present results thus 
suggest than antidiabetic acti vity could he mediated by the 
supposed scavcngcr of "Reactive Oxygen - Species". 

INTRODUCCION 

Los radicales libres de oxígeno. mejor denominados corno 
"Especies de Oxígeno Reactivo (EOR)" son entidades normal
mente presentes en los seres vivos donde, si bien cumplen un 
papel fisiológico. el desequilibrio en el balance ''producción 
ele EOR/destrucción por sistemas antioxidantes'·, en l'avor de 
los pro-oxidantes, genera el llamado estrés oxida ti vo, que se 
acumula llevando a diversos estados fisiopatológicos ( 1 ). De 
estas especies rcacti vas se dice que están implicadas en mús de 
5n onferrneci'"l0

·; humanas (2), entre ellas: aterosclerosis. 
cáncer, diabetes, envejecimiento y aquellas que cursan con 
procesos inflamatorios (3,4). Un supuesto 
"Scavenger"(barrendero, atrapador ele radicales libres) cabe 
dentro ele la denominación 111,1s amplia de antioxidante y su 
finalidad es retardar o prevenir significativamente. in vivo. la 
oxidación de substratos como proteínas, lípidos. DNA y 
carbohidratos (2,5 ). 

La participación ele las EOR en la etiopatogenia de la 
Diabetes mellitus experimental ha sido resumida en la llamada 
"Hipótesis de Okamoto": tanto el aloxano corno la 
estrcptozotocina, dos agentes diabetcígenos con toxicidad 
selectiva sobre las células beta-pancreáticas. generan peróxido 
de hidrógeno y radical hidroxilo que se acumula produciendo 
luego fragmentación del DNA; daño que no alcanza a ser 
reparado por las células beta llevándolas a�í a su destrucción 
(2,6 ). También las EOR aparecen impl icaclas en las complica
ciones tardías de la Diabetes mellitus (7). 

Resulta de gran interés encontrar en un mismo extracto 
vegetal principios activos antidiabéticos y captadores de radi
cales libres. Esta maravillosa coincidencia no abunda en la 
literatura pero dos ejemplos típicos son elEucalyptus globu!us 
Labill. (8,9) y la Momordica chorantia L. ( 10. l l ). 
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.Justificación : Las consideraciones anteriores nos lleva
ron a plantear la siguiente hipótesis de trabajo: si el uso popular 
de la Curu1cllu u111erirnno L. como antidiabético tiene una 
base racional, y si los principios activos derivados de su 
corteza !llucstt an acl i I idad captadora de radicales libres, los 
mediadorc·s de la actividad antidiabética podrían ser los su
puestos captadores de radicales. Además, en la actividad 
'·scavengcr" de esta plan la estaría la base racional para otros 
usos meclicinalc,. 

1\lATERIALES Y METODOS 

Material vegetal : La corteza de Curatella americana L. 
(Herbario del Instituto de Ciencias Naturales, Universidad 
Nacional de Colombia, No. 358308) fue recolectada en julio 
de 1.994 en la Base Militar de Tolemaida (Melgar - Tolima), 
a una altitud aproximada de 500 m.s.n.m. y temperatura de 25 
ºC. El lll,1tnial se so111cticí a secado durante 72 horas a 45 ºC 
en estufa de aire cirrnlantc. El polvo seco resultante de la 
molienda luc ,(1!llctido a una marcha fitoquímica preliminar 
( 12). Aprox i madarncnk 4 Kg de polvo seco fueron sometidos 
a extracción por rcrlujo C()ll éter de petróleo (punto de ebulli
ción 40- 60 C) v el extracto obtenido fue l'iltrado en caliente. 
En J'orma si rn i lar. el material vegetal "desengrasado" fue 
sometido a extracción con cloroformo y después de retirar la 
mayor cantidad posible de ceras se fraccionó empleando 
cromatografía en columna con gel de sílice para columna y 
siguiendo un gradiente ele elución con mezclas de n-hexano: 
CHCI,: Me,CO. 

Animales de Experimentación : Los ensayos de activi
dad hipogliccmiantc - antidiabética se realizaron en ratas 
hembr,b de la colunia \VJSTAR y en ratones hembras de la 
colonia OF 1 11111ceclc11tcs del lNS, criados y mantenidos en el 
Bioterin de l(\pcrimentaci(in del Departamento ele farmacia 
de la Llni\ersidacl Nacional de Colombia, bajo rigurosos 
esquemas de fotopnioclo ( 12 horas luz - 12 horas oscuridad), 
temperatura(.?. 1 ± 1 1C), humedad, agua y comida ad libitum

y saniti1aci('>11 de su micro y macroambiente. 

Diabetes Experimental : La diabetes fue inducida me
diante inyección TV (vena lateral de la cola) de aloxano en 
dosis de 50 mg/Kg (ratas ele 6 - 8 semanas de edad, peso inicial 
100- 120 g) y 55 mg/Kg (ratones de 6- 8 semanas de edad, peso
inicial 25 - 30 g ). A las 120 horas de inyectado el aloxano sólo
aquellos animales que tuvieron niveles de glucosa en sangre
mayor de .?.00 mg/dL sin ,1yuno, lüeron considerados diabéti
cos aptos para los ensayos.

Determinación de Glucosa y de Insulina: Los niveles de 
glucosa en sangre (NGS) se determinaron por el método 
enziimítico GOD-PAP de Merck (A;oonm. Spectronic 20) en 
plasma de muestras de sangre. extraídas mediante capilares 

heparinizados, del seno retro-orbital ele los animales. Para el lo 
las ratas debieron ser anestesiadas con vapores de éter etílico. 

Los niveles de insulina se determinaron por el método 
Enzymun-Test® Insulina ( 13) (Boehringer Mannheirn. 
Grünenthal Colombiana) en suero obtenido de ratas mediante 
sangrado de la aorta descendente con un sistema Vacutainer@ . 
Este sangrado se realizó en el animal anestesiado con metano 
al 12.5 % (!O mL/Kg). Las absorbancias para la evaluación de 
insulina se determinaron en un espectrofotómctro UV /VTS 
UNICAM UV 2-1 OO. El manejo de la técnica Enzymun-Test 
® Insulina se realizó inicialmente en forma automatizada 
empleando el sistemaES33 Boehringer Mannheim (Grünenthal 
Colombiana) antes de realizar el procedimiento en forma 
completamente manual. 

Ensayos de Actividad Hipoglicemiante - Antidiabética 

La fracción más polar, denominada FS. se empleó para los 
ensayos biológicos. Para administración a los animales se 
empleó un co-precipitado rs - PVP iacil de suspender. 

a. Ensayo de Tolerancia a la Glucosa : Ratones
normoglicémicos sometidos a un ayuno ele 18 horas recibieron 
por vía oral los extractos (50 mg/Kg) una hora antes de recibir 
una sobrecarga oral de glucosa (2 g/Kg). Los NGS se detenn i
naron a las horas O, l, 2 y 4 después de la sobrecarga oral ele 
glucosa (SOG). El ensayo se realizó administrando el extracto 
(50 rng/Kg) durante I O días antes de la prueba de la tolerancia 
a la glucosa. n = 1 O animales/grupo. 

h. Ensayo de Actividad Antidiabética Ratones 
normoglicémicos fueron tratados con el extracto (50 rng/Kg) 
durante I O días antes de inducir la diabetes aloxánicacomo fue 
descrito. n = l O animales/grupo. 

c. Administración Crónica en Animales Diabéticos: Se
emplearon ratas diabéticas por aloxano. El extracto se admi
nistró mediante sonda intragústrica cada día durante 30 días. 
Los NGS y de Insulina se determinaron los días -5 
(aloxanización), O (inicio del tratamiento), 30 ( final del trata
miento) y 45 (final del ensayo). Los grupos ex peri mentales 
consistieron de 6 animales tratados y 6 controles. 

Ensayos de Actividad Captadora de Radicales Libres 

Todos los reactivos empleados en estos ensayos l't1eron 
adquiridos a las firmas SIGMA y MERCK. 

En todos los ensayos los extractos disueltos en metano! 
se probaron en concentración final Cf= 50; 25; 12.5 y 6.25 
µg/mL. 
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Las ahsorhancias y las cinéticas de las técnicas de radicales 
lihres fueron determinadas en un espectrofotómetro UVNIS 
UNICAM UV 2- 1 OO. 

a. Generación de Radical Supcróxido ( 14, 15) : Este
radical se generó al i ncuhar el sistema Hipoxantina / Xantina 
Oxidasa (XO). y su poder reductor sobre el Azul de 
Nitrotetrazol io (NBT) se determinó por la formación del 
dilormazán ( crnrrníloro con máximo de ahsorción a 560 nm). 

Experimento control: Para evaluar una posible inhibición 
de la xantina ox id asa se determinó la formación de ácido úrico 
a 295 11111. en presencia del supuesto captador. 

h. Generación de Radical Hidroxilo ( 14, 15) : El radical
hidroxilo se generó por el sistema: H,02 / Fe'+-EDTA / 
Ascorhato. L,1 magnitud de la degradación que este radical 
causa a la desox irn hosa. para dar fragmentos que reaccionan 
con TBA ( Acido Tiobarbitúrico ). se detcnninó por el método 
del TBA: formación de cromóforos con un máximo de 
absorción a 532 11111. 

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

c. Generación de Acido Hipocloroso (14,15): Sistema:
NaOCl / 1-1,SO,. El daño causado por el HOCl sobre la á 1 -

antitripsina- se determinó a través de la inhibición que esta 
última causa sohre la elastasa. La actividad de elastasa sobre 
su suhstralo N-succinil-ala-ala-ala-p-nitroanilida se evaluó 
midiendo la v,1riación de ahsorhancia a 41 O nm. 

d. Generación de Radical Peroxilo ( 14, 16) : Sistema
ABAP/Lisozima. Los radicales peroxilo se generaron por la 
descomposici<Ín térmica del ABAP [2,2'-azo-bis-(2-
arnidinopropano)j y se determinó el daño causado sobre la 
lisozima al medir l,1 r·<·dida de turbidez (AA 490 nm) de una 
suspensión de Micrococcus /isodeikticus. Experimento con
trol: Actividad de lisozima en presencia de los extractos. 

Estadística 
Para los ensayos de actividad antidiabética se empleó un 

disefio ele hloqucs completos al azar y los resultados fueron 
sometidos a la ¡irucha ··t" de Student. análisis de varianza por 
do, vías y posteriormente test de comparaciones múltiples 
(Tukey). 

RESULTADOS Y DISCUSION 
. 

Aspectos Fitoquímicos 
En el anúl is is l'itoquím ico preliminar del extracto etanólico 

de la cortc1.a .-;e encontraron taninos, cumarinas y esteroides y/ 
o tritcrpenoides. l .a presencia de taninos y tri terpenos en esta
planta cstú rcpo1·1,1da en la literatura (17).

La CCD de F5 indica que se trata de una mezcla poco 
compleja, constituída al parecer por residuos de ceras y por 
compuestos con perfil crornatográfico similar a los patrones á
Sitosterol y Estigmasterol. En el espectro IR de F5 se observan 
bandas características de carbonilo (ceras?) y de hidroxilo 
( esteroles?). 

Ensayos de Actividad Hipoglicemiante -Antidiabética 

Ensayo de Sobrecarga Oral de Glucosa (SOG) 

Los resultados aparecen en la Gráfica No. 1. En animales 
normoglicémicos la administración de una SOG causó un 
aumentopronunciadoen los NGS en la primera hora postcarga, 
para regresar paulatinamente hacia los niveles basales de 
glucosa. La administración de F5 a ratones durante 1 O días 
previos a la SOG atenuó la hiperglicemia drástica de 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 como hipoglicemiante pues en 
ningún momento el extracto logró bajar los NGS a valores 
inferiores a los de glicernia basal. La administración repetida 
de PVP haciendo parte del vehículo en que se suspendió F5 
tuvo efecto idéntico al del grupo "blanco" (agua destilada) en 
la prueha de SOG. 
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Figura No. 1: Modificación de la Tolerancia a la Glucosa por el Extracto 

de Curatella americana L. 

Ensayo de Actividad Antidiabética 

Los resultados expresados en la Gráfica No. 2 dejan ver la 
importancia de haber protegido a los ratones administrándoles 
la fracción F5 durante I O días antes ele inducir la diabetes 
aloxánica. 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 presenlaron NGS menores que los diahéticos 
del grupo control, resultado que puede interpretarse corno un 
efecto anti diabético de F5 siendo además la diahctcs resultante 
moderada si se tiene en cuenta los NGS. Otros parámetros del 

��--���������--E1-������������-
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biornodelo 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 

Inducción de Diabetes Aloxánica 

En un estudio sobre la actividad anlihiperglicemiante de la 
Centaureo seridis los autores aislaron como principio activo 
responsable de dicha actividad el a-sitosterol - 3-a-D-glucósido 
( 18 ). Dentro de los componentes de la fracción F5 hay 
principios activos que dieron prueba positiva para esteroles y 
que tuvieron ade1mís un perfi I cromatográfico similar a a
Sitosterol y Estigmas tero l. La actividad antidiabética encon
trada en b corteza de Curatella americana L. debe ser 
atribuida a la rracción F5 como tal ya que no se aislaron sus 
componentes. 

Administración Crónica en Animales Diabéticos 

Los NGS y los niveles de insulina se presentan en las 
Gráficas Nos. 3 y 4. El tratamiento de las ratas con F5 durante 
30 días permitió un descenso deNGS hasta el rango de valores 
normoglicémicos sin que esto represente una reversión de la 
diabetes pues la glucosa es solo un aspecto puntual de la 
disfunción múltiple i:1ue sufre un biomodelo diabético. El 
efecto logrado sobre los NGS se mantuvo aún por 15 días 
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Figura No. 3: Variación de los NGS por la Administración Crónica del 

Extracto de Curatel/a americana L. en Animales Diabéticos. 

después de suspendido el tratamiento. Con periodos de 
observación más largos para un grupo satélite podría definirse 
el momento al cual, por ausencia de tratamiento, empeorarían 
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 medición de 
volúmenes -manejo de micropipctas- y, al momento de lavar 
el exceso de conjugado de anticuerpos esta operación debe 
realizarse dos veces con un intervalo de 5 minutos entre un 
lavado y otro antes de desarrollar el color final. Con un lavado 
sencillo las muestras de los animales se afectan más que los 
patrones de insulina dando coloraciones intensas con 
absorbancias por fuera de la curva de calibración, cuando 
previamente se conocía que en el sistema automatizado estas 
muestras daban valores bajos de insulina. 

El kit Enzymun-Test® Insulina se diseñó originalmente 
para determinar insulina humana pero ha sido aplicado a la 
determinación de insulina en ratones ( 19) y en perros (20); en 
este último caso también se ha reportado una sobreestimación 
del valor real de insulina pero dentro del rango que se supone 
normal para dicha especie animal. Para adecuar una escala de 
insulina acorde con los valores esperados en ratas 
normogl icémicas fue necesario preparar nuevos patrones 
diluyendo los patrones del kit comercial con albúmina bovina 
al 22%. En el rango de insulina menor que 90 µU/mL se 
obtuvo un comportamiento de los datos asimilable a una recta 
con la cual se calcularon, por i ntcrpolación, los valores de 
insulina de las muestras. 

Al día 30 del tratamiento crónico de las ratas Wistar con 
la fracción F5 se encontraron valores de insulina moderada
mente bajos, que indican que la diabetes aloxánica lograda 
dejó una importante actividad residual de células á
pancreáticas. Estos niveles de insulina fueron similares en los 
grupos tratado y control, lo cual reflejaría que no hubo mejoría 

::::; 

§ 
2-
"' 

.!: 

45 

40 

35 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

o 

-5 
Aloxanización 

30 45 
Fin Trataniento Fin Ensayo 

Tiempo (días) 

Figura No. 4: Variación de los Niveles de Insulina por la Administración 

Crónica del Extracto de Curatella americana L. en Animales Diabéticos. 
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en la producción de insulina por efecto del extracto. Los 

valores no cayeron después de 15 días de suspendido el 

tratamiento. 

Ninguno de los animales que hicieron parte del experi

mento murió durante o al suspender el tratamiento por causa 

relacionada con el ex tracto o su vehículo. La observación de 

los animales sacri l"icados no reveló signos macroscópicos de 

toxicidad en órganos como hígado, riñón, corazón, pulmón e 

intestinos. 

Actividad Anti-radicalaria 

El atraparn icnto de radical superóxido generado por el 
sistema Hipoxanlina / Xanlina Oxidasa se expresa como 

porcentaje de inhibición de la reducción de NBT: 

COMPUESTOS 

SOD (Supcrcíxido Dismutasa 
Cf: 25 U/mL) 

n-propilgala10/Cf: 100 pM)

F5 (CJ: 50: :2:'i: 12 .:'i

y 6.25 pg/rn L)

INHIBICJON NBT (%) 

87.2 

85.2 

48.3 : 47.0; 42.3 y 40.9 

La veloc idacl de l"ormación de ácido úrico al reaccionar la 

XO con su suhstralo Hipoxantina. en presencia de F5 en su 
concentración más alta. l"ue similar a la de la enzima en 

ausencia del extrncln. 

F5 produjo inhibiciones en la reducción de NBT entre 41 

- 49 o/t . qu,: guardan una mínima relación concentración -
inhihici<in. Esta actividad captadora de radical superóxido

corresponde. en promedio. a un 50 % de la actividad de los

patrones uti I i 1.ados. F5 no produjo ninguna interferencia con

la actividad cnz11nCitica de XO. mientras que Alopurinol

inhihiú la cnz1rna en un 100 c1 r . Así, la actividad anti-radical

supeníx ido de F5 le es propia.

Frente al radical hidroxilo tanto FS como el vehículo y el 

patrón dieron porcentajes de captación superiores al 90%. 
Esto era de esperarse con el patrón DMSO, un inhibidor de 

referencia. El vehi'culo melanol, igual que lo harían otros 

solvente" como el etanol. mostró una alta capacidad de 

captacÍ(Ín del r:1dic:il hidro\ilo: cl'cclo que enmascaró nota

hicml'.nlc la c1c1i1 icbd de I'.� co111rc1 dicho radical. 

L1 acli1 id:1d Lk F:'i uJ1rn1 captador dl'. HOCl dio los 

siguiente, 1·c'.,ult:1do,: 

COMPUESTO 

Acido Ascórbico (Cf: 100 µM) 

Fenilbutazona(Cf: 100 µM) 

F5 (Cf: 50, 25, 12.5 y 6.25 pg/mL) 

Vehículo 

CAPTACJON (%) 

64.4 

75.0 

29.5, 22.7, 15.9 y 12.9 

3.8 

El experimento control demostró que en presencia de F5 

en su mayor concentración la actividad de á
1
-antitripsinasobre 

elastasa no se vio afectada significativamente, pero la activi
dad de elastasa sobre su substrato disminuyó en promedio 

9.6%. Si bien la actividad de F5 contra la especie HOCl fue 
modesta, parece libre de interferencias y guarda relación con 

la concentración. 

La inhibición de I isozima en presencia de F5 fue menor del 
1 O%, lo que significa que hubo más del 90 % de protección por 

efecto captador sobre los radicales peroxilo generados por la 

descomposición térmica del ABAP. Este efecto protector 

podría deberse en parte a la presencia de los componentes de 

F5 pero, indudablemente, la participación del vehículo tiene 

una gran responsabilidad en este resultado. 

Con n-propilgalato se esperaba una protección mucho más 

alta. Al parecer, algún tipo de degradación sufrió este com

puesto en el medio de reacción pues sus soluciones desarrolla

ron un leve color amarillo. Con á-tocoferol, al contrario de lo 

esperado, se encontró una alta protección de la lisozima. Este 

último resultado se debe a la participación del vehículo 

hidroalcohólico del á-tocoferol. ya que la relativa insolubilidad 

de este último en medios acuosos no lo hace un antioxidante 

conveniente para atrapar radicales peroxilo hidrosolubles 

(16). 

Comentario Final 

La fracción F5 del extracto de corteza de Curatella ame
ricana L. presentó tanto actividad antihiperglicemiante/ 

antidiabética como captadora de EOR. Estos resultados 

constituyen una buena aproximación a la resolución de la 

hipótesis que se planteó para este trabajo, la cual podría 

aclararse en la medida en que se aislen los principios activos 

responsables de estas actividades y se investiguen sus meca

nismos de acción. 

CONCLUSIONES 

El extracto clorol.<Írmico de la corte1.a de Curatella wne

ricana L. posee principios activos que mostraron una marca 

actividad contra radical supl'.róx.ido y de menor magnit 

contra HOCl. Si hien la actividad captadora de radical 
hidroxilo y pcrox ilo fue alta ésta se elche en gran parte al efecto 

captador del vehículo del extracto. 

un 
� � ���--����������lllliJII--����������������������� 

No. 24 ! 995 



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUÍMICO-FARMACl0l/TICAS 

Eslos mismos princ1p1os activos mostraron efecto 

antihipcrglicemiante significalivo en animales 

normogl icémicos, protegieron parcialmente contra la diabetes 

aloxánica y lllcjoraron los NGS en animales diabéticos sin que 

esto se acompafiara de una mejoría en la producción de 

insulina. 
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