EFECTO DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE Geranium ruizii Hieron SOBRE LA
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RESUMEN

La diabetes mellitus conlleva daiio renal, visual y ampu-
tacion en los pacientes, por ello los modelos experimentales
permiten conocer las propiedades antidiabéticas de los pro-
ductos de la flora. El proposito del estudio fue evaluar el
efecto del extracto hidroetanolico (EHE) de Geranium ruizii
Hieron procedente de Otuzco, La Libertad (Peru) sobre la
hiperglicemia inducida en Rattus rattus variedad albinus. Se
utilizaron dos grupos inducidos a hiperglicemia con aloxano,
uno denominado control positivo y el otro tratado con dosis
unica de EHE de Geranium ruizii Hieron 400mg-kg”! de peso
por via oral; y un tercer grupo denominado control negati-

vo tratado con solucion fisiologica, siendo la evaluacion de
las glicemias a las 0, 2, 4, 6, 8 y 10h. El control negativo se
mantuvo en normoglicemia, el control positivo en hiperglice-
mia entre 198 a 568mg-dl'; y en el grupo tratado con EHE
de Geranium ruizii Hieron la glicemia disminuyo significati-
vamente entre 94 a 250mg-dl’ (p= 0,023). Mediante ANOVA,
se determino que la variacion del grupo aloxano + EHE de
Geranium ruizii Hieron dista en -141,2 +38,74mg-dl"! frente al
control positivo (p= 0,039). Se concluye que el EHE de Ge-
ranium ruizii Hieron disminuye la hiperglicemia en Rattus
rattus variedad albinus.

Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es
una enfermedad cronica que se
caracteriza por presentar niveles
altos de glucosa en la sangre
(hiperglicemia). La causa de
esta afeccion se debe a un fun-
cionamiento incorrecto del pan-
creas que normalmente produce
la hormona insulina o por una
respuesta inadecuada del orga-
nismo ante esta hormona. Segliin
el Instituto nacional de
Estadistica (INEI, 2020) en el
2019, en el Peru el 3,9% de la
poblacion de 15 a mas afios de
edad fue diagnosticado con DM,
siendo la poblacién femenina
mas afectada con 4,3% respecto
a la masculina con 3,4%.

Geranium ruizii Hieron
“Pasuchaca” es una hierba pe-
renne nativa del Pert pertene-
ciente a la familia Geraniaceae,
muy utilizada en el consumo
popular para el tratamiento de

la diabetes. Los metabolitos
activos identificados en el géne-
ro Geranium son flavonoides
glicosidados como quercetina,
kempferol, ramnetina (Camacho
et al., 2008). Para la mayoria de
las preparaciones de plantas con
propiedades anti-diabéticas, los
pobladores peruanos, utilizan
las hojas, toda la planta, tallos
y finalmente las flores con me-
nos frecuencia (Bussman y
Sharon 2015).

Esta planta se distribuye en
la sierra del Peru, encontrando-
se en los departamentos de
Cajamarca, La Libertad,
Arequipa, Cerro de Pasco y
Ancash (Fernandez et al., 2014).
Investigaciones a nivel experi-
mental con modelos de induc-
cion de hiperglicemia con
aloxano, han encontrado que
tratamientos con extractos acuo-
so o hidroalcohoélicos de
Geranium dielsianum knuth con
dosis entre 250 — 300mg kg de

peso, durante 3 semanas mues-
tran efecto hipoglicemiante
(Gutiérrez, 2016; Herrera et al.,
2015; Davila et al., 2015).

En la DM tipo 1 participan
mecanismos autoinmunitarios
para la destruccion de las célu-
las beta pancreatica conllevando
a deficiente produccion de insu-
lina (Mohamed, 2016).

La baja producciéon de insu-
lina no permitird la presencia
de transportadores de glucosa
— 4 (GLUT-4) en el musculo
esquelético y en células adipo-
sas, estableciéndose una hiper-
glicemia persistente después
de la ingestién de alimentos
ricos en carbohidratos
(Mendoza et al., 2005). En la
DM tipo 2, se sintetiza insuli-
na en forma normal, sin em-
bargo, no puede utilizarla para
la regulacion del metabolismo
de la glucosa, debido a muta-
ciones en las proteinas de la
cascada de sefializacion post

union insulina-receptor (Saini,
2010).

Uno de los métodos para
inducir DM experimental es la
induccién quimica por aloxa-
no, que causa necrosis selecti-
va de las células beta de los
islotes pancredticos al generar
especies reactivas de oxigeno,
y ampliamente usado en ani-
males tales como conejos, ra-
tas, ratones y perros (Lezen,
2008).

El objetivo de la investiga-
cion fue determinar el efecto
del extracto hidroetandlico
(EHE) de Geranium ruizzi
Hieron sobre la hiperglicemia
inducida en Rattus rattus
var. albinus.

Metodologia
Material vegetal

Se utilizé Geranium ruizii
Hieron procedente de Otuzco,
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EFFECT OF HYDROETHANOLIC EXTRACT OF Geranium ruizii Hieron ON INDUCED HYPERGLYCEMIA IN Rattus

rattus VARIETY ALBINUS

Jorge Luis Diaz-Ortega, Santiago M Benites, Cecilia V Romero and Evangelyn C. Alocilja

SUMMARY

Diabetes mellitus leads to renal and visual damage and am-
putation in patients, therefore, experimental models allow to
know the antidiabetic properties of flora products. The purpose
of this study was to evaluate the effect of the hydroethanolic ex-
tract (HEE) of Geranium ruizii Hieron from Otuzco, La Libertad
(Peru) on induced hyperglycemia in Rattus rattus variety albi-
nus. Two groups induced to hyperglycemia with alloxane were
used; one called positive control and the other treated with a
single dose of HEE of Geranium ruizii Hieron 400mgkg’ b.w.
orally, and a third group called negative control treated with

physiological solution, with the evaluation of glycemias at 0,
2, 4, 6, 8 and 10 hours. The negative control remained in nor-
moglycemia, the positive control in hyperglycemia between 198
to 568mg-dl’; and in the group treated with Geranium rui-
zii Hieron HEE, glycemia decreased significantly from 94 to
250mg-dl’ (p= 0.023). Through ANOVA, it was determined that
the variation of the alloxane + HEE group of Geranium ruizii
Hieron differed by -141.2 +38.74mg-dl"’ compared to the positive
control (p= 0.039). It is concluded that HEE of Geranium ruizii
Hieron decreases hyperglycemia in Rattus rattus variety albinus.

EFEITO DO EXTRATO HIDROETANOLICO DE Geranium ruizii HIERON NA HIPERGLICEMIA INDUZIDA EM

Rattus rattus VARIEDADE ALBINUS

Jorge Luis Diaz-Ortega, Santiago M Benites, Cecilia V Romero e Evangelyn C. Alocilja

RESUMO

O diabetes mellitus leva a danos renais, visuais e amputagoes
nos pacientes, portanto os modelos experimentais nos permitem
conhecer as propriedades antidiabéticas dos produtos da flora.
O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do extrato hidroetano-
lico (EHE) de Geranium ruizii Hieron de Otuzco, La Libertad
(Peru) na hiperglicemia induzida em Rattus rattus variedade al-
binus. Foram utilizados dois grupos de hiperglicemia induzida
com aloxana, um denominado controle positivo e outro tratado
com dose unica de EHE de Geranium ruizii Hieron 400mg-kg’
de peso por via oral; e um terceiro grupo denominado controle

negativo tratado com solu¢do fisiologica, sendo a avaliagdo da
glicemia em 0, 2, 4, 6, 8 e 10h. O controle negativo foi mantido
na normoglicemia, o controle positivo na hiperglicemia entre
198 e 568mg-dl’; e no grupo tratado com EHE de Geranium
ruizii Hieron, a glicemia diminuiu significativamente entre 94 e
250mg-dl’" (p= 0,023). Por meio de ANOVA, determinou-se que
a variagdo do grupo aloxano + EHE do Geranium ruizii Hie-
ron foi de -141,2 +38,74mg-dl"" em relagdo ao controle positivo
(p= 0,039). Conclui-se que o EHE de Geranium ruizii Hieron
diminui a hiperglicemia em Rattus rattus variedade albino.

un 80% del volumen inicial

Departamento de La Libertad
(Peru) ciudad ubicada a una
altitud de 2640 m.s.n.m., y
analizada taxondmicamente en
el Herbarium Truxillense de la
Universidad Nacional de

Trujillo (Figura 1). El material
bioldgico se traslado al labora-
torio del Instituto de Ciencia y
Tecnologia de la Universidad
César Vallejo. Se peso 2kg de
la planta consistente en raiz,

Figura 1. Geranium ruizii Hieron procedente de Otuzco (Peru).
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tallo y hojas, se dejo en remojo
con hipoclorito de sodio al
0,1% durante 10min.; y luego
se lavo con agua potable dos
veces, se cortaron trozos mas
pequeiios mg-dl!' para final-
mente llevarlo a desecacion en
bandejas en estufa Memmert a
40°C durante tres dias, para
luego pulverizarlo en un moli-
no y guardarlo en recipientes
de vidrio ambar (Aranda et al.,
2014; Fernandez et al., 2014).

Obtencion del extracto
hidroetandlico de Geranium
ruizii Hieron

Se pes6 30 g del pulverizado
de Geranium ruizzi Hieron y
se macerd con 300mL de alco-
hol etilico al 80% durante 7
dias. Luego se filtré con papel
Whatman 40 y se llevo a rota-
vapor Isolab a 55°C y 150rpm,
para su evaporacion parcial en

(Doroteo, 2013). Se determind
el contenido de sodlidos totales
de la solucion evaporada con
un refractometro digital
ATAGO Pal-a obteniéndose un
valor de 36° Brix a partir de la
cual se prepararon dosis de
400mg-kg"! de peso.

Induccion de diabetes mellitus
en Rattus rattus variedad
albinus

Se utilizé 15 ejemplares
Rattus rattus var. albinus ma-
cho procedentes del Bioterio de
la  Universidad Cayetano
Heredia, con pesos entre 200 a
250g. Los ejemplares de Rattus
rattus var. albinus, se dividieron
en tres grupos de 5 ratas, un
grupo denominado el grupo
control positivo, inducidas a
hiperglicemia experimental (G1)
con aloxano monohidratado,
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Spectrum, New Brunswick,
Canadé; un grupo tratado con
el EHE de Geranium ruizii
Hieron, después de induccion
con aloxano (G2), y un grupo
control negativo que integrd
ratas sin tratamiento (G3). Se
determiné su glucosa basal y
posteriormente se administro a
los especimenes del grupo Gl y
G2, una dosis unica de
85mg-kg! de aloxano, disuelto
en buffer citrato 0,1 M pH 4,5
(Lenzen, 2008), por via intrape-
ritoneal. Se incluyé a animales
con hiperglicemia con valores
126mg-kg! (American Diabetes
Association, 2020) después de
24h de la inyeccion con aloxano
en los grupos Gl y G2, y con
previo ayuno de 12 horas antes
de la toma de la muestra.

Administracion del extracto
hidroetandlico de Geranium
ruizii Hieron

Del EHE de Geranium ruizii
Hieron se prepararon solucio-
nes con dosis de 400mg-kg! de
peso y se administraron por
via oral a través de sonda oro-
gastrica a los especimenes del
grupo G2 en tanto que al gru-
po control G3 se le administro
0,6mL de solucion salina fisio-
logica 0,9%. La dosis empleada
en el presente estudio se basd
en una dosis intermedia de las
empleadas por Aranda et al.
(2014) con la finalidad de evi-
tar alguna toxicidad.

Medicion de la glicemia

Para la medicion de las glice-
mias en los especimenes del
grupo tratado con EHE de
Geranium ruizii Hieron, control
positivo y negativo, se realizo
una puncion en la punta de la
cola, presionandose hasta formar
una gota de sangre y se coloco
en la tira reactiva para glucome-
tro Accu Chek® Performa
Nano, Roche Diabetes Care,
Mannheim, Alemania. Las me-
diciones se realizaron a las 0, 2,
4, 6, 8 y 10 horas en todos es-
pecimenes de Rattus rattus var.
albinus con 12 horas de ayuno.

Analisis estadistico

Se utiliz6 el Programa SPSS
ver 26.0, y se determind
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previamente que los datos pre-
sentaban una distribuciéon nor-
mal con la prueba de Shapiro-
Wilk. Se aplico la Prueba t de
Student para la comparacion
antes y después del tratamiento
en cada grupo y la prueba
ANOVA para la comparacion
de la variacion de la glicemia
entre los grupos, con prueba
Post hoc Games Howell, debi-
do a la no homogeneidad de
varianzas (Sauder, 2019) con
un nivel de significancia de
0,05.

Aspectos éticos

El presente estudio fue apro-
bado por el comité de Etica de
la UCV con expediente CEC-
UCV-007-2018. Se considera-
ron los principios de reduccion
en el numero de especies a
utilizar, a través de grupos
pequeios y garantizar el menor
sufrimiento posible a través del
principio del refinamiento,
acorde con Guia de Manejo y
Cuidado de Animales de
Laboratorio por el Ministerio
de Salud/Instituto Nacional de
Salud (2008). Al final del ex-
perimento a los animales de
los grupos Gl y G2 se les rea-
lizd la eutanasia con pentobar-
bital s6dico con sobredosis de
100mg-kg' de peso (Lopez et
al., 2007).

Resultados

En la Figura 2 se observa
que las glicemias de los 5 es-
pecimenes de Rattus rattus var.
albinus del grupo control nega-
tivo en el tiempo de Oh (basal)
se mantuvo entre 87 'y
105mg-dl!, en tanto que a las
10 horas la glicemia se estable-
ci6 entre los 91 y 110mg-dl,
con un aumento significativo
de la glicemia promedio de
97,2 £6,61 a 101,8 £7,52mg-dI"!
(p=0,005) pero manteniéndose
en la normoglicemia.

En la Figura 3 se observa
que en el grupo control positi-
vo con hiperglicemia inducida
por aloxano se presentan glice-
mias basales comprendidas
entre 213 a 531mg-dl" respecti-
vamente, alcanzando al térmi-
no de las 10 horas valores en-
tre 198 a 568mg-dl"'. Dos espe-
cimenes indicados con lineas
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Figura 2. Glicemia en Rattus rattus var. albinus del control negativo du-

rante 10 horas.
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Figura 3. Glicemia en Rattus rattus var. albinus del grupo control positi-
vo antes y después de la administracion de aloxano, durante 10 horas.

azul claro y naranja aumenta-
ron su glicemia, en tanto que
los otros tres representados en
las lineas azul oscuro, amarillo
y gris presentaron una dismi-
nuciéon muy ligera de la glice-
mia; pero todos en hiperglice-
mia, no existiendo diferencia
entre la glicemia promedio ba-
sal del grupo 355 +118mg-dl"!
con la final 364 +133mg-dl', a
través de la prueba t de
Student.

En la Figura 4 se observa
que en el grupo de Rattus
rattus var. albinus con hipergli-
cemia y tratado con EHE de
Geranium ruizzi Hieron, las

glicemias basales estan entre
204 a 375mg-dl’!, y a las 10h
entre 94 a 250mg-dl"!. Tres es-
pecimenes representados en li-
neas de color azul oscuro, azul
claro y gris, disminuyen su
glicemia en menor grado que
los otros dos especimenes re-
presentados con linea amarilla
y naranja que tienden mas a la
normoglicemia; sin embargo el
promedio basal del grupo se
reduce de 304 +62,2 a 172
+71,2mg-dl" de manera signifi-
cativa (p= 0,023).

En la Figura 5 y Tabla I se
observa que la variacion de la
glicemia después de 10 horas
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Figura 4. Glicemia en grupo de Rattus rattus var. albinus con hiperglice-
mia inducida antes y después del tratamiento con EHE de G. ruizzi

Hieron, durante 10 horas.
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Figura 5. Comparacion de la variacion de la glicemia en Rattus rattus
var. albinus de los grupos control negativo, control positivo (aloxano) y

tratado con EHE de G. ruizii Hieron.

de observacion en el grupo de
Rattus rattus var albinus con
hiperglicemia inducida tratado
con EHE de Geranium ruizii
Hieron dista de la variacion del
grupo control negativo (-137
+36,6mg-dl"!; p= 0,043) y del
positivo (-141 +£38,7mg-dl!; p=
0,034) de manera significativa
(*p< 0,05) demostrandose el
efecto hipoglicemiante con

respecto al control y diferen-
ciarlo de la recuperacion de la
glicemia a valores normales
por los especimenes después de
la administracion con aloxano.

Discusion
El ligero aumento de la gli-

cemia en el grupo control ne-
gativo de la Figura 2 se
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explica por el aumento del
glucagdén durante el ayuno
temprano y que establece la
activacion de la glucogenolisis
en el tejido hepatico, y la glu-
coneogénesis durante el ayuno
tardio promoviéndose la sinte-
sis de glucosa a partir de aci-
dos grasos, glicerol, lactato y
alanina (Albero et al., 2014;
Lieberman y Peet, 2013).

La hiperglicemia en el con-
trol positivo de la Figura 3 se
debe a que aloxano ocasiona
necrosis en las células f pro-
ductoras de insulina, al generar
radicales libres que afectan a
enzimas glucoliticas especial-
mente glicoquinasa, afectando
la producciéon de ATP
(Adenosin trifosfato) en dichas
células, inhibiéndose de esta
manera la secrecion de insulina
(Radenkovic et al., 2016).

La reduccion de la glicemia
observada en la Figura 4 en el
grupo tratado con el EHE de
Geranium ruizzi Hieron en
dosis 400mg-kg! de peso ha
sido observado también en el
estudio de Herrera et al. (2015)
con la misma planta pero pro-
cedente de Recuay de la
Region Ancash aunque evalua-
do en menor dosis y mayor
tiempo de evaluacion de la
glicemia hasta las 48h. Este
efecto probablemente se debe a
flavonoides en el género
Geranium, que podrian presen-
tar un rol insulinomimético en
la homeostasis de la glucosa
(Herrera et al., 2015) incluso
observado en un estudio desa-
rrollado por Gonzales et al.
(2021) quienes determinaron
efecto hipoglicemiante de una
dosis de 400mg-kg! p.c de
Geranium ayavacense L. en
120 minutos después de una
carga de carbohidratos en
ratas.

Como se observa en la
Figura 4 y Tabla I, el EHE de
Geranium ruizzi Hieron pro-
mueve una marcada actividad
hipoglucemiante al finalizar las
10h de observacion en los es-
pecimenes de Rattus rattus var
albinus con diabetes inducida
al compararlo con la variacion
del control positivo tratado con
aloxano y la variacion del con-
trol negativo tratado con solu-
cién salina fisiologica, analisis

no incluidos por Aranda (2014),
Herrera et al. (2015) y por
Davila et al. (2015) con mode-
los de evaluacion hasta las
24h, 96h y 21 dias respectiva-
mente, en los cuales podria
existir un riesgo de recupera-
cion por los especimenes de
experimentacion y no por el
efecto del mismo extracto ob-
tenido de la planta. Segun Bell
(2015) algtn componente del
extracto podria reducir la fija-
cion de la insulina a las protei-
nas plasmaticas dando como
resultado una hormona libre lo
que permite un aumento de la
utilizacion periférica de la glu-
cosa a nivel del tejido muscu-
lar; e inhibe la glucogénesis
hepatica aumentada en los dia-
béticos al aumentar la fijacion
de la insulina a sus
receptores.

Asi mismo los flavonoides
presentes en Geranium ruizzi
Hieron, no solo pueden actuar
como eliminadores directos de
radicales libres como los gene-
rados por aloxano, sino que
pueden inducir factores de
transcripcion como el factor
nuclear eritroide 2 (Nrf2) o la
caja de horquilla O (conocida
como FOXO, del inglés;
Forkhead box) relacionados con
la proteccion frente al stress
oxidativo (Pallauf et al., 2017).
En estudios computacionales y
simulacion de dindmica mole-
cular se ha encontrado por
ejemplo que Kaempferol y ace-
tonitrilo presentes en Geranium
schiedeanum pueden activar a
NrF2 (Bello y Morales, 2017).
NrF2 favorece la expresion
génica de glutation reductasa,
glutation peroxidasa, tiorredo-
xina y glutarredoxina que in-
tervienen en la proteccion de la
oxidacion de las proteinas
(Jaganjac et al., 2020). En el
caso de FOXO participa en la
induccion de otras enzimas
antioxidantes como superoxido
dismutasa y catalasa
(Boddupalli et al., 2012). Los
flavonoides pueden estimular al
receptor gamma activado por
proliferador de peroxisomas
(PPAR vy) que estimula la
transcripcion del gen que codi-
fica el transportador de gluco-
sa-4 (GLUT4), necesario para
el ingreso de dicho nutriente

43



TABLA 1

COMPARACION DE LA VARIACION DE LA GLICEMIA ENTRE GRUPOS CONTROL
NEGATIVO, GRUPO CONTROL POSITIVO (ALOXANO) Y GRUPO TRATADO CON EHE
Geranium Ruizzii HERION EN EL MODELO EXPERIMENTAL DE INDUCCION DE

DIABETES CON ALOXANO

Diferencia de la varia-

Post hoc Games

Grupos Comparados cion de la glicemia Desviacion Howell Significancia
(mg-dI™) estandar ()
G3 VS Gl -4,6 12,7 0,931
G2 137 36,6 0,043*
Gl G3 4,6 12,7 0,931
G2 141 38,7 0,034*
G2 G3 -137 36,6 0,043*
Gl -141 38,7 0,034*

G1: Grupo control positivo (aloxano); G2: Grupo tratado (Aloxano + EHE G. ruizii Herion); G3: Grupo con-
trol negativo (solucion salina fisiologica).

en la célula muscular y que
podria contribuir en la sensibi-
lidad a la insulina (Sandoval et
al., 2009; Scazzocchio, et al.,
2011).

Como limitaciones, poco nu-
mero de unidades de analisis, y
no haber utilizado un medica-
mento comparativo para verifi-
car eficacia. Como fortaleza, se
muestra la respuesta individual
de cada ejemplar de experi-
mentacion, si bien hay efecto
hipoglicemiante por G. ruizii
Hieron, esta difiere entre los
especimenes, asi mismo la ob-
servacion en el presente disefio
experimental de 0 a 10h permi-
te un seguimiento comparativo
adecuado frente al grupo con-
trol positivo, ya que se ha ob-
servado recuperacion de la gli-
cemia a valores normales des-
pués de 24h de la administra-
cion de aloxano como se evi-
dencia en el estudio de
Castaneda et al. (2008) y que
fue similar al tratamiento de la
hiperglicemia experimental con
extractos de alcaloides de
Geranium ruizii Hieron en do-
sis de 250mg-kg! y 500mg-kg’,
lo que podria conllevar a con-
clusiones sesgadas del verdade-
ro efecto de la planta o sus
principios, como lo sucedido
probablemente en el estudio de
Herrera et al. (2015) que esta-
blecen mejor efecto hipoglice-
miante a 150mg-dl! que a
300mg-dI.

Geranium ruizii Hieron en la
dosis de 400mg-dI! puede ser
una opcién interesante en el
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tratamiento de la diabetes con
el uso de tinturas, capsulas en
personas, sin embargo se debe
verificar el tiempo de la admi-
nistracion de dichos productos
y que podria estar alrededor de
las 10 horas en cada toma.

Conclusion

Se concluye que el EHE de
Geranium ruizii Hieron en do-
sis de 400m'kg’ p.c, disminuye
la hiperglicemia inducida en
Rattus rattus var. albinus.
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