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RESUMEN 

Introducción: Geranium ruizii Hieren. (Pasuchaca) es una especie 

utilizada por sus propiedades medicinales como hipoglucemiante. Objetivo: 

Evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto etanólico del Geranium ruizii 

Hieren. Administrada en ratas hiperglicémicas inducidas con aloxano. 

Diseño: Experimental. Institución: Facultad de Farmacia y Bioquímica, 

Universidad Nacional San Luis Gonzaga, lea, Perú. Facultad de Medicina 

Humana, Universidad Nacional- Mayor de San Marcos, Lima, Perú. Material 

biológico: Planta entera de Geranium ruizii, Ratas Holtzman machos de 8 

semanas con 200 ± 20 g. Intervenciones: Se formó seis grupos (n=6): 1) 

Control aloxano (A) 100 mg/kg vía; 2) A + EGR 50 mg/kg; 3) A + EGR 150 

mg/kg; 4) A+ EGR 300 mg/kg; 5) A+ Glibenclamida 5 mg/kg;6) A+ Insulina 

4UI/Kg. Se utilizó la prueba de U-Mann-Whitney y KrusKal Wallis (p<0,05) en 

el programa SPSS. Principales medidas de los resultados: Porcentaje de 

inhibición del radical DPPH (%), MOA (nmoles/mL), Porcentaje de reducción 

de la hiperglicemia. Resultados:- la dosis de 1-50 mg/kg de peso, mostró 

efecto hipoglicemiante y antioxidante in vivo a las 98 h pos inducción de 

aloxano (p< 0,05). Porcentaje de actividad antioxidante in vitre fue de 

23,66% a la concentración de 1,0 ¡Jg/mL. Conclusiones: El extracto 

etanólico de Geranium ruizii (pasuchaca) presentó efecto hipoglicemiante a 

la dosis de 150 mg/Kg en ratas hiperglucémicas inducidas por aloxano. 

Palabras clave: Geranium; hiperglicemia; hipoglucemiante; 

Malondialdehído, aloxano, antioxidante. 
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ABSTRACT 

lntroduction: Geranium ruizii Hieren. (Pasuchaca) is specie used by 

traditional medicine like hypoglycemic. Objective: To evaluate the 

hypoglycemic effect of the extract ethanolic. of Geranium ruizii· Hieran. post 

administration in hyper-glycemic rats induced by alloxan. Design: 

Experimental. lnstitution: Faculty of Pharmacy and Biochemistry, National 

University San Luis Gonzaga, lea, Perú. Human Medica! Faculty, National 

University of San Marcos, Lima; Peru. Biological. materiai:Geranium ruizii, 

Rats Holtzman Male of 8 weeks with 200 ± 20 g . lnterventions: Six groups 

randomized were formed ( n=6); 1 ) Control alloxan ( A ) 100 mg kg; 2 ) A + 

EGR 50 mg kg;3 ) A + EGR 150 mg kg; 4 ) A + EGR 300 mg kg;5 ) A + 

glibenclamida 5· mg. kg; 6 ) A + lnsulin 4UI1Kg, MainOutcome· measures: 

Percentage of inhibition of the radical DPPH (%), MDA (nmoles/ml), 

Percentage of reduction of the hyperglycemia (%). Histopathology study. 

Results: G. ruizii at 150 mg/ Kg showed effect hypoglycemic and antioxidant 

in vivo to 98 h befare induction by alloxan. (p< 0.05). Assay of the DPPH, 

percentage of antioxidant activity in vitre was 23,66 % to 1,0 ¡.Jg/ml. 

Conclusion: The ethanolic extract of Geranium ruizii (pasuchaca) presents 

effect hypoglycemicat 150-mg Kg. in hyperglycemic rats induced by alloxan. 

Key Words: Geranium; H-yperglycemia; H-ypGglycemic· effect; 

malondialdehyde, alloxan, antioxidant. 



l. INTRODUCCIÓN 



SegúR la Organización Mundial de la Salud (OMS), alrededor- de 180 

millones de personas en todo el mundo sufren de diabetes y se 

espera que esta cifra se duplique para el año 2030. En el Perú, se 

estima que el 5,5% de la población está afectada por esta condición; 

teniendo una prevalencia- del 1 al 8%- de- la población en general; 

siendo Piura y Lima los departamentos más afectados. Se menciona 

que en la actualidad la Diabetes afectará a más de un millón de 

peruanos y de los cuales menos de la mitad han sido diagnosticados 

(1, 2, 3) 

La diabetes mellitus es una enfermedad crónica considerada como un 

problema de salud pública; es de etiopatogenia diversa, siendo las 

causas más frecuentes los trastornos metabólicos, fundamentalmente 

la- hiperglicemia crónica, además de estar asociada a- otros factores­

de riesgo, como dislipidemias, obesidad, hiperinsulinismo y aunado a 

estos problemas las complicaciones cardiovasculares y la 

hipertensión arterial (4>. 

La- OMS- identifica principalmente 3 tipos de diabetes: Diabetes de­

tipo 1, Diabetes de tipo 2 y Diabetes gestacional (s)_ 

En la Diabetes Mellitus existe un aumento del estrés oxidativo y una 

disminución de los sistemas de defensa antioxidante, que se han 

complicado en-la- etiopatologia de la enfermedad y- en la aparición de 

complicaciones crónicas (6>. Fundamentalmente es responsable en 

esencia la hiperglicemia crónica que manifiestan los individuos 

afectados por esta enfermedad metabólica, además de la disminución 

~2-~ 



de las-defensas-antioxidantes naturales; que conllevan a-las especies 

reactivas del oxígeno y del nitrógeno a que afecten a diferentes 

tejidos y órganos del organismo del diabético, contribuyendo a la 

aparición de las retinopatías, las nefropatías . y las neuropatías 

diabéticas(?, 8>. 

La medicina alternativa complementaria se está volviendo cada vez 

más popular en muchos países desarrollados y es a menudo el único 

tratamiento accesible· y asequible·disponible<9>.La medicina· natural· a· 

base de extractos de plantas medicinales es utilizada con el propósito 

de solucionar diferentes enfermedades; los metabolitos secundarios 

presentes son re~ponsables de algunas "propiedades curativas" y 

constituyen un gran potencial de reserva inexplorada de inmensa 

utilidad <10>. 

El Geranium ruizii Hieren. "pasuchaca", es una planta medicinal 

perteneciente a la familia Geraniaceae. Estudios farmacológicos de 

algunas especies de Geranium han demostrado tener actividades 

biológicas como: antidiabética, hipotensora, astringente, diurética, 

hepatoprotectora, antioxidante, antiinflamatoria y antiviral <11
• 

12
• 
13>. 

Sin embargo, no hay evidencia de estudios científico realizado a la 

especie sobre su acción antioxidante e hipoglicemiante, razón por la 

cual se-realizó el presente trabajo de investigación. Considerando el 

uso tradicional que se le atribuye,. nos planteamos el siguiente 

problema de investigación: ¿Presenta el extracto etanólico del Geranium 



ruiziiHieron. "pasuchaca" efecto antioxidante e hipoglucemiante en ratas­

Hiperglicémicas Inducidas con Aloxano? 

1.1. OBJETIVOS . 

OBJETIVO GENERAL:. 

Determinar el efecto antioxidante e hipoglucemiante del extracto 

etanólico del Geranium ruizii Hieran. "pasuchaca" administrada en 

ratas hiper.glicémicas inducidas con aloxano. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

1. Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios del 

extracto etanólico de Geranium ruizii Hieran. "pasuchaca" 

mediante el tamizaje fitoquímico preliminar. 

2. Cuantificar los fenoles totales presentes en el extracto etanólico 

de Geranium ruiziiHieron. "pasuchaca". 

3. Evaluar la toxicidad subaguda del extracto etanólico de 

Geranium .ruizii Hieran. "pasuchaca" a dosis repetidas en 

ratones, durante 14 días. 

4. Determinar el efecto hipoglucemiante del extracto etanólico de 

Geranium ruizii Hieron"pasuchaca" en ratas machos raza 

Holtzman hiperglicémicas inducidos con aloxano. 

5. Medir el efecto antioxidante in vitro mediante la técnica de 

captación del radical1, 1 difenil-picril-hidracil (DPPH) y especies 

reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) como marcador 



antioxidante in vivo. 

6. Evaluar el efecto protector sobre el páncreas a través de 

estudios Anatomopatológico después de la administración del 

extracto etanólico de Geranium ruizii Hieran. "pasuchaca" 
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1. ANATOMÍA DEL PÁNCREAS-

El páncreas es una glándula de aspecto lobulado, plana y de 

consistencia blanda. Pesa entre 85 a 1 00 gr, mide entre 14 a 18 cm 

aproximadamente, y tiene un grosor de 2 a 3cm. Su peso está 

constituido por agua en el 71% y por proteínas en el 13%, mientras que­

su composición de grasa es variable y puede oscilar entre 3 y 20%. Se 

encuentra ubicado transversalmente en el retroperitoneo entre el 

duodeno a la derecha y el bazo a la izquierda, a la altura de L 1-L2. El 

páncreas ayuda en la digestión- a- través de- la producción de- enzimas 

que se desplazan hasta la primera parte del intestino para la 

descomposición de carbohidratos, lípidos y proteínas, y es además el 

encargado de mantener los niveles de glucosa en la sangre 

controlados- (14l. 

Se considera una glándula mixta ya que posee funciones exocrinas 

Uugo pancreático de las células acinares) que ingresa en el duodeno y 

funciones endocrinas (glucagón e insulina de los islotes del páncreas)­

que ingresan en la sangre, tienen una acción esencial en la regulación 

del metabolismo (15l. 

El páncreas se divide en cuatro porciones: cabeza, cuello, cuerpo, y 

cola. La cabeza es la porción más expandida, abrazada por la curvatura 

en "e" del duodeno, a la derecha de los vasos mesentéricos superiores, 

se inserta de manera firme en la cara medial de las porciones 

descendente y horizontal del duodeno unido- por tejido conjuntivo. La 



cara posterior de· la· cabeza se· relaciona· con la vena cava· iRferior, 

arterias y venas renales derechas y venas renales izquierdas <16
•
17>. 

El cuello o istmo tiene una longitud aproximada de entre 1 y 2 cm y es 

adyacente al píloro gástrico. Está ubicado por encima de los vasos 

mesentéricos, que forman un surco en su cara posterior. El Cuerpo del 

páncreas discurre hacia el lado izquierdo entre la primera y tercera 

vértebra lumbar adaptándose a la convexidad de la columna. En esta 

zona está en relación de izquierda a derecha con la aorta, el plexo 

solar, pilares izquierdos del diafragma, suprarrenal izquierda, riñón e 

hilio renal. La cola del páncreas está íntimamente relacionada con el 

hilio del bazo y el ángulo cólico izquierdo. La cola es relativamente 

móvil y pasa entre las capas del ligamento esplenorrenal con los vasos 

esplénicos. El conducto pancreático comienza en la cola del páncreas 

y discurre a través del parénquima (sustancia) de la glándula hasta la 

cabeza, done gira hacia abajo y se une con el conducto colédoco <16>.EI 

conducto pancreático se relaciona con el conducto colédoco, con el que 

termina en la ampolla hepatopancreática o ampolla de Vater. Esta se 

abre en el duodeno por la carúncula mayor, donde la terminación del 

conducto pancrático está rodeado por la parte pancreática del esfínter 

de la a ampolla pancreática o esfínter de·Oddi, de-músculo liso<18
•
19>. 

La inervación aferente y eferente del páncreas depende de las ramas 

de los nervios vagos y esplénico. Es escaso el conocimiento disponible 

acerca del trayecto- real de estos- nervios hasta el páncreas .. Las fibras 



nerviosas que· se encuentran en el interior del órgano consisten en 

fibras adrenérgicas posgangliares, fibras colinérgicas preganglionares y 

posganglionares y fibras -sensitivas. Las fibras adrenérgicas se 

distribuyen sobre todo en los vasos sanguíneos y los islótes, lo que 

implica que carezcan de efectos directos sobre la función secretora 

exocrina <18l. 

1.1. ORGANIZACIÓN ESTRUCTURAL 

Estructuralmente, el páncreas es una glándula tú bulo-alveolar, rodeada­

por una cápsula conectiva, que envía tabiques al interior, que separan 

los lobulillos. Esta recorrida en su interior, por el conducto pancreático 

de Wirsung. Un segundo conducto excretor secundario viene 

constituido por el conducto de santorini, que drena parte de la secreción 

de la cabeza del páncreas hacia la carúncula menor del duodeno. En 

las paredes de estos conductos se disponen fibras musculares lisas 

que favorecen el transporte de la secreción y que además se 

concentran en su desembocadura, determinando a la formación de un 

esffnter. Al margen de este aspecto exocrina, en el páncreas se 

encuentra también como ya se ha indicado los islotes pancreáticos, 

formando acúmulos celulares irregulares y ricamente vascularizados 

dispuestos desordenadamente· en relación con los alveolos 

exocrinas (zo)_ 



Figura 01.-Anatomia del Páncreasl151 

. 
! vnr~. 
\ biliM 

\ 

Figura 02.-EI Páncreas y Conductos biliares (Ganong W: fisiología médica). 
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1.2. FUNCIONES DEL PÁNCREAS 

El páncreas es una glándula mixta recubierta por una delgada cápsula 

de tejido conectivo de la que parten en profundidad septos o tabiques 

que contienen los vasos de irrigación; estos tabiques dividen la 

glándula en una serie de lobulillos. El páncreas va a cumplir una doble 

misión produce secreciones exocrinas y endocrinas cuyo componente 

son los acinos serosos y los islotes de Langerhans respectivamente (21 l. 

El páncreas endocrinos se encuentra formado por los islotes de 

Langerhans que predominan en la cola del páncreas; contienen varios 

tipos de células siendo tres las principales: células beta (secretan 

insulina) , las células alfa son de menor volumen y en menor número 

que las células beta se encuentran situadas en la periferia del islote 

encargadas de la secreción del glucagón hormona hiperglucemiante, el 

glucagón aumenta el nivel de glucosa en la sangre, estimulando a los 

hematocitos (o células hepáticas) a. activar la enzima glucógeno 

fosforilasa; esta enzima hidroliza el glucógeno almacenado en el hígado 

en glucosa, que es vertida en el torrente sanguíneo. También ejerce 

efecto en el metabolismo de proteínas y grasas. El glucagón 

pancreático parece ser degradado fundamentalmente en el riñón, ya 

que en la insuficiencia renal existe una importante elevación de sus 

niveles séricos, por último las células delta (secretan somatostatina, la 

somatostatina es un potente inhibidor de la liberación de insulina, sin 

embargo no tiene efecto sobre la biosíntesis de la proinsulina), estas 

hormonas son vertidas directamente al torrente sanguíneo. El páncreas 
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como órgano endocrino, se encarga de la regulación de la glucemia, 

mediante la secreción de insulina y glucagón, función que está regida 

por las leyes del sistema neuroendocrino, bajo la acción directa del 

eje hipotálamo-hipofisario (21 >. 

El páncreas exocrina está a cargo de los acines serosos que se 

encargan de la producción de jugo pancreático, el cual interviene en las 

funciones digestivas. Los acines están constituidos por células 

piramidales de núcleo basal, que vierten gránulos de zimógeno a la luz 

del acines, gránulos que son transportados por las canalículos 

excretores intra e interlobulillares a los túbulos colectores extra 

parenquimatosos de jugo pancreático, que son los conductos de 

Wirsung y de Santorini. Las células de los tubos excretores segregan 

agua y bicarbonato, que se mezcla con los gránulos de zimógeno. Los ... 
gránulos de zimógeno contienen proteínas, amilasa y lipasa, enzimas 

imprescindibles para el proceso de digestión de proteínas, hidratos de 

carbono y grasas, respectivamente (22
• 
23>. 

1.3. INSULINA 

La insulina es un polipéptido que contiene 51 aminoácidos, está 

compuesto por las cadenas A y B unidas entre sí por dos puentes 

disulfídicos, la cadena A tiene 21 aminoácidos y la B 30 aminoácidos y 

se encuentran dispuestas en formas de hélices, lo cual influye en las 

propiedades fisicoquímicas de la hormona. Su importancia viene 
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determinada por el papel determinante de esta hormona en la 

homeostasis de la glucemia y su relación con la diabetes mellitus (24>. 

La insulina se sintetiza a partir de una molécula precursora, la 

preproinsulina, que penetra en el retículo endoplásmico rugoso (RER), 

donde una peptidasa escinde el péptido señal de la misma generando 

la molécula de proinsulina, que sufre un plegamiento que deja 

alineados los puentes disulfuro entre las cadenas A y B de la misma. 

Posteriormente la molécula de proinsulina se transporta al aparato de 

Golgi, donde se empaqueta en gránulos de secreción. Durante la 

maduración de los gránulos de secreción actúan dos endopeptidasas 

(Pe1 y Pe2, enzimas dependientes de calcio que precisan un pH 

acido) y una carboxipeptidasa H que escinden la proinsulina en insulina 

y péptido C. Pe1 y PC2 se sintetizan en las células del islote como 

preproteínas inactivas, las que se activan por proteólisis limitada que se 

inicia en el RER y finaliza en el compartimento de los gránulos 

- inmaduros. En el interior del gránulo la insulina se cristaliza en 

h~xámeros, para lo que necesita zinc y un medio acido. El péptido e y 

los demás compuestos presentes en él no cristalizan, sino que 

determinan un halo característico alrededor de un núcleo compacto que 

es la insulina. La insulina es secretada por las células 13 mediante 

exocitosis en cantidades equimolares con el péptido e, para ello los 

gránulos tienen que ser transportados a través del citoesqueleto de 

microfilamentos y microtúbulos existentes en ella hasta la superficie de 
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la célula ¡3. El proceso de secreción de insulina está regulado mediante 

señales generadas por nutrientes, neurotransmisores y hormonas (17>. 

La insulina actúa a nivel celular, uniéndose a su receptor de membrana 

una multisubunidad transmembrana de tipo glicoproteína que contiene 

actividad de tirosina cinasa estimulada por la insulina. El contenido de 

receptores de insulina es variable, su número aumenta en células de 

respuesta al metabolismo energético: músculo, hígado y tejido adiposo. 

El receptor fue identificado y su ADN clonado en 1985, y su estructura 

proteínica determinada en 1994(25>. 

1.4. ACCIÓN DE LA INSULINA EN EL METABOLISMO DE LA 

GLUCOSA 

Los principales blancos de acción de la Insulina en el metabolismo de la 

glucosa se encuentran en: 

;... HÍGADO 

Uno de los principales efectos a nivel hepático de la Insulina es 

promover la captación de glucosa y el almacenamiento en forma de 

glucógeno. Esto comprende varias etapas simultáneas: 

La insulina inactiva a la fosforilasa hepática, principal enzima que 

degrada glucógeno a glucosa. 

Facilita la entrada de glucosa a los hepatocitos por aumento de la 

actividad de la Glucocinasa. Promueve la síntesis de glucógeno por 
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inducción de la Glucógeno-sintetasa e Inhibición de la Glucosa-6-

fosfatasa(26l. 

Una vez que ha concluido la comida y el nivel de glucosa comienza a 

descender se producen varios acontecimientos. La disminución de 

Insulina, junto con el aumento de Glucagón producen: 

_ Activación de la Fosforilasa hepática 

_ Activación de la Glucosa-6 -fosfatasa 

Inhibición de la Glucógeno Sintetasa 

Por lo .tanto, el hígado capta la glucosa cuando se encuentra en 

grandes cantidades en la sangre por efecto de la Insulina y la 

devuelve cuando las concentraciones son muy bajas. Habitualmente 

el 60% de la glucosa se almacena en este órgano como glucógeno, 

constituyendo el mismo el principal reservorio de este carbohidrato en 

el organismo (25 ·27) 

~ MÚSCULO ESQUELÉTICO 

El músculo en condiciones de reposo no depende de glucosa para 

obtener energía, sino de los ácidos grasos. Sin embargo existen dos 

situaciones en las cuales el músculo utiliza grandes cantidades de 

glucosa. Una de ellas es el ejercicio moderado o intenso, en donde 

las fibras musculares se hacen naturalmente permeables a la glucosa 

incluso en ausencia ~e Insulina, la segunda es a las pocas horas de 

una gran ingesta de hidratos de carbono, donde la concentración de 



Insulina es suficientemente elevada para producir un rápido ingreso 

de glucosa al miocito. Si el músculo no se está ejercitando y este se 

encuentra bajo la acción de la Insulina, ésta produce el 

almacenamiento de glucosa como glucógeno que es especialmente 

útil para períodos cortos de gran consumo de energía. En síntesis 

podemos decir que, los efectos de la Insulina sobre el músculo son la 

captación de glucosa en altas concentraciones y su almacenamiento 

como glucógeno (26>. 

ACCIONES: 

_ Estimula la entrada de glucosa (por translocación de los GLUT 4 

hacia la membrana). 

_ Aumenta la glucólisis por estimulación de la fosfofructokinasa 1 y de 

la piruvatokinasa. 

Estimula la síntesis de glucógeno al estimular la actividad de la GS. 

Favorece la entrada de aminoácidos en la célula y su incorporación 

a las proteínas, estimula la síntesis e inhibe el catabolismo de 

proteínas. 

Estimula la captación y utilización de los cuerpos cetónicos. 

La insulina estimula la bomba Na+/K+ lo que favorece la entrada de 

K+ a las células. 
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~ TEJIDO ADIPOSO 

Estimula la captación (GLUT 4) y utilización de glucosa por el 

adipocito. 

Aumenta la vía de las pentosas que aporta NADPH al estimular a la 

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. 

Favorece la captación de ácidos grasos al estimular a la enzima 

lipoproteinlipasa 1, que degrada los triglicéridos contenidos en las 

lipoproteínas. 

Estimula la síntesis de triglicéridos (al promover la glucólisis y la vía 

de las pentosas) e inhibe los procesos de lipólisis, por lo que se 

favorece la acumulación de éstos en los adipQcitos. 

1.5. RECEPTORES DE INSULINA: 

La acción biológica de la insulina se realiza a través de su interacción 

con receptores específicos. Se componen de 2 unidades alfa, 

responsables del reconocimiento de la de insulina y de 2 unidades 

beta, de ubicación al interior de la membrana, con la función de 

transmitir el mensaje a los efectores intracelulares. Los receptores son 

degradados y resintetizados continuamente. El número de receptores 

está contrarregulado en forma negativa por la concentración de la 

insulina (Down regulation) y su afinidad se reduce por la acción de otras 

hormonas, entre las que destacan las catecolaminas, glucagón, 

hormona de crecimiento, corticoides, estrógenos, progesterona y 

lactógeno placentario. Se ha podido establecer que el bioefecto 



máximo de la insulina se puede mantener aún con una concentración 

del10% de receptores '27>. 

2. GLUCOSA 

Para la mayoría de los animales, incluyendo al hombre, la energía útil 

para la célula es la energía química, la cual se encuentra contenida en 

los nutrientes (carbohidratos y lípidos, principalmente) que se 

consumen. A través de un conjunto procesos enzimáticos bien 

definidos, la célula extrae dicha energía y la hace disponible para que 

se realicen una gran variedad de procesos celulares, entre los que 

destacan los encaminados a la síntesis de (anabolismo) Y degradación 

(catabolismo) de biomoléculas, a la suma de ambos procesos se le . 

identifica como metabolismo. La célula ha diseñado para la glucosa, los 

ácidos grasos y los aminoácidos un proceso metabólico único 

(metabolismo de carbohidratos, de lípidos y de proteínas, 

respectivamente),· acompañado cada uno de ellos de un estricto 

mecanismo de regulación (control metabólico). Los tejidos muscular y 

adiposo captan glucosa mediante la acción de la insulina. Un aumento 

de la glucosa en sangre posterior a la ingesta de alimento (estado 

alimentario) estimula la secreción de insulina. La insulina actúa sobre 

sus células blanco, se une a su receptor y produce una cascada de 

eventos intracelulares que produce la translocación de 

glucotransportadores a la superficie celular captando glucosa 

extracelular, a este proceso se le conoce como captación de glucosa 



estimulada por la insulina. En estado de ayuno los niveles de insulina 

decrecen, se produce aumento de hormonas contrarregulatorias, se 

activa la lipoproteína lipasa hormona-sensible, estimulando la 

obtención de energía a partir de sustratos no glúcidos, especialmente 

se aumenta la hidrólisis de triglicéridos de los adipocitos y se genera 

aumento de los ácidos grasos libres en circulación que son captados 

vía hepática para obtener energía, esto es lo que sucede en 

condiciones fisiológicas (28
· 

29
• 
30>. 

2.1. METABOLISMO DE LA GLUCOSA 

Los carbohidratos son los principales nutrientes productores de ATP 

que ingresan a las vías catabólicas, donde son oxidados hasta bióxido 

de carbono y agua, de hecho, la glucosa es el carbohidrato más 

importante y el más abundante dentro de los mamíferos, siendo así, el 

proveedor principal de energía. La glucosa al ingresar a la célula es 

fosforilada hasta glucosa-6-fosfato, este paso es común para todas las 

rutas metabólicas de la glucosa. En el músculo esta reacción es 

catalizada por la hexocinasa, mientras que a nivel de hígado lo hace la 

glucocinasa. Una de las principales vías catabólicas a las que ingresa 

la glucosa-6- fosfato es la glucólisis, en esta ruta metabólica intervienen 

1 O enzimas para oxidar cada molécula de glucosa, obteniendo al final 

2 moléculas de piruvato y dos moléculas de ATP; pero además se 

producen dos moléculas de dinucleótido .de nicotinamida y adenina 

reducido (NADH), que al ingresar al transporte electrónico producen 6 



moléculas de ATP. Así, el piruvato obtenido como producto final en esta 

ruta metabólica, sufre una descarboxilación oxidativa por acción del 

complejo multienzimático denominado piruvato deshidrogenasa hasta 

acetil coenzima A (acetii-CoA), bióxido de carbono y una molécula de 

NADH por cada molécula de acetii-CoA producida. La acetii-CoA 

puede ingresar a diferentes vías metabólicas, para la producción de 

emergía se combina con el oxalacetato, ingresando así al ciclo del ácido 

cítrico, donde se produce una molécula de ATP por cada molécula de 

acetii-CoA que ingresa al ciclo; pero además, se desprenden 2 

moléculas de NADH y una de dinucleótido de flavina y adenina 

reducido (FADH2), que al ser incorporadas a la fosforilación oxidativa, 

las dos NADH van a producir 6 moléculas de ATP y el FADH2 2 ATP; 

de tal forma que haciendo un balance global, cuando una molécula de 

glucosa es oxidada por glucólisis, ciclo del ácido cítrico y fosforilación 

oxidativa, hasta bióxido de carbono y agua, la energía total obtenida es 

de 38 moléculas de ATP(31 
• 

32
). 

Junto con la glucólisis, la vía de la pentosa fosfato o vía de las pentosas 

es la otra vía metabólica importante para la oxidación de la glucosa, 

ésta ruta metabólica se lleva a cabo en el citosol o citoplasma de todas 

las células del organismo, teniendo una mayor actividad en el hígado, 

tejido adiposo, corteza suprarrenal, tiroides, eritrocitos, testículos y 

glándulas mamarias en lactancia. Las funciones de esta ruta metabólica 

son las de proveer al organismo con la ribosa necesaria para la síntesis 
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de nucleótidos, además de producir fosfato de dinucleótido de 

nicotinamida y adenina reducido (NADPH), que son los equivalentes 

reductores indispensables para la biosíntesis de ácidos grasos y 

esteroides, también se libera gliceraldehído-3-fosfato que al ingresar a 

la glucólisis es oxidado hasta piruvato, sufriendo una descarboxilación 

oxidativa por el complejo enzimático denominado piruvato 

deshidrogenasa hasta acetil Co-A, que puede tomar otras vías 

metabólicas o ingresar al ciclo del ácido cítrico( 33·l. Cuando la cantidad 

de glucosa que ingresa al organismo satura las vías metabólicas 

oxidativas, el excedente de glucosa es fosforilada hasta glucosa-6-

fosfato e ingresa a una ruta biosintética para su almacenaje, 

produciéndose glucógeno como producto final; de hecho, el glucógeno 

representa la forma más importante para el almacén de los 
. 

carbohidratos en los mamíferos, encontrándose principalmente en el 

músculo a una concentración aproximada de 1%, mientras que en 

hígado se considera que alcanza hasta un 6%(34l. 

La vía del ácido urónico es otra ruta alternativa para el metabolismo de 

la glucosa, tiene como finalidad la excreción de metabolitos y 

compuestos químicos extraños (xenobióticos) como los glucurónidos; 

sin embargo, cuantitativamente tiene menor importancia que las vías 

metabólicas anteriores, puesto que la cantidad de glucosa 

metabolizada o requerida por esta vía es menor(26
• 
32l. 
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2.2. TRANSPORTE DE GLUCOSA 

El metabolismo de la glucosa se lleva a cabo a nivel intracelular, de tal 

forma que tanto la glucosa plasmática circulante como la que se 

encuentra en el espacio intersticial, necesita ingresar a las células del 

organismo para que pueda ser metabolizada. En los mamíferos, este 

proceso de internalización de glucosa se logra por difusión facilitada, 

mediada por proteínas transportadoras, las cuales son conocidas como 

transportadores de glucosa (GLUT), éstos se localizan en las 

membranas celulares, presentando 12 dominios transmembrana. Se 

han identificado 7 diferentes transportadores, conocidos por su orden 

de clonación desde GLUT1 hasta GLUT7 (35
·
36l. 

Tabla 01.- Transportadores de Glucosa. 

Ubicación tisular Funciones 

Transportadores bidireccionales facilitadores 

GLUT1 Encéfalo, riñón, colon, placenta, Captación de glucosa 
eritrocito 

GLUT2 Hlgado, células~ pancreáticas, células Censor de la glucosa de las células p; Captación y 
eptteliales del intestino delgado, liñón liberación rápidas de glucosa 

GLUT3 Encéfalo, riñón y placenta Captación de glucosa 
GLUT4 Músculo cardiaco, músculo esquelético, Captación de glucosa estimulada por insulina 

tejido adiposo 
GLUT5 Intestino delgado (yeyuno) y esperma Absorción de glucosa, transporte de fructuosa 
GLUT6 Seudogen Ninguna 
GLUT7 Hlgado Transportador de la glucosa-6-fosfato en el retículo 

endoplásmico. 

Transportadores unidireccionales dependientes de sodio 
SGLT1 Intestino delgado y liñón Captación activa de glucosa desde la luz intestinal y 

reabsorción de glucosa en el túbulo proximal renal 
contra el gradiente de concentración. 

SGLT2 T úbulos renales Absorción de glucosa 

Fuente: Modificado de Mayes (1997) y Ganong (2000). 



En esta tabla se puede apreciar la variación en la distribución y tipo de 

transportador de las membranas celulares en los diferentes tejidos. 

Además de estos 7, se han identificado otros dos transportadores de 

glucosa dependientes de sodio (SLGT), éstos se han denominado como 

SLGT1 y SLGT2, además de ser dependientes de sodio, requieren de 

energía para ejercer su actividad; tanto el SLGT1 como el SLGT2, se 

han localizado en el riñón a nivel de túbulos renales, mientras que el 

SLGT1 ha sido identificado también en el intestino'37>.Todos los 

transportadores de glucosa se localizan en la membrana celular, a 

excepción del GLUT 4, que se encuentra asociado con membranas 

vesiculares específicas dentro de la célula, y solo emigra hacia la 

membrana plasmática en presencia de insulina, siendo el único de los 7 

transportadores que requiere de esta hormona para efectuar la 

internalización de glucosa hacia las células musculares y del tejido 

adiposo'38>. 

A pesar de que la mayoría de los tejidos puede obtener su energía tanto 

de ácidos grasos como de aminoácidos glucogénicos, el cerebro 

representa una importante excepción, ya que ·depende del suministro 

constante de glucosa para la obte~ción de su energía, de hecho, el 

cerebro consume aproximadamente el 65% del total de la glucosa 

circulante'39>. Cuando el aporte de glucosa hacia el cerebro disminuye, 

éste se puede adaptar para suplir la glucosa como fuente energética por 



cuerpos cetónicos provenientes del metabolismo de las grasas, pero se 

activa la posibilidad de llegar a una cetósis y cetoacidosis metabólica(37>. 

En las células musculares y adiposas, la concentración intracelular de 

glucosa libre es mucho más baja en comparación con la extracelular, 

pero en estas células la captación de glucosa depende de la velocidad 

de transporte a través de la membrana plasmática, proceso que se lleva 

a cabo por difusión facilitada mediada por transportadores GLUT 4, que 

necesitan de insulina para internalizar glucosa a los adipocitos y miocitos 

(
40>, aunque el músculo tiene transportadores GLUT1 que no requieren 

de insulina, estos tienen un papel minoritario en comparación con los 

GLUT4 (41 >. 

3. MODELOS EXPERIMENTALES PARA GENERAR DIABETES 

MELLITUS 

Los modelos experimentales que actualmente están siendo utilizados 

en las investigaciones de diabetes en todo el mundo se basan en el 

uso de sustancias químicas. La inducción de diabetes experimental en 

animales de laboratorio usando sustancias químicas es muy 

conveniente y de uso bastante simple. Para este fin, los químicos más 

utilizados en la actualidad son el aloxano y la estreptozotocina (STZ), 

los cuales destruyen la célula 13 pancreática selectivamente (42>. 

El aloxano es un compuesto químico, estructuralmente similar a la 

urea (43 .44
), pose acción necrosaste específica y sobre las células 13 de 

los Islotes de Langerhans. En relación con la acción de este compuesto 

~24~ 



a nivel pancreático se postulan dos teorías, una describe la interacción 

de los metabolitos del Aloxano con el zinc pancreático, responsables de 

la destrucción de las células beta, mientras que otras observaciones 

sustentan la teoría de la formación de radicales de oxígeno que 

desempeñan una función significativa en la acción diabetogénica de 

esta sustancia. El aloxano es un compuesto análogo a la glucosa lo 

cual permite su entrada a las células beta del páncreas a través de los 

receptores GLUT-2provocando la destrucción de las células beta del 

páncreas, impidiendo así la liberación de la insulina en el organismo<45>. 

La respuesta clínica a una dosis diabetogénica de aloxano son 3 tres 

respuestas. La primera se presenta dos O tres horas después y se 

caracteriza por un estado hipoglucémicos asociado con la 

glucogenólisis inducida por adrenalina. La segunda, después de seis a 

doce horas, se distingue por hipoglucemia por liberación de insulina 

preformada en las células 13 Por ultimo, después de 18 a 24 horas, la 

pérdida total de las células 13 con lleva a una hiperglucemia 

permanente <46>. 

La estreptozotocina es una nitrosourea sintetizada por el 

microorganismo Streptomyces achromogenes, se le han atribuido 

propiedades antineoplásicas y antibióticas, y es comúnmente utilizado 

en la inducción de diabetes mellitus debido a su efecto tóxico específico 

de la célula 13 pancreática <42
• 
47.48>. 



Algunas evidencias indican que la toxicidad de la estreptozotocina 

está mediada por el reconocimiento específico de algunos receptores 

sobre la célula beta <
49

). Se cree que provoca un decremento en los 

niveles del dinucleótido de nicotinamida y adenina (NAO), ya que 

puede disminuir tanto su síntesis como incrementar su hidrólisis. La 

nicotinamida protege a los animales contra la citotoxicidad tanto de 

estreptozotocina como de aloxano <50
> . 
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4. SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE 

En un sistema biológico, un antioxidante es capaz de reaccionar con 

radicales libres siendo entonces un terminador de cadena oxidativa. La 

capacidad antioxidante de una sustancia o molécula se define como la 

habilidad para inhibir la degradación oxidativa · (por ejemplo, 

lipoperoxidación). La capacidad antioxidante está determinada a su vez 

por: a) reactividad química del antioxidante asociada a la actividad 

antirradicalaria o estabilizadora de radicales libres; b) capacidad para 

acceder al sitio de reacción y; e) estabilidad de los productos formados 

después del proceso de estabilización de radicales libres '53l. 

Ante un incesante daño que ejercen los radicales libres en los sistemas 

vivos la naturaleza ha brindado diferentes fuentes de protección que 

permiten mediar este daño. 

Estos sistemas, de acuerdo a su origen, pueden clasificarse como 

endógenos y exógenos 0fer figura 05). Los sistemas de defensa 

antioxidante endógeno consisten en una serie de elementos biológicos 

que brindan protección ante la producción continua de radicales libres 

generados por funciones celulares como la respiración y síntesis de ATP 

a nivel mitocondrial; el sistema antioxidante endógeno, a su vez, se 

divide en enzimático y no enzimático. El primero lo constituyen las 

enzimas antioxidantes: Superóxido dismutasa, Catalasa, Glutatión 

peroxidasa, Glutatión reductasa, Glutatión S-transferasa entre las más 

importantes. El segundo lo integran el glutatión, la coenzima Q y el ácido 

tioctico o lipoico. El sistema de defensa antioxidante exógeno se forma 
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por todos los elementos provistos del medio ambiente (alimentos, 

plantas, etc.) que han sido sometidos a estudios científicos y se les ha 

identificado actividad antioxidante. Entre los más estudiados se 

encuentran la vitamina E, vitamina C, 13-carotenos y Polifenoles 

(flavonoides y taninos) <54>. 

-
Endógenos 
Glutatión 

CoenzimaQ 
Ácido tiótico 

~,... .. ,~----~-,.,.....-

Exógenos · 

Licopenos, Cobre, 
,...- Cofador r- Zinc, Hierro y 

Manganeso. 

1-

"-- Enzimas 1-

Vitamina E 
Vitamina e 

f-
Flavonoides 
B-caroteno 

Catalasa 
Superóxidodismutasa 
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Figura 05. Clasificación de los antioxidantes. 

4.1 Flavonoides 

Los flavonoides son compuestos naturales fenólicos que se 

encuentran ampliamente distribuidos en las plantas, como en el té 

negro, el café, la cocoa, la cerveza y el vino rojo; y sólo algunos se 

han detectado en hongos y algas <
55

• 
56

• 
57>. Se les encuentra en forma 



libre también llamados agliconas flavonoides, pero la mayoría de 

veces se les encuentra como glicósidos, como sulfatos y algunas 

veces como dímeros y polímeros. Los glicósidos pueden ser de dos 

clases con los carbohidratos ligados a través de átomos de oxígeno 

es decir como 0-glicósidos; o con los carbohidratos ligados a través 

de enlaces C-C, es decir como C-glicósidos; los 0-glicósidos son los 

hallados comúnmente. Las antocianinas se encuentran como sales en 

flores, frutos con coloraciones que van del color rojo hasta violeta y el 

azul <
58

•
59>. Los flavonoides pueden ser desde simples moléculas 

fenólicas hasta compuestos muy polimerizados con pesos 

moleculares superiores a los 30 000 Da(so). 

Los flavonoides tienen una estructura química definida, son moléculas 

que tienen dos anillos bencénicos unidos a través de una cadena de 

tres átomos de carbono, y cada anillo bencénico tiene 6 átomos de 

carbono, se denominan como compuestos C6-C3-C6 (difenilpropano) 

derivado del ácido shiquímico y de 3 restos de acetato (Figura 06). 

4"; 

5 i 
l 

Figura. 06. Estructura básica de los Flavonoides y sistema de numeración. 



Los flavonoides se han clasificado en varias clases de acuerdo a las 

variantes estructurales que presenta la cadena central C3. Tienen 13 

subclases de flavonoides con un total de 5000 compuestos y están 

agrupados en: Chalconas, flavonas, flavonoles, flavanonas, 

flavanonoles, antocianidinas, catequinas, epicatequinas, auronas, 

isoflavonoides, pterocarpanos, rotenoides, etc <61 >. Los flavonoides 

tienen · propiedades antioxidantes (62) antiinflamatorias, 

antimicrobianas, antialérgicas, antiasmáticas, antitumorales, etc. 

Siendo la de mayor importancia la propiedad antioxidante <63l. 

La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una 

combinación de sus propiedades quelatantes de hierro y 

secuestradoras de radicales libres (RL)<64>.rambién se debe a la 

inhibición de oxidasas, como la lipoxigenasa (LO), la ciclooxigenasa 

(CO), la mieloperoxidasa (MPO), la NADPH oxidasa y la xantina 

oxidasa (XO); así se evita la generación de especies reactivas 

derivados del oxígeno (EROs) in vivo, así como de hidroperóxidos 

orgánicos<65>. 

Los flavonoides inhiben enzimas involucradas indirectamente en los 

procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2 (FLA2), al mismo tiempo 

se estimulan otras enzimas con propiedades antioxidantes como la 

catalasa (CAT) y la superóxido dismutasa (SOD); así los flavonoides 

interfieren en las reacciones de propagación de RL y en la formación 

del radical en sí <66>. 
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Los flavonoides aumentan la disponibilidad de antioxidantes 

endógenos, así como la actividad de enzimas antioxidantes; al mismo 

tiempo que son capaces de inhibir enzimas involucradas en la 

generación de especies reactivas derivadas del oxígeno (EROs)(67
). 

5. DETERMINACIÓN DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE in vitro 

Se han desarrollado un gran número de métodos hasta la actualidad 

para determinar la posible actividad antioxidante de diversos extractos 

o muestras. 

Siendo difícil determinar la capacidad antioxidante de una muestra por 

medio de un solo método, por tal razón es necesario combinar varios. 

Esto se debe a que los antioxidantes tienen diferentes mecanismos 

de acción; pueden suprimir la generación de los primeros radicales 

que inician el daño oxidativo, pueden capturar radicales libres, formar 

complejos, quelar metales, reducir algunos compuestos, activar 

sistemas biológicos antioxidantes. Ya que en un mismo extracto 

puede haber mezclas de antioxidantes con diferentes mecanismos de 

acción, se pueden establecer reacciones sinérgicas siendo necesario 

el análisis de los posibles mecanismos de acción de todos los 

antioxidantes presentes en la muestra (68
•
69

). Se deben considerar 

otros aspectos al . determinar la capacidad antioxidante de los 

extractos vegetales, tales como las propiedades coloidales del 

sustrato, el estado de oxidación, la localización del antioxidante en las 

distintas fases, el tipo de sustrato oxidable, las interacciones con otros 



compuestos, la composición del sistema, la naturaleza heterogénea y 

heterofásica del sistema (70
> . Por las razones ya descritas los autores 

,' 

tienen la necesidad de combinar más de un método para determinar 

la capacidad antioxidante in vitro (BBJ. 

Los ensayos in vitro sobre la capacidad antioxidante de extractos de 

plantas, se deben completar con ensayos in vivo, así como con 

estudios sobre el posible efecto prooxidante de estos compuestos a 

dosis elevadas, ya que en estos compuestos existe un delicado 

equilibrio entre actividad antioxidante y prooxidante(71
• 

72
•
73>. 

Se debe de considerar en la determinación de la capacidad 

antioxidante in vitro, las modificaciones hechas en cada uno de los 

métodos existentes; la comparación entre resultados se debe realizar 

con precaución aún si se ha realizado el mismo método de medida ya 

que puede haber sufrido cambios en la manipulación, en la 

temperatura de la muestra o en el procesamiento, en la metodología 

empleada en la extracción, etc. También se debe tener cuenta que los 

resultados para un mismo método se expresan de múltiples maneras, 

dificultándose su comparación(74>. 

5.1. Método de inhibición frente al radical libre 1, 1-Difenil-2 

picrilhidrazilo (DPPH) 

El método del DPPH se basa en la reducción del radical DPPH" por 

los antioxidantes de la muestra. El radical es estable y tiene una 

coloración púrpura que se pierde progresivamente cuando se añade 
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la muestra conteniendo sustancias antioxidantes. La decoloración del 

radical se determina a una }.. de 515nm hasta alcanzar el equilibrio. 

Entre las ventajas de usar este método, se tiene que el ensayo DPPH 

es un método rápido, sencillo y que no requiere de un equipamiento 

sofisticado. La desventaja que tiene este método es que sólo puede 

disolverse en medio orgánico y en algunos casos la interpretación 

resulta complicada, ya que algunos antioxidantes pueden causar 

interferencias si poseen un espectro de absorción similar al 

DPPH (75, 76)_ 

5.2. Trolox 

Antioxidante utilizado en aplicaciones biológicas o bioquímicas para 

reducir el estrés oxidativo o daño celular. 

El compuesto ácido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromo-2- carboxílico, 

Trolox, es un análogo soluble en agua de la vitamina E (alfa -

tocoferol), que se puede comparar con varios antioxidantes 

comerciales. 

Las reacciones entre el Trolox y varios radicales libres oxidantes 

incluyendo los radicales peroxilo y varios radicales hidroxilo se 

examinaron mediante el uso de la técnica de pulsoradiólisis, 

demostrando que el Trolox puede someterse a reacciones rápidas de 

transferencia de electrones, así como los procesos de transferencia 

de hidrógeno; el radical fenoxilo resultante demuestra ser 
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relativamente estable, en común con el radical fenoxilo derivado de la 

vitamina E. 

. Las reacciones entre el Trolox (radical fenoxilo) y una variedad de 

compuestos reductores biológicamente pertinentes se examinaron 

mediante el uso del pulsoradiólisis. Los resultados evidencian que el 

Trolox (radical fenoxilo) se repara fácilmente por el ascorbato y ciertos 

tioles, pero no por urato, galato de propilo. Las pruebas evidencian 

que el Trolox repara proteínas que se han oxidado por radicales 

libres <77
•
78>. 

6.- MALONDIALDEHÍDO. 

Los radicales libres son muy reactivos, debido al electrón extra, por tal 

motivo tienden a extraer un electrón de otras moléculas con el fin de 

aparear su electrón; estos radicales son fuertemente oxidantes. Estos 

causan daño a diferentes macromoléculas, produciendo daño a la 

membrana celular y lipoproteínas por un proceso de peroxidación 

lipídica, conduciendo a la formación de productos de degradación 

como los aldehídos en los cuales se encuentra el malondialdehído 

(MOA) que es un marcador de la oxidación lipídica <
79>. 

El malondialdehído es un producto natural de la peroxidación lipídica 

y la biosíntesis de prostaglandinas; es mutagénico y cancerígeno, se 

determina en el laboratorio como indicador de estrés oxidativo <80>. 
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una mayor incidencia de enfermedad cardiovascular ateroesclerótica, 

arterial periférica y cerebrovascular<83
•
84>. 

7 .1. TIPOS DE DIABETES MELLITUS 

La OMS reconoce 3 tipos de diabetes: Diabetes de tipo 1, Diabetes de 

tipo 2 y Diabetes gestacional. 

La Diabetes. Mellitus tipo 1 (DM1) es un desorden metabólico 

caracterizado por niveles de glicemia elevados, como consecuencia de 

una alteración en la secreción de insulina <85>. Fisiopatológicamente se 

caracteriza por destrucción de las células [3-pancreáticas, con un déficit 

absoluto de insulina y dependencia permanente a esta hormona. Su 

presentación puede ser a cualquier edad, siendo su mayor incidencia 

en menores de 15 años, con mayor frecuencia en edad preescolar y 

especialmente prepuberal. Su etiología en el 90% es autoinmune, lo 

que se determina por la presencia de anticuerpos anti-islotes (ICA), 

anticuerpos anti-ácido glutámico descarboxilasa (antiGAD) y 

anticuerpos anti-insulina; y un 10% de los casos son idiopáticos<86>. 

La diabetes de tipo 2 es la más común; representa aproximadamente 

entre el 85 y 90% de los casos, y se relaciona con factores de riesgo 

modificables como la obesidad o el sobrepeso, la inactividad física y los 

regímenes alimentarios hipercalóricos y de bajo valor nutritivo <87>. 

Se ha demostrado que en la presentación de la DMT2 hay 2 factores 

involucrados: a) Una disfunción de las células beta con falta de 

respuesta secretoria al estímulo de la glucosa sanguínea, y b) Una 
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resistencia periférica a los efectos biológicos de la insulina, tanto por 

disminución del número de los receptores insulínico de la membrana 

celular, como de los receptores postmembrana, todo lo cual conduce a 

una excesiva producción de glucosa por el hígado y dificultades en la 

captación de ésta por el músculo y por los adipocitos. En otras palabras 

la resistencia insulínica puede ocurrir a cualquier nivel de la acción 

biológica de la insulina, desde su unión inicial a los receptores de la 

superficie celular, hasta su participación en la cascada de fosforilación 

de la glucosa. Se ha constatado también el aumento en la secreción de 

glucagón (88• 89l. 

Algunos autores plantean que el defecto primario radica en la 

célula beta, con qeterioro en la secreción de insulina. Por otra 

parte se ha identificado la causa primaria con la insulina-resistencia 

como demostración se esgrime el hecho de que la obesidad 

produce insulina-resistencia y que la disminución del peso corporal 

reduce marcadamente la posibilidad de desarrollar una diabetes 

mellitus (90
· 

91 l. 

7 .2. DIABETES MELLITUS Y El ESTRÉS OXIDATIVO 

El estrés oxidativo (EOx) es un proceso caracterizado por un 

desequilibrio bioquímico entre la producción de radicales libres (RL) o 

especies reactivas con respecto a los antioxidantes a favor de los 

primeros con implicaciones en la homeostasis del organismo por daño 

a nivel celular, tisular y sistémico. El EOx ha sido asociado con el 



mecanismo fisiopatológico de más de 1 00 enfermedades crónico­

degenerativas, entre las que se pueden destacar a la ateroesclerosis, el 

cáncer, la artritis reumatoide, enfermedad de Alzhéimer y la Diabetes 

Mellitus (92
· 

93>. 

Es característico en la diabetes el desarrollo de complicaciones 

crónicas microvasculares y macrovasculares, donde está involucrada la 

generación de especies reactivas derivadas del oxígeno (EROs), que 

causarían el daño oxidativo de las células del organismo y se ha 

comunicado que la hiperglicemia crónica es el principal factor etiológico 

de las complicaciones diabéticas. Sin embargo, los mecanismos 

bioquímicos involucrados en el proceso fisiopatológico no son del todo 

claros (94>. 

El aumento de los radicales libres empeora la acción de la insulina a 

nivel periférico, contribuye a la disfunción de la célula beta 

pancreática (95
> y está implicado en el desarrollo de las 

complicaciones crónicas (96
• 

97>. 

Los radicales libres se definen como átomos o moléculas que en su 

último orbital presentan un electrón no apareado, por lo cual son 

especies altamente inestables y reactivas que precisan de obtener el 

átomo que le falta de las moléculas vecinas, y dependiendo de dónde y 

cuánto se generen pueden estabilizarse tomando el electrón que 

requieren de las biomolécula próximas a él, si esto sucede, se puede 

afectar la fisiología de las células al oxidar a los lípidos de membrana, a 



los carbohidratos, a las proteínas e incluso al ADN, lo cual sería uno de 

los mecanismos de daño del EOx '98
•
99l. 

Existen evidencias que muestran que el equilibrio entre oxidantes y 

antioxidantes se ve alterado en los sujetos diabéticos '100l.EI EOx 

presente en los sujetos diabéticos se asocia con la hiperglucemia 

crónica que caracteriza a esta enfermedad, ya que ante un exceso de 

glucosa circulante se activan varias vías metabólicas no muy usuales 

en el organismo, lo que conduce a la generación de otros metabolitos 

entre los cuales se encuentran los radicales libres del oxígeno '101
). 

Los lípidos, son los más susceptibles al daño por los RL, 

específicamente los poli-insaturados que son fácilmente oxidables. El 

proceso de oxidación de los lípidos es llamado peroxidación lipídica y 

los productos de estas reacciones se denominan lipoperóxidos (LPO). 

En este sentido, las membranas son ricas en ácidos grasos poli­

insaturados, de ahí que este proceso dañe directamente la estructura 

de la membrana celular e indirectamente a otros componentes 

celulares por la producción de aldehídos reactivos '102
• 

103l. 

Se han descrito varias rutas metabólicas vinculadas con el EOx e 

implicadas en las complicaciones de la DM2, entre ellas encontramos la 

ruta del sorbitol (o de la aldosa-reductasa), la de la glucosilación no 

enzimática de proteínas, la autooxidación de la glucosa, la modificación 

de la actividad de la protein-cinasa e, la pseudohipoxia, el 

metabolismo alterado de lipoproteínas y la alteración vía citosinas. 



De entre todas las mencionadas, las vías de la autooxidación de la 

glucosa, la del sorbitol y la glucosilación no enzimática de proteínas 

han sido las más estudiadas <104
• 

105
• 

106>. 

Hiperglucemia crónica 

Autonxidación ~ So~itol ~ Glucosilacl6n no 
de la glucosa ..o. enzimática de proteínas 
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Figura 07.-Vías metabólicas activadas por la hiperglucemia crónica vinculadas 

con el desarrollo de estrés oxidativo en sujetos diabéticos Modificado de: 

Gugliucci, 2000)11061 

7 .3. FARMACOTERAPIA EN LA DIABETES MELLITUS 

En la diabetes mellitus tipo 1 el tratamiento efectivo es sólo con la 

administración de insulina <
107

). Consiste en realizar el reemplazo 

insulínico imitando en forma dinámica la secreción pancreática por lo 

que tendremos que utilizar dosis basales y pre-prandriales, aplicando 

diferentes esquemas terapéuticos adaptadas a las necesidades de 

cada individuo <
108). 



La farmacoterapia de la diabetes tipo 1 busca lograr un control 

metabólico óptimo para prevenir o retrasar las complicaciones crónicas 

y mejorar la calidad de vida. El año 1993 se publicó el estudio 

DCCT <
109l, que demostró que el tratamiento intensificado con múltiples 

dosis mejora el control glicémico y disminuye las complicaciones 

microvasculares. El seguimiento de esta misma cohorte demostró una 

reducción también de las complicaciones macrovasculares <110l. 

En la diabetes mellitus tipo 2 se emplean medidas no farmacológicas y 

farmacológicas. Las medidas no farmacológicas están orientadas al 

manejo nutricional y a la actividad física <111 l. 

En las medidas farmacológicas se emplean hipoglucemiantes orales 

detalladas en la tabla 01, los hipoglucemiantes 'orales pueden 

emplearse sólo o combinados entre estos y en algunos casos con 

insulina. El objetivo fundamental del tratamiento de DM2 es prevenir el 

desarrollo de las complicaciones crónicas microvasculares y 

macrovasculares, causantes de su elevada morbimortalidad, 

optimizando el control metabólico. En las medidas farmacológicas se 

emplean hipoglucemiantes orales los hipoglucemiantes orales pueden 

emplearse sólo o combinados entre estos y en algunos casos con 

insulina <
81 l. 
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Tabla 02- Características de los Antidiabéticos orales disponibles en 
Latinoamérica( Guía ALAD 2011 ,2013) 

CLASE 

Metformina 

(biguanidas) 

Sulfonilureas 

MECANISMO 

ACCIÓN/ 

EFEGIVIDAD 

Tiene su 
efecto a 
hepático 
inhibe 

mayor 
nivel 

donde 
la 

EFEGOS 

SECUNDARIOS 

Con frecuencia 
produce 
intolerancia 
gastrointestinal, 

gluconeogénesis especialmente si 
y por lo tanto la no se tiene 
producción cuidado en 
hepática de dosificarla 
glucosa durante gradualmente. 
el ayuno, aunque Sin embargo, la 
también tiene un intolerancia 
importante efecto puede 
sensibilizador de presentarse 
la insulina a nivel meses o años 
periférico y las después. 
personas que la 
toman ganan 
menos peso que 
con otros ADOs. 

Tienen su 
principal efecto 
como 
secretagogos de 
insulina, aunque 
algunas de última 
generación como 
la glimepirida y la 
gliclazida tiene 
efectos 
adicionales 
favorables sobre 
el sistema 
cardiovascular, la 
función endotelial 
y la célula beta. 

Su principal 
efecto secundario 
es la 
hipoglucemia que 
es menos 
frecuente con las 
de última 
generación y en 
particular con las 
de acción 
prolongada que 
se administran 
una vez al dia. 
Muy rara vez se 
pueden presentar 
reacciones 
cutáneas, 
hematológicas o 
hepáticas. 

CONTRAINDICACIONES 

Está contraindicada 
en presencia de 
insuficiencia renal o 
hepática y en 
alcoholismo, porque 
se puede producir 
acidosis táctica. 

Algunas, como la 
glibenclamida están 
contraindicadas en 
falla renal porque 
sus metabolitos 
hepáticos conservan 
acción 
hipoglucemiante. 



Meglitinidas 

Tiazolidinedionas 

Tiene su principal Su principal 
efecto efecto secundario 
secretagogos de es la 
insulina hipoglucemia 

Tiene su principal 
efecto como 
sensibilizadoras 
de la insulina, 
aunque cada vez 
se encuentran 
más efectos 
antinflamatorios 
/antiaterogenicos 
derivados de su 
acción sobre las 
citoquinas 
producidas por el 
tejido adiposo. El 
efecto sobre los 
lípidos es variable 
dependiendo del 
tipo de glitazona 

aunque se 
presenta menos 
que con las 
sulfonilureas, por 
tener una acción 
más corta. Rara 
vez se pueden 
presentar 
reacciones 
gastrointestinales 

Su principal 
efecto secundario 
es el edema 
(especialmente 
en combinación 
con insulina) y la 
ganancia 
modesta de peso 

lnhibidores de Su principal 
alfa-glucosidasas efecto es la 

inhibición parcial 
de la absorción 
de disacáridos, 
por Jo cual 
retardan la 

su 
principal efecto 
secundario es la 
flatulencia, 
especialmente si 

tiene absorción post- no se 
prandial de cuidado en 

carbohidratos dosificarla 
gradualmente 
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Por su metabolismo 
hepático, se deben 
evitar en falla severa 
de este órgano. 
Además la 
nateglinida se debe 
evitar en falla renal 
severa 

Están 
contraindicadas en 
pacientes con 
insuficiencia cardiaca 
severa (grados 111 y 
IV de la clasificación 
de N)'). 

Bloquea la absorción 
de disacáridos como 
el azúcar, por lo cual 
en el caso de 
hipoglucemia se 
debe ingerir solo 
glucosa 



\(I., MA TEIUALES '/ 
!'7 

METO DOS 
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1. MATERIALES 

1.1 Material biológico: 

- Planta entera de Geranium ruizii Hieran "pasuchaca". 

- Para el ensayo experimental de Diabetes Mellitus tipo 1 se utilizaron 

30 ratas machos albinas raza Holtzman de 250 ± 5 g de peso 

corporal; provenientes del Bioterio del Instituto Nacional de Salud. 

Siendo colocadas en jaulas con una temperatura ambiental controlada 

que osciló entre 20 y 23 °C, fueron adaptadas 48 horas antes de 

realizar el experimento, sus alimentos fueron obtenidos del Bioterio 

del Instituto Nacional de Salud y agua ad libitum. 

Para la determinación de la dosis letal 50 (DL50) se utilizaron 06 

ratones albinos machos cepa Balb.:.c de 25 ± 5 g de peso corporal 

obtenidos del Bioterio del Instituto Nacional de Salud. 

1.2 Material Farmacológico: 

Extracto etanólico seco de Geranium ruizii Hieran "pasuchaca". 

_ 01 Frasco de Aloxano monohidrato (C4H2N204 · H20) 

01 Frasco de Tiopental sódico (Richmond, División Veterinaria S.A.). 

_ 01 Frasco de Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-

carboxylic acid). 

1.3 Material en General: 

_ Material de vidrio 

_ Pipetas volumétricas AS de 1, 3, 5 ,10 ml. 

_ Pipetas graduadas de 1, 3, 5, 1 O ml 
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_ Matraz volumétrico de 1 O, 25, 50, 1-00 ml 

_ Matraz de Erlenmeyer 100,250, 1000 ml 

_ Micro pipetas calibradas de 1 O, 100, 1000 ul 

_ Tubos de ensayo de 20 ml 

_ Fiola de 100 ml 

_ Gradillas 

_ Frascos de vidrio color ámbar 

_ Sonda de administración orogástrica 

_ Jeringas 

1.4 Sales químicas y reactivos: 

_ Reactivo de Liebermann-Burchard 

_ Cloruro férrico (Merck®) 

_ Reactivo de Shinoda 

_ Hidróxido de sodio (Merck®) 

_ Ácido clorhídrico (Merck®) 

_ Hidróxido de amonio (Merck®) 

_ Reactivo de Dragendorff 

_ Reactivo de Mayer 

_ Colorante hematoxicilina 1 eosina. 

_ Metano! (Fisher®) 

Etanol (Fisher®) 

_ Cloroformo (Merck®) 

Silicagel G60 (Merck®) 

_ 1, 1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) (Sigma®) 
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_ Ácido tiobarbitúrico (ATB) (Sigma ®) 

_ Tricloruro Férrico ( JT Baker ®) 

_ Formol40% (Diquimsa®) 

1.5 Equipos 

_ Rotaevaporador (Büchi ®) 

_ Estufa (Memmert®) 

_ Horno de aire circulante (Binder ®) 

_ Centrífuga (internacional Equipment Co®) 

_ Balanzas analíticas sensibles a 1 g (Hanna®); 0.1 y 0.00001 g 

(Bennet®) 

_ Espectrofotómetro UV-VIS (Labo Med®) 

_ Microscopio óptico (Nikon®) 

_ Equipo de disección 

_ Glucómetro Accu-Chek Active (Laboratorios Rache) 

_ Tiras reactivas Accu-Chek Active (Laboratorios Rache) 

2. METODOLOGÍA ANALITÍCA 

2.1 Estudio fitoquímico. 

2.1.1. Recolección, selección, secado y conservación de la muestra 

La planta entera de Geranium ruizii Hieren "pasuchaca" fue 

recolectada en el poblado de Huaraz, departamento Ancash, a 3500 

m.s.n.m. en el mes de Noviembre del2013. 

Posteriormente la planta entera, fue secada bajo sombra y 

estabilizadas a una temperatura no mayor de 40 °C, posteriormente 

se molió en un molino de cuchillas en el laboratorio de Bioquímica de 
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la Facultad de Farmacia de la Universidad Nacional "San Luis 

Gonzaga de lea". 

2.1.2. Clasificación Taxonómica de la especie vegetal. 

La muestra vegetal fue determinada botánicamente en el Museo de 

Historia Natural, de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, 

Lima- Perú 

2.1.3. Obtención del extracto etanólico Geranium ruizii Hieron 

"pasuchaca". 

El extracto etanólico se obtuvo por el método de maceración, el cual 

consistió en extraer los metabolitos de la planta entera de la 

especie en estudio hasta agotamiento, empleando como solvente 

etanol al 96 %, una vez que obtuvimos el extracto, se procedió a 

evaporar el solvente hasta sequedad completa del extracto con ayuda 

de una estufa con aire circulante y temperatura controlada menor a 

40°C. Se realizó en la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 

Universidad Nacionai"San Luis Gonzaga de lea". 

2.1.4 Tamizaje Fitoquímico del extracto etanólico (Lock de Ugazll112l. 

El análisis fitoquímico cualitativo se realizó mediante pruebas 

fisicoquímicas de caracterización según Lock de Ugaz, mediante 

cambios de coloración o formación de precipitados. La marcha 

Fitoquímica se realizó en el Laboratorio de Química Orgánica de la 

Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad Nacional Mayor 

de San Marcos, Lima- Perú. 



Se procedió a realizar las reacciones de identificación o coloración para 

cada tipo de metabolito secundario presente, con los reactivos 

específicos; los cuales se expresaran como presencia o ausencia del 

metabolito: Para ello se utilizó 5 mg de extracto problema con 5 gotas 

de reactivo. 

1. Determinación de Saponinas: 

Prueba de la espuma: 

A una solución acuosa de la muestra, se le sometió agitación vigorosa 

durante 30 segundos. La formación de espuma confirmará la 

presencia de saponinas. 

2. Determinación de Flavonoides 

Reacción de Shinoda: 

A una solución etanólica de la muestra se le añadió granillos de 

magnesio y 3 gotas de ácido clorhídrico concentrado. Si se observó un 

intenso burbujeo y una coloración naranja o rojo, luego de 1 O minutos 

indicara presencia de flavonoides. 

3. Determinación de Compuestos Fenólicos 

Reacción con Cloruro Férrico (FeCI3): 

A una solución etanólica de la muestra se le añadió 5 gotas del reactivo 

cloruro férrico (FeCI3), instantáneamente la solución deberá tomar un 

color verde oscuro, azul o violeta, lo que indicará la presencia de 

compuestos fenólicos. 



4. Determinación de Taninos 

Reacción de la Gelatina: 

A una solución acuosa de la muestra se le añadió 5 gotas de solución 

de gelatina (1 %) que contiene además NaCI (10 %). Si se observa una 

sustancia en forma de nube en la solución y luego queda en el fondo un 

precipitado color blanco, confirmaría la presencia de taninos. 

5. Determinación de Alcaloides 

Reacción de Dragendorff: 

A una solución etanólica de la muestra se añadió 5 gotas del reactivo 

de Dragendorff (yoduro de bismuto y potasio), si se observó la aparición 

de un precipitado que fue del color naranja al rojo confirmaría la 

presencia de alcaloiqes. 

Reacción de Mayer: 

A una solución etanólica de la muestra un exceso del reactivo se 

añadió 5 gotas del reactivo (yoduro de mercurio y potasio), si se observó 

la aparición de un precipitado blanco, confirmara la presencia de 

alcaloides. 

Reacción de Hager: 

A una solución etanólica de la muestra se le añadió 5 gotas del 

reactivode Hager (solución de ácido pícrico), si se observó la formación 

de un precipitado amarillo, confirmará la presencia de alcaloides. 
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6. Determinación de Quinonas 

Reacción de Borntrager: 

A una solución etanólicase le adicionó gotas del reactivo de Borntrager 

(solución de KOH al 5 %). La aparición de una coloración rojiza indica la 

presencia de este metabolito. 

7. Determinación de triterpeno y/o esteroides 

Reacción de Lieberman-Burchard: 

A una solución etanólica de la muestra se le adiciono el reactivo de 

Lieberman-Burchard (1 ml de anhídrido acético, 1 ml de cloroformo o 

diclorometano y se añade una gota de ácido sulfúnco concentrado.) 

Se observó la formación de colores azul, verde, rojo, anaranjado, que 

cambian con el tiempo confirmará la presencia del metabolito. 

8. Determinación de los grupos Aminos Libres 

Reacción de la Ninhidrina: 

A una solución acuosa de la muestra 5 gotas del reactivo (Hidrato de 

tricetohidrindeno), si se observó que la muestra se tornó de un color 

violáceo o amarillo confirmará la presencia del metabolito. 

2.1.5. Determinación de Compuestos Fenólicos(113
> 

Se utilizó el método de Folin-Ciocalteu descrito por García et al. 

(2012), para la Determinación de Compuestos Fenólicos presentes 

en el extracto. El Reactivo Folin-Ciocalteu es una mezcla de ácido 

fosfotúngstico H3PW1201o y ácido fosfomolíbdico H3PMo12014· Se 



produce una Reacción óxido-reducción entre el reactivo de Folin­

Ciocalteu (se reduce) y los polifenoles (se oxidan). 

Estos compuestos se reducen al interaccionar con los compuestos 

fenólicos dando origen a óxidos de c;oloración azul (óxidos de 

wolframio y molibdeno), los cuales exhiben una amplia absorción de 

luz, con un máximo a 760nm. 

Se utilizó también carbonato de sodio (Na2C03) al 20% y una 

solución stock de ácido gálico 400 ¡.Jg/ml (4mg de ácido gálico y se 

diluyó en 1 Oml de agua destilada). 

Preparación de los reactivos: 

_ Reactivo de FolinCiocalteu (FC): 1/3. 

- Carbonato de sodio (Na2COa): 20 % 

_ Solución stock de ácido gálico (AG): 400 ¡.Jg/ml 

Preparación del estándar de polifenoles: Ácido Gálico 

Se tomó 2mlde la solución de ácido gálico (400¡Jg/ml) y se diluyó 

en 6 ml de agua destilada, para obtener la concentración de ácido 

gálico de 100¡.Jg/ml (1/4). Luego se procedió a seguir los pasos de la 

tabla (03). 
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Tabla 03.- Pasos para la preparación del estándar de polifenoles. 

Tubo 1 OO(¡.Jg/ml) agua Ce de ¡.Jg/ml 
destilada en tubo 

ul 
¡ 1 100 900 10 i 
.. ,. -----------------------·--- .• _ .. ___ ,,,.,.,,, ___________ -------- ---------- ----------------------- --- - -------- ____ ¡ 

2 300 700 30 -----3------- -------------soo ·- ------- ----5oú _______________ so ________ ·--
4 750 250 75 

REACCIONES 

a) Reacción para el ácido gálico: 

- Se tomó 3001JL de cada uno de los tubos de ensayos que 

contenían el estándar de ácido gálico obtenido en el paso anterior, 

con la ayuda de la Micropipeta se colocó de forma ordenada en 4 

tubos de ensayo rotulados. 

- Luego a los 4 tubos que contenían los 300 !JL del estándar se 

adicionó 450 !JL a c/u del reactivo de FOLIN diluido y se dejó 

reposar en oscuridad por 5 minutos. 

- Luego se le adiciona 4501JL de carbonato de sodio a cada uno de 

los 4 tubos de ensayo y finalmente se le adicionó 1800 1-1 L de agua 

destilada a cada uno de los tubos de ensayo, y se llevó a reposar 

en un ambiente oscuro por 30 minutos, para después de ese 

tiempo ser llevado al espectrofotómetro o a una longitud de onda 

de 760 nm. 
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b) Preparación del tubo blanco 

En un tubo de ensayo con la ayuda de la Micropipeta se tomó 300 !JL 

de agua destilada, luego se adiciono 450 ul del reactivo de Folin, 

se dejó reposar 5minutos, después de eso se le adiciono 450 !JL de 

carbonato de sodio y finalmente 1800 IJL de agua destilada. Al igual 

que los tubos anteriores se deja reposar por media hora para luego 

ser llevado al espectrofotómetro. 

e) Preparación de 1a muestra: 

Solución madre: Se pesó 43,7 mg del extracto seco del Geranium 

ruizii Hieron "pasuchaca". Se diluyo en 6 ml de etanol. 

1° Dilución de la muestra madre: Se tomó 10¡.Jg/ml de la solución 

madre diluida en etanol y se le agrego 5,9 ml de agua destilada. 

2° dilución de la muestra madre: Se tomó 1 OO!JL de la solución 

madre y se le adiciono 1000 !JL de agua destilada y se procedió a 

realizar los pasos para la reacción. 

Luego se procedió a realizar las reacciones: 

• Se tomó 300 !JL de las muestras diluidas (1 y 2 dilución) y se 

colocó en 3 tubos de ensayo respectivamente. 

• Se adiciono 450¡.JL del reactivo de Folin a cada uno de los tubos 

de ensayo, se dejó reposar en oscuridad por 5 minutos. 

• Se adicionó 450 !JL de carbonato de sodio a cada tubo de ensayo, 

y finalmente se le adiciono 1800 uL de agua destilada. 



• Se dejó reposar 30 minutos en oscuridad, para ser llevado al 

espectrofotómetro. 

Preparación de la curva de calibración: 

Se tomó 2,9 ml de c/u de los 4 tubos de ensayo de la reacción del 

ácido gálico respectivamente y se llevó con la ayuda de una celda a 1 

realizar la lectura de cada en el espectro fotómetro UVNIS a 760nm. 

Medición del contenido de compuestos fenólicos del extracto 

etanólico del Geranium ruizii Hieron "pasuchaca" 

Se tomó 2,9 ml de c/u de los 3 tubos de ensayo de las 2 diluciones de 

la muestra; con la ayuda de una celda se llevó a realizar la lectura de 

cada uno respectivamente en el espectrofotómetro UVNIS a 760nm. 

2.2. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VfTRO. 

El método empleado para determinar la actividad antioxidante del 

extracto etanólico fue con la prueba del DPPH ( 1, 1-Difenil-2-

picrilhidracilo). Y para la determinación del estrés oxidativo se realizó 

a través del nivel de malondialdehído (MDA). 

2.2.1. Método de inhibición frente al radical libre 1, 1-Difenil-2-

picrilhidracilo (DPPH) con modificaciones <106l. 

El método empleado en este trabajo es el propuesto por Brand­

Williams (et al, 1995)con algunas modificaciones. Dicho radical tiene 

un electrón desapareado y presenta un color violeta el cual cambia a 

amarillo pálido en presencia de una sustancia antioxidante, por 
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diferencia de absorbancia se determina el porcentaje de captación de 

radical libre DPPH, ésta reacción se midió con la ayuda de un 

espectro fotómetro uv/vis. 

Se encuentra expresado como ICso (J..l9 de extracto etanólico /ml). 

Este valor corresponde a la concentración del extracto que reduce en 

un 50% la absorbancia de una solución metanólica de DPPH a 517 

nm con una absorbancia inicial de 0,600. 

Se usó como estándar el reactivo TROLOX (6-hidroxi-2, 5, 7,8-

tetramethylchroman-2carboxilic acid) para obtener la capacidad 

antioxidante equivalente a TROLOX, y también se usó la vitamina C. 

Preparación de las soluciones: 

Preparación del radical DPPH: 

Se preparó una solución a O, 1 mM de DPPH, pesando 2,2 mg de 

DPPH, en un matraz aforado previamente taradoy se disolvió en 100 

ml de etanol, luego se llevó a comprobar que la absorbancia a 517 

nm esté entre 0,6 y 0,7. El matraz aforado se cubrió con papel de 

aluminio para la protección frente a la luz. 

Preparación del Trolox: 

Se preparó una solución stock 1 mM, se pesó 2.4 mg ácido 6-hidroxi-

2, 5, 7,8-tetrametilcromo-2- carboxílico 97% (Trolox), se disolvió en 

10001-JL de etanol y se le agrego 9000 )JL de agua destilada. 
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Preparación de la vitamina C: 

Se preparó una solución pesando 2mg de vitamina C en 1 Oml de 

agua destilada. 

Preparación de la muestra 

Se pesó 2,4mg de extracto seco de Geranium ruizii Hieron. 

"pasuchaca" y se diluyo en 1 OmL de etanol. 

Reacciones: 

a) Reacción del Trolox: 

De la solución preparada de Trolox se procedió a realizar diluciones a 

concentraciones de 1¡..~g/ml, 5¡,¡g/ml, 10¡..~g/ml en tres tubos de 

ensayo respectivamente por cada uno de las concentraciones, 

utilizando la solución prepara del radical DPPH. Se mantuvo en la 

oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente, para después 

realizar la lectura en un espectrofotómetro UVNIS a 517 nm. 

b) Reacción de la Vitamina C: 

De la solución preparada de la vitamina C; se procedió a realizar 

diluciones a concentraciones de 1 ¡..~g/ml, 5¡..~g/ml, 1 O¡..~g/ml en tres 

tubos de ensayo respectivamente por cada uno de las 

concentraciones, utilizando la solución prepara del radical DPPH. Se 

· mantuvo en la oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente, para 

después realizar la lectura en un espectrofotómetro UVNIS a 517 nm. 



e) Reacción de la Muestra: 

De la solución preparada de extracto seco de Geranium ruizii 

Hieran. "pasuchaca" se procedió a realizar diluciones a 

concentraciones de 1¡.~g/ml, 5¡.¡g/ml, 1 O¡.¡g/ml en tres tubos de 

en~ayo respectivamente por cada uno de las concentraciones, 

utilizando la solución prepara del radical DPPH. Se mantuvo en la 

oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente, para después 

realizar la lectura en un espectrofotómetro UVNIS a 517 nm. 

Preparación de la curva de calibración: 

Se adiciono 2,9 ml de los tubos de ensayo de las diluciones de la 

reacción del Trolox con el DPPH respectivamente, y con. la ayuda de 

una celda se llevó a leer al espectrofotómetro UVNIS a 517 nm. 

Como blanco de calibración del equipo se empleó la solución 

preparada del radical DPPH. 

Medición de la actividad antioxidante del extracto del Geranium 

ruizii Hieron. "pasuchaca" 

Se adiciono 2,9 ml de los tubos de ensayo de las diluciones de la 

reacción de la muestra y con la ayuda de una celda se llevó a leer al 

espectrofotómetro UVNIS 517 nm. Los resultados fueron expresados 

como ICso (¡.¡g de extracto etanólico /ml). 
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2.2.2 Determinación del estrés oxidativo a través del nivel de 

Malondialdehído (MOA) según Buege & Aust, 1978'114>. 

El marcador de estrés oxidativo fue determinado en suero procedente 

de la sangre extraída de las ratas sometidas al ensayo de la 

determinación del efecto hipoglucemiante. Se empleó la prueba de 

especies reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS), que en forma 

general mide la formación de malondialdehído otros carbonilos 

procedentes de la conversión oxidativa de lípidos y otras moléculas 

como proteínas. Los resultados serán informados como formación del 

complejo malondialdehído, ácido tiobarbitúrico (MOA-TBA), complejo 

coloreado que se mide a 535 nm. Se usará el coeficiente de extinción 

molar de MDATBA: 1,56 X 105 M-1cm-1. 

REACTIVOS: 

Solución de ácido tricloroacetico al 20%en una Fiola se preparó 20 

ml del mismo en 100 ml de agua destilada. 

Solución de ácido clorhídrico al 0.25Nse tomó 1,03 ml de ácido 

clorhídrico y se completó hasta 50 ml con agua destilada .. 

Reactivo de TBA al 0.67% se pesó 170 mg del TBA y se diluyo en 

25 ml de la solución del ácido clorhídrico. 

PROCEDIMIENTO 

_ Se colocó 0,3ml del suero en tubos de ensayo de la sangre 

extraída de las ratas sometidas al ensayo de la determinación del 

efecto hipoglucemiante. 



_ A cada uno de los tubos de ensayo se le añadió 0,6 mL de ácido 

tricloroacetico y se llevó a baño maría hirviendo por 1 O minutos. 

_ Se enfrió los tubos de ensayo, y se le añadió 0,9 mL de TBA al 

0,67% 

_ Se llevó a baño maría hirviendo x 30 minutos. 

_ Se enfrió con agua helada. 

_ Se llevó a centrifugar a 4000 RPM por 1 ó minutos. 

_ Se prosiguió a separar el sobrenadante y se llevó a leer a 535 nm. 

2.3 Determinación de la dosis letal 50 (DL50) <115
). 

El extracto etanólico de Geranium ruizii Hieren. "pasuchaca" fue 

administrado por vía oral según el diseño de la tabla 03 en 6 ratones 

entre hembras y machos de igual proporción, cepa Balb-C 

adquiridos del Instituto Nacional de Salud, y con peso promedio de 

25 ± 1 g al inicio del experimento, los cuales fueron mantenidos en 

un ambiente a temperatura controlada de 20 ± 2 °C con un ciclo de 

luz/oscuridad de 12-12 h, en el Bioterio de la Facultad de Medicina 

de la UNMSM. La alimentación consistió en ratonina peletizada y 

agua ad libitum. Los animales fueron observados constantemente 

durante las primeras 24 h, continuando la misma diariamente 

durante un período de 14 días, registrando cualquier síntoma tóxico 

que pueda presentarse. 
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Tabla 04. Diseño experimental para toxicidad oral aguda en ratones. 

Nro. Tratamiento Dosis Muestra 

(mg/Kg) (n) 

l¡ 1 G. ruizii 2000 6 \ 
-·----·--·--------------------------··--------- ____ .1 

2 Goma de 0,1 mi 6 
tragacanto 

Preparación de la muestra administrada 

- Se pesó 1,3 g del extracto etanólico y se diluyo en 13 ml goma de 

tragacanto para hacer factible la administración vía per oral. 

2.4 Inducción de hiperglucemia en ratas albinas raza Holtzman 1116l. 

La inducción de hiperglucemia se realizó según el método descrito por 

Kamesguara Rao et al., (1999). Con modificación en la dosis. 

Se utilizaron ratas Holtzman machos de 8 semanas con 200 ± 20 g. 

A los animales de experimentación se les administró aloxano 

monohidrato a una dosis de 100 mg/Kg de peso corporal disuelto en 

buffer citrato pH 4,5 por vía intraperitoneal (IP). Después de las 48 

horas las ratas evidenciaron una elevación de la glucosa hasta llegar 

a los 150 mg/dl de glucosa. El extracto etanólico fue resuspendido 

en goma de tragacanto, y administrado a las ratas, la administración 

fue por vía perora! a las 48 h, 54, 56, 72, 98h post inducción de la 

hiperglicemia por aloxano. 



Grupo 
1 
2 

-3 

4 

5 

6 

Tabla 05.- Diseño del experimento Farmacológico. 

Tratamiento 
Ratas hiperglucémicas 
Ratas hiperglucémicas tratadas con EE de Geranium 
ruizii a dosis de 50 mg/Kg 
Ratas hipergluCérriicas. tratadas eorí EE de Geranium . 
rt1iziia dosis de 150 mg/Kg ·-·-
Ratas hiperglucémicas tratadas con EE de Geranium 
ruizii a dosis de 300 mg/Kg 
Ratas liiperglicémicas tratadás coñ glibenclamida a 5 
mg/Kg dt;: peso. _ 
Ratas hiperglicémicas tratadas con 4 Ul de insulina 

Se realizado el pesado de las ratas de experimentación de cada uno de 

los grupos, y se procedió a realizar los cálculos adecuados para la 

preparación de los reactivos. 

Preparación del Aloxano: Se pesó 600mg de aloxano y se diluyó en 

12 ml de buffer citrato pH 4,5. 

Preparación de la Insulina: Se utilizó 4 Ul y se diluyo en 3 ml de 

agua destilada. 

Preparación de la Glibenclamida: Se pesó 2,5 mg de glibenclamida y 

se disolvió en 1 O ml de agua destilada. 

Preparación del Extracto: Se pesó 1,3 g de extracto y se disolvió en 

13 ml de goma de tragacanto. 

Antes de la administración del Aloxano a cada uno de los animales de 

experimentación se procedió a medir la glucosa inicial. 

PROCEDIMIENTO: 

_ Al grupo 1 se le administró 0,352 ml de Aloxano a cada animal de 

experimentación. 
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_ Al grupo 2 se le administró 0,35 ml de Aloxano a cada animal de 

experimentación. 

_ al grupo 3 se le administró 0,33 ml de Aloxano a cada animal de 

experimentación. 

_ Al grupo 4 se le administró 0,31 ml de Aloxano a cada animal de 

experimentación. 

_ Al grupo 5 se le administró 0,26 mL de Aloxano a cada animal de 

experimentación. 

_ Al grupo 6 se le administró 0,20 ml de Aloxano a cada animal de 

experimentación. 

Después de las 48 horas las ratas evidenciaron una elevación de la 

glucosa. Luego se procedió a realizar la administración correspondiente 

del extracto, la insulina y la glibenclamida a cada uno de los grupos 

correspondientes según como indica el modelo experimental. 

PROCEDIMIENTO 

_ Al grupo 1 no se le administró fármaco ni extracto. 

_ Al grupo 2 se le administró O, 1 ml del extracto etanólico del 

Geranium ruizii Hieran. "pasuchaca". 

_ Al grupo 3 se le administró 0,3 ml del extracto etanólico del 

Geranium ruizii Hieran. "pasuchaca". 

_ Al grupo 4 se le administró 0,5 ml del extracto etanólico del 

Geranium ruizii Hieran. "pasuchaca". 

_ Al grupo 5 se le administró 0,5 ml de la solución de glibenclamida. 

_ Al grupo 6 se le administró O, 1 ml de la solución de insulina. 
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La administración se realizó 2 veces al día, posteriormente a cada 

administración se realizó la medida de la glucosa de los animales de 

experimentación para poder evaluar los datos obtenidos. 

2.5. Estudio Anatomopatológico del Páncreas de los grupos 

experimentales. 

Para la evaluación histopatológica según Devi et al., 1998 (117l, los 

páncreas fueron extirpados y lavados suavemente con solución salina, 

para remover la sangre y los detritos adheridos al tejido. Se les fijó en 

solución de formol al 10% tamponado, por 7 días, y luego se 

seleccionaron las zonas donde de acuerdo al examen macroscópico se 

evidenciaba lesión aparente. Trascurrido este tiempo, se les procesó en 

un autotecnicón por 18 horas, en soluciones de alcoholes para 

deshidratación, hidratación con xilol, y embebido en parafina. El 

procesamiento de los tacos de parafina se realizó empleando un 

dispensador de parafina. Los tacos obtenidos fueron llevados a 

congelamiento a <0°C, por un lapso de 3 horas, para luego proceder al 

corte de 3¡.J de espesor con ayuda de un micrótomo. Luego, se retiró la 

parafina en una estufa, para proceder a la coloración con hematoxilina 

y eosina. 

2.6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

La descripción de variables se realizó con medias y medianas. Para la 

comparación estadística entre grupos se realizó la prueba de U de 

Mann Whitney y Kruskai-Wallis. Se consideró significativa una p<0,05, 



con intervalo de confianza del 95%. Los datos fueron procesados 

utilizando el paquete estadístico SPSS Versión 19,0; año 2013. 



VII~ RESULTADOS 
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1. ESTUDIO FITOQUÍMICO 

1.1. Clasificación taxonómica. 

Como resultado de la Clasificación Taxonómica según la Clasificación de 

Cronquist (1988) y determinado por la Mg.: María Isabel la Torre. 

DIVISIÓN: MAGNOLIOPHYT A 

CLASE: MAGNOLIOPSIDA 

SUBCLASE: ROSIDAE 

ORDEN: GERANIALES 

FAMILIA: GERANIACEAE 

GÉNERO: Geranium 

ESPECIE: Geranium ruizii Hieran. 

Nombre vulgar: "pasuchaca". 

1.2. PORCENTAJE DE RENDJMJENTO DEL EXTRACTO ETANÓLJCO 

SECO DE LA OBTENCIÓN DEL EXTRACTO ETANÓLICO 

El porcentaje de rendimiento del extracto etanólico seco (%EES) fue de 

0.1 %. Este resultado fue obtenido con la siguiente expresión: 

Peso final del extracto seco 
o/oEES= ------------------------------------------X 100 

Peso inicial de la muestra seca 

7g 
%EES= ------------------------------------------X 100 

7000 g 

%EES= 0.1% 



1.3 .ANÁLISIS FITOQUÍMICO CUALITATIVO DEL EXTRACTO 

ETANÓLICO 

Los resultados del análisis fitoquímico cualitativo se observa en la 

tabla 06. 

Tabla 06. Prueba preliminar cualitativa de los metabolitos 
secundarios del extracto etanólico de Geranium ruizii Hieran. 

¡l., P b d . t . . .. ~ó' ·' , R lt d .. Métabolito . 1 
' . rue a e carac enzacl.. n . '' esu ·,a o ' ' secundario 1 

L----·-- -··--·-·-~..----~---·-· ... ··~---·-----.~----~--·--- -..-....... ---~.;;-'--·~-····--~--~-..¡ 
Reacción de la NINHIDRINA (+) Grupol_bs aminos 

1 res ,. ____ ...... ---~-........ ---.. .,..--·----.. --._--·-·-.. --............ ____ , __ ..... _, ___ . ______ 1 
l' · Reacción de la GELATINA . . . {+) · . Taninos ·· l-....... ,,. ___________ ... _. ___ . _______ , ____ ~-----.. --~ ............ _, .. __ ,_._ .. ___ . ___________ J 

Reacción con CLORURO ( +) Compuestos 
FERRICO (FeCia) Fenólicos 

r .. ·--.. ----------·---.. ~-----·-· -·--·-- ,-.. -.• ----·--·-----------·--------··-·--·--. --.. ------.. -----l 
t.:!!~~~~!~~,~!t!>..~º~-~ºº~-~f-.~----·----t:t . ..,:. __ ; ____ ~--~~~1~!~~~--.. --.J 

Reacción de HAEGER (+) Alcaloides 

[=~~~=!!~~~~Iéfrí ~~y~g~==~~-~~==·=:~:=-~{t) ___ ~=~==~~~:-~l~~~es ____ j 
Reacción de SHINODA (+) Flavonoides 

f~eaccióñ-~e so'RNiRAGER-· -----T;y:-·· .... --···---·~aiJiilolliiS'----:--¡ 
·---··------·-------'-·-------"'-~·----· --·---· .. --------~----.. ~-··------·-~-~ ................. '---·---j 

Reacción de LIEBERMAN- (+) Triterpeno y/o 
BURCHARD asteroides 

f-~~~~--Pruellaiela-Es'Pui\iA~-----.--. -·--<+r·-:--·-------sáp6~iñ8s ____ l 
(-)=Ausencia;(+)= Presencia 

1.4. CUANTIFICACIÓN DE POLJFENOLES TOTALES PRESENTES EN 

EL EXTRACTO ETANÓLICO DE Geranium ruizii Hieron 

"Pasuchaca". 
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~ 0.600 

:e 0.500 
·m 
~ 0.400 

.z 0.300 ... 
o 1:1 0.200 
e( 0.100 

y= 0.0709x + 0.2104 
R2 =0.9998 

0.000 +---.---,-----¡---¡---¡--------,----,-----, 

o 1 2 3 4 5 6 7 8 

Concentración de Acido gálico (pg/mL) 

Figura 08. Curva de calibración del ácido gálico 



Tabla 07. Cuantificación de polifenoles totales del extracto etanólico de Geranium 

ruizii Hieron "Pasuchaca". 

Muestra 

Extracto etanólico de 
Geranium ruizii Hieran. 

mgEAG/g extracto DE 

42,07 7,18 

D.E.: desviación estándar, mgEAG/g = miligramos equivalente a Acido gálico 

por gramo de extracto. 

1.5. EVALUACIÓN DE lA TOXICIDAD ORAl AGUDA A DOSIS ÚNICA 

DURANTE 14 DÍAS DEl EXTRACTO ETANÓLICO DE Geranium 

ruizii Hieron "Pasuchaca". 

En la figura 09 se observa la variación del peso de los animales durante 

14 días. Se establece una dosis letal media mayor a los 2000 mg/Kg. 

40 

35 

30 

_25 
..!!!! 
~ 20 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 W ll U U M ~ 

N!! de días 

-+-Extracto etanólico Geranium ruizii 2000 mg/kg ={}=Goma de tragacanto 

Figura 09. Evaluación del peso de los ratones en el estudio de la Toxicidad Oral 

Aguda durante 14 días. 

~69~ 



1.6. INDUCCIÓN DE HIPERGLUCEMIA EN RATAS ALBINAS RAZA 

HOL TZMANSEGÚN EL MÉTODO DESCRITO POR KAMESGUARA 

RAO et al., (1999). 
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Basal normal 48 h SOh 56h 74h 98h 

---+-Aloxano 100 mg/kg (A) -o-A+ Extracto 50 mg/kg 

-tr-A+ Extracto 150 mg/kg ~A+ Extracto 300 mg/kg 

-+-A+ Glibenclamida 5 mg/kg --(J)--A +Insulina 4 Ul/kg 

Figura 10. Medida de la Glucosa post inducción de la Hiperglicemia hasta las 
98 h. 
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o: A + Extracto 50 mg/kg 26.96 39.77 38.69 60.13 

0 A+ Extracto 150 mg/kg 12.15 45.45 49.09 65.58 

"/ A + Extracto 300 mg/kg 20.25 36.59 37.88 60.86 

1111 A+ Glibenclamida 5 mg/kg 38.97 49.55 58.18 70.90 

/A+ Insulina 4 Ul/kg 53.35 54.20 58.89 72.96 

Figura 11. Porcentaje de reducción de la Hiperglicemia Inducido por 
Aloxano. 

.. J: z 
~ 
~ 
~ 
~ 
~ 
~ 
~ 2_ 



Tabla 08. Niveles de glucosa sanguínea pos tratamiento a las 50 horas de la 
inducción de hiperglicemia con aloxano en ratas. 

Grupo experimental* 

Aloxano (A) 

Dosis 
(mg/Kg) 

100 

Peso 
(g) 

Glucosa sanguínea (mg/100ml) 

x±DE p 

220 143,2 ± 13,96 145 

·-·---·-······-------------------·---------···---- ------ -------·- ----- ...... "------- --------------- ------------,-·----- -------,- -------- ---- ·-·---·-· 1 

Extracto+ A 50 · 210 .104,6 ± 7,20 106 . .. < 0,001 ~ 
'' ' < t 

"---------------- --- --- - ·-- ------------ --- -------. ----------------------- "'"- -------------- ------------ -- -----· ____________ j 

Extracto+ A 1SO 180 114,2 ± 10,40 116 < 0,001 

¡-------------- -------------------------------- ----- --------------------------------- ------------------------------- ----------------- ----------
! Emactp +A . , 300 ?20 125,8 ± 6,18 _ 125 < 0,001 ; 
~----- ·-------- ---- ·------ '------------ ----- ----- --------------------- ...... -·---·- -------- -------------- ·---------- ---- --- --- __ _j 

Glibenclamida +A S 224 87,4 ± 16,28 80 < 0,001 

·--·- -------- -------·<--···---~--- ----~ ~-------,.-- ----------------------~----·-----------·-··--·------.-----------------. ----~-~~----------- ·--------------- .. --, ... 
1 Insulina + A 
¡ 

4UI/Kg . 213 84,6±8,26 85 

Los datos de ninguno de los extractos presentó distñbución normal (p<0,05, Shapiro Willk) X: media; DE: 
desviación estándar; Med: mediana; A: aloxano; p: comparación entre las medianas de las dosis del extracto y 
del aloxano 100 mg/kg, (Prueba de Mann- Whitney). 

Tabla 09. Niveles de Glucosa sanguínea pos tratamiento a las 7 4 horas de la 
inducción de Hiperglicemia con Aloxano en ratas. 

Grupo experimental* 

Aloxano (A) 

Dosis 
(mg/Kg} 

100 

Peso Glucosa sanguínea (mg/100ml) 

(g) 1 x.±DE Med. p , 
1. ' "------------- ----~·-·------------------ ___ _. __ , __ --------- -·-" -- ---·-----···- .. ) 

220 198,0 ± 10,84 195 

¡ Extracio+.A -------------------so·----- --2i«f' ____ iii~4-±--6~9s _______ "i2i ___________ < o,oo1 
L ___ ------ -----------~-------6--~-------~~------·----------- -------------~---~----- ---------··-' 

Extracto+A 150 180 100,8 ± 5,45 99 < 0,001 

r--------- -~----··---.- ------------"'.- ----- -----------~---- ;, ... ~---- ·------- -~ -~- ----- ~-- .. ·------ -~------· -------··---~------- --- ···--~--, ¡ Extracto+ A 300 220 123~0 ± 6,36 _ 120 < 0,001 1 

l. ___ --- --- -- ------------ ------------------ --- ___________ _: ____ ----------- ------------------------------- ----------·--------------·-- _______ _¡ 

Glibenclamida +A S 224 82,8 ± 3,42 81 < 0,001 

----·- --------------------------------------------------------- ................ __ , __ , _________ , ___ --------------------- ···------ ---- ------ --·--------------¡ ¡ Insulina +A · 4 UI/Kg 213 81,4 ± 1,52 82 < 0,0~1 ! 
l '¡ 

* Los datos de ninguno de los extractos presentó distribución normal (p<0,05, Shapiro Wilk) X: media; DE: 
desviación estándar; Med: mediana; A: aloxano; p: comparación entre las medianas de las dosis del extracto y 
del aloxano 100 mg/kg, (p<0,05, Prueba de Mann-Whitney). 



Tabla 10. Niveles de Glucosa sanguínea pos tratamiento a las 98 horas de la 
inducción de Hiperglicemia con Aloxano en ratas 

Grupo 
experimental* 

Aloxano (A) 

Extracto+A 

Dosis 
(mg/Kg} 

100 

50 

Peso 
(g} 

Glucosa sanguínea (mg/lOOmL) 

x±DE p 

230 301,0 ± 16,81 301 

200 120,0 ± 9,70 121 0,009 
~--·-···--------- ---------· --------------------------------- ---------------. -------------. ····-· -- , ______ < ---·-······--·-- -----

Extracto+A 150 170 103,6 ± 8,38 99 0,009 
¡---··------- -·- ----------- ....... _________ -· --- ________ .. ___ . ____ -------- -····- ---- ...... - --·· --···--·--- ···--------·:----------- --- -· --- ... -··¡ 

1 

3oo __________ 2~~---- --~-1 !~~ _± ~!~~~-- _____________ -~~~ _______ -··-···- --,o~~-~9 __ ___¡ 

¡ 
1 Extracto + A 
¡ ___ ·---···-· ..... .. ______ .. ______ _ 

Glibenclamida + A S 216 87,6± 5,85 85 0,009 
¡---- ······-------- -------· ---------·- ··- ---- ··---"-···-------.. ------···-·--·---- ···- -·--------· ·--------·- ····-···--- .. ·-------. < 

1 
i Insulina +A 4UI/Kg 220 81,4±2,70 81 0,009 

Los datos de ninguno de los extractos presentó distribución normal (p<0,05, Shapiro Wilk) X: media; DE: desviación 
estándar; Med: mediana; A: aloxano; p: comparación entre las medianas de las dosis del extracto y del aloxano 
100 mg/kg, (p<0,05, Prueba de Mann-Whitney 



1.7. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO DEL 

EXTRACTO ETANÓLICO DE Geranium ruizii Hieron "Pasuchaca". 

El extracto etanólico de Geranium ruizii Hieran. "Pasuchaca" se 

determinó mediante el ensayo de captación del radical DPPH según 

Brand y Williams. 
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Figura 12. Determinación de la Concentración lnhibitoria Media (CI50) del 

Trolox 
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Figura 13. Determinación de la Concentración lnhibitoña Media (CI50) de 
"pasuchaca. 
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1.8. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VIVO 

(MALONDIALDEHIDO). 

Tabla 11. Niveles de malondialdehído expresados en nmoles/ml de plasma a las 98 

horas pos-inducción de hiperglicemia 

Grupo x± DE P.R.{%) I.C. 95% 
experimental* 

p ll LS 
Aloxano 100 mg/Kg 0,94 ± 0,35 - - 0,89 0,98 

Geranium ruizii 50 0,78 ± 0,21 17,02 0,007 0,75 0,81 
mg/Kg 

Geranium ruizii 150 0,73 ± 0,26 22,34 0,008 0,69 0,76 
mg/Kg 

Geranium ruizii 300 0,81 ± 0,18 13,83 0,007 0,79 0,83 
mg/Kg 

Glibenclamida 5 0,88 ± 0,36 6,38 0,063 0,83 0,92 
mg/Kg 

·, 

Insulina 4UI/kg 0,87 ± 0,39 7,44 0,023 0,82 0,92 

los datos de ninguno de los extractos presentó distribución normal (p<O,OS, Shapiro Wilk) X: media; DE: desviación estándar; 
P.R: Porcentaje de reducción; IC: Intervalo de confianza; ll: límite inferior; lS: límite superior, p: comparación entre las 
medianas de las dosis del extracto y del aloxano 100 mg/kg, (p <O, OS, Prueba de Mann-Whitney). 

Barras de error: +/- 2 DT 

Figura 15. Evaluación de los niveles de Malondialdehído (MOA) en suero a los 

diferentes grupos experimentales. 



1.9. EVALUACION HISTOPATOLÓGICA DEL PÁNCREAS DE RATAS 

HIPERGLICÉMICAS TRATADAS CON EL EXTRACTO ETANÓLICO 

DE Geranium ruizii Hieron. 

Figura 16. Microfotografías de páncreas (Islotes de langerhans) de ratas 
tratadas con el extracto etanólico de G. ruizii en un modelo de hiperglicemia 
inducida por aloxano. 400 X 

A: Grupo tratado con aloxano; se observa Islote de Langerhans 
esclerosado y gran congestión intersticial, 8: Grupo tratado con G.ruizii 
50 mg/Kg; páncreas normal, C: Grupo tratado con G. ruizii 150 mg/Kg, 
páncreas normal, D: Grupo tratado con G. ruizii 300 mg/Kg, páncreas 
normal E: Grupo tratado con glibenclamida 5mg/Kg, se observa páncreas 
muy pequeño esclerosado, F: Grupo tratado con Insulina 4UI/Kg; se 
observa islotes de Langerhans lisándose. 



VIII~ DISCUSIÓN 



La hiperglicemia experimental fue inducida utilizando el método de 

Kamesguara Rao et al. 1999 (116lteniendo como· inductor el aloxano; el cual 

produce toxicidad de las células beta del páncreas, lo que conlleva a un 

descenso del nivel de insulina induciendo un estado de Hiperglicemia y 

dependiendo de la exposición a la cual el animal ha sido sometido al 

inductor puede llevar a producir diabetes(tipo 1) experimental. El 

mecanismo de acción del aloxano se produce por su semejanza con la 

estructura química de la glucosa, de esta manera el aloxano es recaptado 

por la célula beta del páncreas vía transportador de GLUT2, de baja afinidad 

en la membrana plasmática (118l. 

Se ha demostrado que el aloxano puede· producir especies reactiva 

oxigenadas (EROs) en una reacción cíclica de redox, produciendo el ácido 

dialúrico (AH2), de esta manera el aloxano produce radicales libres 

intracelularmente en la célula beta pancreática. La autooxidación del ácido 

dialúrico (AH2), genera radicales superóxido (02-), peróxido de hidrógeno 

(H202) y finalmente radical hidróxilo (OH). La reducción de aloxano a AH2 en 

la célula beta pancreática requiere de grupos tioles como el tripéptido de 

glutatión (GSH) y de otros tioles intracelulares presentes en mínimas 

concentraciones como el monotiol de cisteína y ditioles (119l. Por lo tanto la 

capacidad de las células de captar aloxano vía GLUT-2, el cual disminuye el 

potencial de defensa antioxidante contra el estrés oxidativo y la formación 

de radicales hidróxilo explica la acción tóxica selectiva de las células beta 

del páncreas así como el efecto hiperglucémico del aloxano (120· 121l. 
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En la presente investigación se ha demostrado que el aloxano produce 

lesión y muerte de las células Beta del páncreas en animales de 

experimentación sin recibir tratamiento, mientras que los grupos 

experimentales que recibieron el extracto etanólico de Geranium ruizii 

Hieron."pasuchaca" evidenciaron protección (figura 13). El extracto etanólico 

a dosis de 150 mg /kg redujo la hiperglicemia a un porcentaje de 12, 15 %; 

45,45 %; 49,09 %; 65,58 %, después de las 50, 56, 74,98 horas de la 

administración del extracto. 

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

siendo el principal tipo de incretina predominante el GLP-1 quien estimula la 

secreción de insulina, suprime la liberación de glucagón enlentece el 

vaciamiento gástrico y mejora la sensibilidad a la insulina, los flavonoides 

estarían favoreciendo la presencia del inhibidor de dipeptidil peptidasa 

IV (122
). Otros metabolitos secundarios que estarían coadyuvando con el 

efecto hipoglucemiante son los alcaloides quienes inducen la secreción de 

insulina solo en concentraciones altas de glucosa, lo cual disminuye el riesgo 

de hipoglucemia, lo que ha sido confirmado en estudios realizados por 

García López et al 2004, quien al aislar los islotes pancreáticos y 

someterlos al alcaloide tipo quinozilidine conlleva a la secreción de 

insulina (123
). 

La presencia de compuestos fenólicos en el extracto de pasuchaca (42,07 

mgEAG/g extracto) explicarían no solo el efecto hipoglicemiante si no el 

efecto antioxidante del extracto ya que los polifenoles son reconocidos por 
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su propiedad de barredores de radicales libres debido a la capacidad de 

donar electrones, su actividad antioxidante depende de la estabilidad de 

diferentes sistemas así como también del número y la localización de grupos 

hidróxilos (124l. Se ha comprobado que la quercetina activa la hexocinasa y 

glucocinasa e inhibe la a, !3 glucógeno fosforilasa y glucosa-6-fosfatasa 

hepática, considerando que la obesidad ligado a la diabetes tipo 11 está 

asociado con un bajo grado de inflamación, se han propuesto que los 

polifenoles pueden proteger de los daños producidos por la diabetes tipo 11 a 

través de sus efectos antiinflamatorios (125l. Actualmente los polifenoles 

como la curcumina, capsaicina, gingerol, catequinas, resveratrol y quercetina 

han demostrado sus efectos antiinflamatorios directamente bloqueando la 

ruta proteína Kinasa activada por mitógeno (MAPK), actividad NFkB y la 

expresión de citoquinas antiinflamatorias. Los efectos antinflamatorios se 

han sugerido que involucran al menos en parte la activación directamente 

del receptor activador proliferador de peroxisomas y (PPAR y) (126l, este 

receptor es el regulador en varios aspectos del metabolismo de lípidos y 

diferenciación de adipocitos (127l. 

Otro importante mecanismos de los polifenoles es a través de las proteínas 

conocidas como Sirtuinas; Sirtuina 1 (SIRT1) que es un tipo de proteínas tipo 

111 deacetilasa implicado en el rol antienvejecimiento y antinflamatorio 

evidenciando un rol protector en la enfermedad crónica de la diabetes, y la 

restricción calórica que produce al activarse directamente este receptor (128l. 

~so~ 



Recientemente, una SIRT1 dependiente de la deacetilación del PPARy se 

ha demostrado como una forma de modulación selectiva para PPARy, 

permitiendo la inducción de los genes BAT y supresión de los genes WAT 

viscerales, asociados con la resistencia a insulina (129l, por ello los 

polifenoles estarían modulando los mecanismos dependientes de AMPK­

SIRT1-PPARy, jugando un rol importante como antinflamatorio, anti 

obesidad, anti esteatosis y efecto hipoglucémico, tales efectos son una 

consecuencia de la acción sinérgica de varios metabolitos tipo 

polifenoles (130l. 

Es ampliamente aceptado que la diabetes mellitus incrementa la producción 

de radicales libres derivados del oxígeno, anión superóxido (02
-), peróxido 

de hidrógeno (Hz02) y radical hidroxilo (OH-) en cantidades superiores a los 

niveles fisiológicos, los que sobrepasan la capacidad antioxidante celular 

endógena (estrés oxidativo). Los flavonoides desempeñan un papel esencial 

en la protección frente a los fenómenos de daño oxidativo (131
• 

132l, sus 

propiedades antirradicales libres se dirigen fundamentalmente hacia los 

radicales hidróxido y superóxido, especies altamente reactivas, de esta 

manera bloquean la acción deletérea de dichas sustancias sobre las 

células (133l. En su mecanismo de detoxificación, el aloxano puede 

sobrepasar las barreras antioxidantes y formar especies reactivas que tienen 

como su principal blanco los lípidos de las membranas celulares. Una 

manera de evaluar este daño es mediante la prueba de lipoperoxidación, en 

el ensayo in vivo, la dosis de 150 mg/Kg redujo el 22,34 % del contenido de 



MOA. El ensayo de capacidad antioxidante in vitro comparado con el Trolox 

y vitamina C, el extracto etanólico inhibió en un 36 % el radical DPPH lo que 

demuestra que la actividad antioxidante in vitro se correlaciona a lo 

observado en el modelo de medición in vivo, esto se debería a que el 

extracto al contener compuestos fenólicos de naturaleza flavonoidal reduce 

la formación de la peroxidación lipídica al neutralizar la reacción en cadena 

de la formación de especies reactivas oxigenadas, puesto que los polifenoles 

son reconocidos por su propiedad de barredores de radicales libres debido a 

su propiedad de donar electrones, su actividad antioxidante depende de la 

estabilidad de diferentes sistemas así como también del número y la 

localización de grupos hidróxilos <
134>. 

En la Evaluación de la toxicidad oral aguda el extracto no evidenció la 

muerte o algún efecto Tóxico de los animales de experimentación, es por 

eso que se considera como no Toxico. 

La presente investigación será de gran utilidad a los pacientes diabéticos por 

comprobar el uso tradicional de la especie vegetal para el tratamiento 

coadyuvante de las complicaciones de la diabetes mellitus como es la 

hiperglucemia y el daño al páncreas endocrino. 

Por lo anterior mencionado dado los resultados obtenidos y las limitaciones 

se recomienda realizar estudios con tratamiento crónico y elucidar los 

metabolitos bioactivos responsables de la actividad hipoglucemiante. 



IX~ SUGERENCIAS 
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Por lo anterior mencionado dado los resultados obtenidos y las limitaciones se 

recomienda realizar estudios con tratamiento crónico y elucidar los metabolitos 

bioactivos responsables de la actividad hipoglucemiante y antioxidante. 



X~ CONCLUSIONES 



1. Como resultado del Tamizaje Fitoquímico realizado al extracto 

etanólico del Geranium ruizii Hieron. "pasuchaca "hemos identificado 

la presencia de los siguientes grupos de metabolitos secundarios: 

grupos aminos libres, taninos, compuestos fenólicos, triterpeno y/o 

esteroides, alcaloides, flavonoides, quinonas, y saponinas. 

2. Del extracto etanólico de Geranium ruizii Hieron. "pasuchaca" se 

demostró que contiene 42,07 miligramos equivalente a Acido gálico 

por gramo de extracto. 

3. Como resultado de la evaluación de la toxicidad subaguda del 

extracto etanólico de Geranium ruizii Hieron "pasuchaca", se 

determinó que a dosis menores de 2000 mg/Kg no evidencia signos 

de muerte. 

4. El extracto etanólico del GeraniJ,Im ruizii Hieron "pasuchaca" tiene 

efecto hipoglicemiante a dosis de 150mg/kg. 

5. El extracto etanólico del Geranium ruizii Hieran "pasuchaca" 

presenta actividad antioxidante frente al radical DPPH, teniendo una 

Cl50 de 11 ,52 y un 66 % de. reducción de los niveles de 

Malondialdehído fue efectivo a una dosis de 1 ug/ml. En el método in 

vivo el extracto etanólico a dosis de 150 mg/kg tuvo un porcentaje 

reducción de 22,34 de los niveles de MOA. 

6. El extracto etanólico del Geranium ruizii Hieron "pasuchaca" · 

presenta un efecto protector a nivel de páncreas a la dosis de 150 

mg/Kg. 
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ANEXO 01 

Clasificación taxonómica de Geranium ruizzi Hieron."pasuchaca" 

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 

Universidad del Perú, DECANA DE AMÉRICA 

MUSEO DE IDSTORIA NATURAL 

"Año de la Invei'Sión para el Desarrollo Rural y la Seguridad Alimentaria" 

C O N S T A N C I A N° 127-USM-2013 

I.A JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO OE HISTORIA 
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA 
CONSTANCIA QUE: 

La muestra vegetal {Planta completa), recibida de Rosa Madeline 
CHINCHAY SALAZAR; de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga de lea, 
ha sido estudiada y clasificada como: Geranium ruizii Hieran; y tiene la 
siguiente posición taxonómica, según el Sistema de Clasificación de Cronquist 
(1988): 

DIVISIOI\1: MAGNOUOPHYTA 

CLASE: MAGNOUOPSIDA 

SUB CLASE: ROSIDAE 

ORDEN:GERANIALES 

FAMILIA:GERANIACEAE 

GENERO: Geranium 

ESPECIE: Geranium ruizii Hieran 

Nombre vulgar: "Pasuchaca". 
Determinado por: Mg. María Isabel La Torre. 

Se extiende la presente constancia a solidtud de la parte interesada, para 
fines de estudios. 

Av.An.-.ra!~ 1256.JI!'SÜS M:uh 
;\p<!<> 14-0434, Lnu 14,Perti 

Fecha, 28 de mayo de 2013 

Tolf~ (511)471-0117, 4';;>4471 
470-79!!\, {Jl'J-7000!l.OL'XO 5/Q-3 
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ANEXO 04 

Obtención del extracto etanólico del Geranium ruizii Hieran "pasuchaca" 
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Obtención de la 

planta 

1 
Maceración 

1 
Filtración 

1 
Extracto 



ANEXO 05 

DETERMINACION DE LOS COMPUESTOS FENÓLICOS 

PREPARACIÓN DEL ESTÁNDAR 
DE POLIFENOLES: ÁCIDO 
GÁLICO. 

PREPARACION DE LA CURVA DE 

CALIBRACIÓN 

PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 

Medición del contenido de 

compuestos fenólicos del 

extracto etanólico del 

Geranium ruizii Hieran 

"pasuchaca". 
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PREPARACIÓN 
DEL REACTIVO 
DE FOLIN 
CIOCALTEU. 



ANEXO 06 

EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO. 

PREPARACION DE LOS 

REACTIVOS: TROLOX, DPPH, 

VITAMINAC 

LECTURA DE LAS 

REACCIONES 
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PREPARACION DE LA 

MUESTRA 

r 
REACCION DE LA MUESTRA, 

VITAMINA C Y TROLOX 



ANEXO 09 

ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE 

PESO V MEDIDA DE LA GLUCOSA 

ADMINISTRACION DEL ALOXANO 

ADMINISTRACION DEL 

TRATAMIENTO 

RESPECTIVAMENTE A CADA 

GRUPO DE 

EXPERIMENTACION. 

MEDIDA DE LA GLUCOSA A 

CADA GRUPO DE 

EXPERIMENTACION DESPUES 

DE LA ADMINISTRACION DEL 

TRATAMIENTO. 



ANEXO 07 

EXTRACÓN DEL SUERO DE LA SANGRE DE LOS ANIMALES DE 
EXPERIMENTACION 
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OBTENCIÓN DE LA 

SANGRE 

CENTRIFUGAR 

OBTENCIÓN DEl 

SUERO 



ANEXO 08 

DETERMINACIÓN DEL MOA 

MESCLA DE LOS REACTIVOS CON El 
SUERO 

CENTRIFUGACIÓN 
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LECTURA DE LAS 

REACCIONES 


